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Актуальность темы

Распространение диабета в мире постепенно достигает эпидемических масштабов. Согласно прогнозам, в течение следующих 25 лет произойдет увеличение количества больных диабетом почти в два раза (до 300 миллионов человек). Сегодня более 5 миллионов человек по всему миру больны диабетом первого типа (наиболее жесткая форма заболевания), 395 тысяч из них – дети. Сахарный диабет 1 типа (СД 1) характеризуется разрушением β - клеток путем аутоиммунной атаки. Недостатки современных методов лечения  СД 1 – инсулинотерапии и трансплантации ткани поджелудочной железы (ПЖ) - стимулируют развитие и  совершенствование клеточной терапии, в частности, поиск новых альтернативных источников  β - клеток.

В связи с этим, в последние годы стали активно разрабатываться и изучаться новые методы регенерационной терапии, предусматривающие выделение и ex vivo предифференцировку эмбриональных и взрослых стволовых клеток. Эти клетки обладают более высоким пролиферативным потенциалом, чем зрелые дифференцированные островки ПЖ и поэтому могут оказаться хорошим материалом для получения достаточных количеств функционально-активной массы β - клеток. 

Дифференцировка в инсулин-продуцирующие клетки должна включать индукцию регуляции секреции, которая подразумевает накопление инсулина в клетках и быстрое выделение его в ответ на различные физиологические сигналы. Чтобы достичь этого, в клетках должен быть активирован комплекс панкреатических генов, очень сходный с таковым в нормальных β - клетках. Получение просто продуцирующих инсулин клеток, без обратной связи и какого-либо контроля его секреции не дает никаких преимуществ по сравнению с простыми методами введения инсулина. Мультипотентные стромальные клетки (МСК) взрослого организма привлекают внимание исследователей и практических врачей по следующим причинам: они  наилучшим образом подходят для аутологичной трансплантации; высокая скорость пролиферации позволяет нарастить достаточное количество клеток для трансплантации; обладают способностью к дифференцировке в разные клеточные линии. 

Существует предположение, что для эффективной направленной дифференцировки в инсулин – продуцирующие клетки, необходима экспрессия клетками нестина (Lee S., 2000), т.к. показано, что нестин-экспрессирующие клетки, изолированные из человеческих или крысиных островков поджелудочной железы могут дифференцироваться в эндокринные и экзокринные клетки in vitro (Zulewski H., 2001; Blyszczuk P., 2003; Zhang L., 2005). И авторы многих работ для получения таких клеток используют стадию селекции нестин-экспрессирующих клеток, описанную ранее для генерации нейронов (Blyszczuk P., 2003). До сих пор остается неясным, является ли необходимой экспрессия нестина для эффективной трансдифференцировки в инсулин-продуцирующие клетки.

В настоящее время активно развивается тема о происхождении МСК из предшественников перицитов, имеющих фенотип CD146+CD31- и обладающих более широким спектром дифференцировки по сравнению со стандартно пассированными МСК. Работ по получению инсулин-продуцирующих клеток из популяций данного фенотипа не обнаружено. Опубликовано несколько первых исследований, демонстрирующих возможность использования МСК из костного мозга  в качестве источника получения инсулин-продуцирующих клеток, в том числе аутологичных (Karnieli O., 2007; Li Y., 2007). Эффективная трансдифференцировка  МСК из жировой ткани и сосудов пупочного канатика в инсулин-продуцирующие клетки в литературе не описана.
Цель исследования

Получение инсулин-продуцирующих клеток из мультипотентных стромальных клеток  жировой ткани и пупочного канатика человека.
Задачи исследования
1. Выделить и охарактеризовать популяции МСК из сосудистой стенки пупочного канатика и жировой ткани.

2. Подобрать метод доставки гена, кодирующего транскрипционный фактор Pdx1, играющий ключевую роль в дифференцировании клеток поджелудочной железы.

3.  Оптимизировать условия трансфекции, культивирования и состав дифференцировочной среды.

4. Трансфицировать МСК из пупочного канатика и жировой ткани геном Pdx1 и проанализировать транскрипцию ключевых генов панкреатической дифференцировки: NGN3, NeuroD, MafA, Insulin.
5. Показать способность полученных инсулин-продуцирующих клеток изменять уровень секреции инсулина в ответ на изменение концентрации глюкозы (тест на толерантность) к глюкозе. 
6. Проанализировать экспрессию нестина в полученных популяциях МСК и проследить корреляцию между уровнем экспрессии нестина и способностью к эффективной дифференцировке в функционально-активные инсулин - продуцирующие клетки.
Научная новизна и практическая значимость

Впервые показано, что эффективная дифференцировка в функционально-активные инсулин - продуцирующие клетки преимущественно происходит в CD146+CD31- популяциях МСК жировой ткани и пупочного канатика человека. 
Подобраны оптимальные условия трансфекции (необходимая концентрация аденовирусной конструкции, время сорбции, а так же эффективность трансфекции) CD146+CD31- и CD146-CD31- популяций МСК из жировой ткани и пупочного канатика человека.

Подобраны условия культивирования трансфицированных клеток, а так же состав дифференцировочной среды. Показано, что добавление этапа культивирования в дифференцировочной среде CMRL-1066 с добавлением ретиноевой кислоты приводит к увеличению транскрипции инсулина в 7 раз в трансфицированных CD146+ популяциях МСК по сравнению с культивированием в базовой среде DMEM.

В результате проведенного исследования установлено, что транскрипция инсулина сохраняется в трансфицированных клетках in vitro в течение 21 дня и достигает максимального уровня на 14 день культивирования.

Показано, что полученные инсулин-продуцирующие клетки из CD146+CD31-  популяций МСК из жировой ткани и пупочного канатика человека обладают толерантностью к глюкозе.

Проведен анализ зависимости эффективности дифференцировки в инсулин-продуцирующие клетки от способности клеток экспрессировать нестин. Корреляция не обнаружена. CD146+CD31- популяции МСК из жировой ткани, в которых нестин не экспрессировался эффективно дифференцировались в функционально-активные инсулин - продуцирующие клетки. В то время как трансфекция CD146-CD31- популяций МСК из пупочного канатика, в которых наблюдали экспрессию нестина на высоком уровне, к активации транскрипции инсулина не приводила.

В настоящей работе впервые разработан метод получения функционально-активных инсулин-продуцирующих клеток из CD146+CD31- популяций МСК из жировой ткани и пупочного канатика человека путем транзиентной трансфекции геном Pdx1. 
Положения, выносимые на защиту

1. Популяции МСК из пупочного канатика и жировой ткани периваскулярного фенотипа, несущие на поверхности маркер CD146 эффективно дифференцируются в функционально-активные инсулин-продуцирующие клетки путем транзиентной трансфекции геном Pdx1. Трансфекция популяций МСК, не имеющих маркер CD146, к эффективной дифференцировке в панкреатическом направлении не приводит.

2. Показано, что культивирование в дифференцировочной среде CMRL-1066 с добавлением ретиноевой кислоты приводит к значительному увеличению транскрипции гена Insulin в трансфицированных CD146+CD31-  популяциях МСК по сравнению с культивированием в базовой среде DMEM. Транскрипция гена Insulin сохраняется в трансфицированных клетках in vitro в течение 21 дня и достигает максимального уровня на 14 день культивирования.

3. Полученные инсулин-продуцирующие клетки из CD146+CD31-  популяций МСК из жировой ткани и пупочного канатика человека обладают толерантностью к глюкозе.

4. В процессе анализа зависимости эффективности дифференцировки в инсулин-продуцирующие клетки от способности клеток экспрессировать нестин корреляция не обнаружена.  CD146+CD31-  популяции МСК из жировой ткани, в которых нестин не экспрессировался эффективно дифференцировались в функционально-активные инсулин - продуцирующие клетки. В то время как трансфекция CD146-CD31-  популяций МСК из пупочного канатика, в которых наблюдалась экспрессия нестина на высоком уровне, к активации транскрипции Insulin не приводила.

Апробация работы

Материалы диссертационной работы доложены на Всероссийской научной школе-конференции для молодежи по аутологичным стволовым клеткам (Москва, 2009); VI Съезде Российского общества медицинских генетиков (Ростов на Дону, 2010); Всероссийской научной школе-конференции для молодежи по стволовым клеткам и регенеративной медицине (Москва, 2010).
Личный вклад автора в проведение исследования

Автором подобрана и проработана отечественная и зарубежная литература по теме диссертации. Все эксперименты и непосредственный их анализ выполнен лично. Протоколы исследования разработаны автором. Публикации работы, а также описание исследования выполнены автором самостоятельно.
Публикации

Результаты диссертационной работы отражены в 6-ти печатных работах: 3-х статьях и 3-х тезисах. Три статьи опубликованы в рецензируемых научных журналах, рекомендованных ВАК МОН РФ соискателям ученой степени кандидата биологических наук.
Внедрение результатов работы

Результаты исследования внедрены в курс лекций «Соединительные ткани» кафедры гистологии и эмбриологии РГМУ и в работу МГНЦ РАМН. 

Объем и структура работы

Диссертация состоит из введения, обзора литературы, описания материалов и методов исследования, результатов и их обсуждения, выводов и списка литературы. Текст изложен на 109 стр. машинописного текста, иллюстрирован 4 таблицами и 26 рисунками. Библиографический указатель включает 163 источника отечественной и зарубежной литературы.
СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ

Материалы исследования

Получение культуры клеток

Стромально-васкулярную фракцию жировой ткани получали из липоаспирата 10 здоровых доноров на основании добровольного согласия. Возраст доноров составил 39±13,97 лет. Жировую ткань дезагрегировали с помощью коллагеназы 1 (1мг/мл) типа («ПанЭко», Россия) и диспазы (200 мг/мл)  («ПанЭко», Россия) в течение  часа при 37оС, постоянно встряхивая пробирку. Пупочные канатики получали от здоровых рожениц (8 образцов) на основании их добровольного согласия. Из пупочного канатика выделяли сосуды, измельчали их с помощью ножниц, затем дезагрегировали смесью ферментов диспазы (200 мг/мл) и коллагеназы 1 типа (1мг/мл). 

Полученные суспензии центрифугировали  10 минут при 1100 об./мин, супернатант отбирали.  Клеточный осадок ресуспендировали в  небольшом объеме среды DMEM/F12 («ПанЭко», Россия). Клетки культивировали в среде  DMEM/F12 (1:1) с добавлением 10% эмбриональной телячьей сыворотки («ПанЭко», Россия), 2 mM L-глутамина («ПанЭко», Россия), 10 нг/мл рекомбинантного основного фактора роста фибробластов (ФРФ-2) («Prospec»), гепарина 8 Е/мл  («BRAUN», Испания), амикацина 100мг/л («Красфарма», Россия). Клетки высевали  на пластиковые чашки Петри (Corning) диаметром 90 мм, затем помещали в СО2-инкубатор (37º С, 5% СО2) и инкубировали до достижения 70% конфлюентности, затем снимали раствором трипсина и рассевали в новую посуду в плотности 1500-2000 клеток\см2.  
Выделение CD146+ популяции клеток
Часть клеток культивировали согласно опубликованному ранее оригинальному протоколу получения CD146+ популяций клеток, имеющих периваскулярный фенотип (Ржанинова А., 2010). Для этого клетки высаживали на среду DMEM/F12 (1:1) с добавлением 10% эмбриональной телячьей сыворотки, 2 mM L-глутамина, 10 нг/мл ФРФ-2, гепарина 8 Е/мл, амикацина 100мг/л  с добавлением рекомбинантного человеческого инсулина, который растворяли в 1М соляной кислоте и использовали в конечной концентрации 5нг/мл. После 3-х дневной инкубации  неприкрепившиеся клетки переносили на новые чашки, ростовую среду полностью заменяли. Клетки культивировали до достижения 70% конфлюентности, затем снимали раствором трипсина и рассевали в новую посуду в плотности 1500-2000 клеток/см2. 

В течение 2-3 пассажей преимущественно выделялась фибробластоподобная популяция клеток. Но рост этих клеток ингибировался присутствующим в среде инсулином. Через несколько недель (2-4) после посева культур на среду с инсулином наблюдали участки плотного роста мелких эпетелиоподобных клеток, отличающихся по морфологии от основной популяции (рис.1).

Эти клетки характеризовались высокой митотической активностью в присутствии инсулина и ФРФ-2. Колонии мелких эпителиоподобных клеток были выделены механически и культивированы отдельно в присутствии инсулина. Культура характеризовалась очень быстрым ростом: время удвоения составляло не более 18 часов, в то время как популяции, культивируемые параллельно по стандартному протоколу (CD146), удваивались за 32-45 часов. 

[image: image1]
Рис. 1. Фенотип выделенных популяций МСК из жировой ткани (А, Б) и пупочного канатика (В, Г). А, В- популяции клеток, выделенных по стандартной методике (CD146-CD31-); Б, Г- популяции клеток, выделенных путем добавления инсулина (СD146+CD31-). Рельефный фазовый контраст (Х100).

Метод иммунофлуоресцентного разделения клеток в потоке

Исследуемые культуры инкубировали в ростовой среде DMEM с низким содержанием эмбриональной сыворотки (2%) в течение 24 ч перед проведением анализа. Клетки трипсинизировали, суспендировали в PBS в концентрации 100 тыс. клеток в мл. Неспецифическое связывание блокировали инкубацией в 1% БСА в течение 1 часа при комнатной температуре. Затем клетки отмывали в трех объемах PBS, центрифугировали, и осадок суспендировали в 0,5% рабочего раствора первичных антител на 1% БСА с 0,1% козьей сывороткой. После инкубации в течение 40 минут при 4°С клетки отмывали PBS. Использовали мышиные моноклональные антитела для цитофлюориметрии, меченные FITC, PE, APC, к CD29, CD44, CD49a, CD73, CD90, CD166, CD146, CD31, CD105 (BD Biosciences). В качестве отрицательного контроля использовали неспецифические мышиные (кроличьи) IgG тех же фирм. Клетки затем отмывали в PBS и в объеме 1 мл анализировали на проточном цитофлуориметре FACS Calibur (“BD Biosciences”). Результаты обрабатывали с помощью программы WINMDI 2.8.

Дифференцирование выделенных МСК

Для того, чтобы показать, что клетки соответствуют всем критериям, предъявляемым к МСК, проводили исследования по дифференцировке в остеогенном, адипогенном и хондрогенном направлениям. Для этого клетки культивировали в соответствии с табл. 1.
Таблица 1. Компоненты дифференцировочных сред

	Остеогенная среда

	Среда DMEM
	90 %

	L-глутамин
	4 мМ

	Амикацин
	100 мкг/мл

	L-аскорбиновая кислота
	50 мг/Л

	β-глицерофосфат
	10 мМ/Л

	1,25-дигидроксивитамин D3
	10 нМ

	Сыворотка крови (G)
	10 %

	Адипогенная среда

	Среда DMEM/F12
	90 %

	L-глутамин
	4 мМ

	Амикацин
	100 мкг/мл

	Дексаметазон
	100 нМ

	Сыворотка крови
	10 %

	Хондрогенная среда

	Среда DMEM/F12
	90 %

	L-глутамин
	4 мМ

	Амикацин
	100 мкг/мл

	TGF-b
	10 нМ

	Дексаметазон
	100 нМ


Получение аденовирусной конструкции

Синтез гена Pdx1 с фланкирующими последовательностями, содержащими сайты рестрикции осуществили в ООО «Евроген». Данную последовательность клонировали в плазмиду pShuttle-CMV под контроль промотора  цитомегаловируса человека. Затем полученную плазмиду pShuttle-CMV-Pdx1 линеаризировали и дефосфорилировали щелочной фосфатазой CIAP. Линеаризованную плазмиду pShuttle-CMV-PDX1 отделяли от кольцевой формы электрофорезом в агарозном геле с последующей элюцией из геля. Полученную после элюции ДНК переосаждали этиловым спиртом, после чего осадок растворяли в 5 мкл деионизованной воды. Концентрацию ДНК в полученном препарате определяли электрофоретически.

Для получения рекомбинантной плазмиды, несущей экспрессирующую кассету с геном Pdx1 в составе генома аденовируса человека 5 серотипа, проводили электропорацию клеток E.coli штамма BJ5183 смесью плазмид pShuttle-CMV- Pdx1 (1 мкг) и pAd-EASY-1 (0,1 мкг). 

Параллельно проводили электропорацию клеток E.coli штамма BJ5183 только плазмидой pShuttle-CMV- Pdx1 (1 мкг). После электропорации клетки E.coli штамма BJ5183 инкубировали 1 час в среде SOB на 37°С при встряхивании. После инкубации клетки E.coli штамма BJ5183 высеяли на агар с канамицином, затем инкубировали 18 часов при 37°С. Полученные изолированные колонии рассеяли штрихом на сектора и инкубировали 18 часов при 37°С. ДНК из полученных клонов выделяли методом кипячения и анализировали методом ПЦР на наличие гена Pdx1 и последовательности, специфичной для генома аденовируса человека 5 серотипа.

Размер полученных рекомбинантных ДНК определяли электрофоретически в сравнении с размером плазмиды pAd-EASY-1. Плазмидную ДНК положительных по результатам ПЦР и электрофоретического анализа клонов подвергали гидролизу рестриктазой HindIII для получений характерной для генома аденовируса человека 5 серотипа электрофоретической картины, в качестве контроля параллельно гидролизовали рестриктазой HindIII плазмиду pAd-EASY-1. Плазмидной ДНК положительных клонов трансформировали клетки E.coli штамма DH5α. Полученные клоны анализировали методом ПЦР, электрофоретически и гидролизом по HindIII, после чего 2 положительных клона нарастили в препаративном количестве.

Плазмидные ДНК положительных клонов гидролизовали рестриктазой PacI с послеующей элюцией из агарозного геля и переосаждением этиловым спиртом. Осадок ДНК растворили в 5 мкл деионизованной воды. 

Трансфекцию клеток эмбриональной почки человека линии 293 рекомбинантной плазмидой pAd5- Pdx1 проводили с использованием реагента Lipofectamine в соответствии с протоколом Invitrogen. Через 10 дней в лунках с клетками, трансфицированными рекомбинантной плазмидой pAd5-PDX1, наблюдали ЦПД. Клетки с ЦПД собрали, полученную вирусную затравку проанализировали методом ПЦР на наличие гена Pdx1, последовательности, специфичной для генома аденовируса человека 5 серотипа и отсутствие примесей вируса дикого типа.

Аденовирусные частицы pAd5-Pdx1 наращивали в линии клеток эмбриональной почки человека HEK 293, которая была трансфицирована плазмидой с полным геномом рекомбинантного аденовируса. Для этого монослой клеток линии промывали раствором PBS  и затем добавляли  среду  DMEM/F12 (1:1) с 1% эмбриональной телячьей сывороткой, 2 mM L-глутамином, 100мг/л амикацином и pAd5- Pdx1. Далее  инкубировали клетки 2-3 дня для размножения аденовирусных частиц, после чего клетки вместе со средой замораживали на -70°С для разрушения мембран клеток и выхода аденовирусных частиц. Затем размораживали при 37°С, тщательно пипетировали и центрифугировали при 3000 об/мин 20 минут. Далее отбирали надосадочную жидкость, в которой содержались аденовирусные частицы pAd5- Pdx1.

Для оценки количества трансфицированных клеток, аденовирусными конструкциями pAd5-GFP со встроенным геном GFP (green fluorescent protein) инфицировали различные популяции МСК, выделенные из пупочного канатика и жировой ткани человека и проводили анализ на проточном цитофлуориметре FACS Calibur (“BD Biosciences”). 

Далее определяли титр вирусов. Для этого проводили разведение вируссодержащей жидкости 1:10; 1:100; 1:1000 и т.д. Каждым из растворов с указанной концентрацией инфицировали клеточные линии HEK-293 и наблюдали образование бляшек. Бляшки, или негативные колонии вирусов, представляют собой очаги разрушенных под действием вируса клеток однослойной культуры ткани под агаровым покрытием. Подсчет колоний позволяет провести количественный анализ инфекционной активности вирусов из расчета, что одна инфекционная частица вируса образует одну бляшку. Бляшки выявляли с помощью микроскопа. Титр вируса выражали числом бляшкообразующих единиц в 1 мл.

Трансфекция клеток и индукция панкреатической дифференцировки

Для индукции панкреатической дифференцировки монослой клеток заливали средой DMEM/F12 (1:1) с  1% эмбриональной телячьей сывороткой, 2 mM L-глутамином, 100мг/л амикацином и равным объемом свежеполученных аденовирусных частиц. Для определения наилучшего времени адсорбции аденовирусных частиц, клетки инкубировали с pAd5- Pdx1 в течение 2, 6, 24 или 30 часов. Затем среду с вирусом отбирали, промывали средой DMEM/F12 (1:1) и добавляли к клеткам дифференцировочную среду для усиления индукции панкреатической дифференцировки в течение 5 дней. Для подбора наиболее эффективных дополнительных индукторов панкреатической дифференцировки к трансфицированным клеткам добавляли компоненты в соответствии с табл. 2. В качестве контроля использовали нетрансфицированные клетки.
Анализ экспрессии панкреатических маркерных генов

Уровень экспрессии анализируемых генов оценивали на уровне транскрипции методом ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ), а также по количеству исследуемых белков методами иммуноцитохимии и ELISA.

Анализ изменения транскрипции генов

Выделение РНК

Выделение РНК осуществляли с использованием коммерческих реагентов «RNeasy Miny Kit», («QIAGEN», США). Количество РНК измеряли спектрофотометром. Качество оценивали электрофоретически в агарозном геле, образец использовался для ПЦР, если на форезе были отчетливо видны две полосы, соответствующие 28 и 18 S РНК. 
Таблица 2. Используемые комбинации компонентов дифференцировочной среды.
	1.
	Не трансфицированные клетки + CMRL 1066+1% БСА+ RA(10нг/мл)

	2.
	Трансфицированные клетки + DMEM+1% БСА

	3.
	Трансфицированные клетки + CMRL 1066+1% БСА

	4.
	Трансфицированные клетки + CMRL 1066+1% БСА + никотинамид (0,1г/л)

	5.
	Трансфицированные клетки+ CMRL 1066+1% БСА + GLP(10нмоль/л)

	6.
	Трансфицированные клетки + CMRL 1066+1% БСА + RA (10нг/мл)

	7.
	Трансфицированные клетки + CMRL 1066+1% БСА + никотинамид (0,1г/л)+ GLP(10нмоль/л) + RA (10нг/мл)

	8.
	Трансфицированные клетки + CMRL 1066+1% БСА + RA (10нг/мл) + GLP(10нмоль/л)


Синтез первой цепи ДНК на матрице РНК

Синтез первых цепей кДНК проводили согласно стандартному протоколу фирмы «Fermentas», используя набор для проведения обратной транскрипции. Реакцию проводили в термостате при 37°С в течение часа. 

ПЦР в реальном времени 

Для анализа транскрипции генов проводили ПЦР в реальном времени с интеркалирующим красителем Sybr Green («Синтол», Россия) в амплификаторе BioRad iQ cycler. В качестве затравок использовали уникальные пары праймеров к анализируемым генам (табл. 3). 
Олигонуклеотидные праймеры были синтезированы и очищены фирмой «Синтол». Дизайн праймеров проводили с использованием программы DNASTAR Primer Select. Праймеры подбирали через интрон гена, чтобы можно было отличить продукты амплификации, синтезированные на матрице кДНК от синтезированных на геномной ДНК.

Реакционную смесь собирали в соответствии со стандартным протоколом фирмы «Синтол». Схема реакции: первичная денатурация: 95°С, 5 мин; денатурация: 95°С, 20 сек; отжиг праймеров: 56-62°С, 20 сек; элонгация: 72°С, 20 сек (40 циклов); плавление продуктов амплификации.
Для дополнительного контроля чистоты реактивов и работы проводили контрольную реакцию, в которой присутствовали все компоненты, кроме матрицы, а так же электрофорез продуктов реакции в 1,5% агарозном геле. Для анализа специфичности амплификации по окончании ПЦР-РВ проводили плавление продуктов с постоянным анализом флуоресценции для построения кривых плавления.

Таблица 3. Используемые в работе праймеры.
	ген
	5’праймер
	3’праймер
	tотж
	размер продукта

п.н.

	Insulin
	CCGCAGCCTTTGTGAACC
	CGGGTCTTGGGTGTGTAGAA
	59
	100

	NGN3
	CCCTCTACTCCCCAGTCTCC
	CCTTACCCTTAGCACCCACA
	62
	176

	NeuroD
	ACAGCTCCCATGTCTTCCAC
	AAGATTGATCCGTGGCTTTG
	59
	250

	MafA
	CTTCAGCAAGGAGGAGGTCA
	TTGTACAGGTCCCGCTCTTT
	59
	150

	Pdx1
	GAGCTGGCTGTCATGTTGAA
	TTGTCCTCCTCCTTTTTCCA
	59
	88

	ActB
	CCTGGCACCCAGCACAAT
	GGGCCGGACTCGTCATAC
	60
	144

	GAPDH
	TGCACCACCAACTGCTTAGC
	GGCATGGACTGTGGTCATGAG
	60
	87

	Nestin
	GCAGCTGGCGCACCTCAAGATGTC
	GGCAAGGGTGAGGGGAGGGAAGTT
	65.5
	225


Уровень мРНК анализируемых генов выравнивали по отношению к усредненным данным амплификации двух генов неизменного уровня экспрессии (house keeping genes, гены домашнего хозяйства) GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, глицеральдегид-3-фосфат дегидрогеназа) и β-actin (β-актин). Относительное количество мРНК рассчитывали с помощью ΔС (Т) метода. Величины столбцов высчитывали по формуле 2^-(Сt гена - Ct генов дом.хозяйства), где C(T) - пороговый цикл (threshold cycle), то есть соотношение столбцов прямопропорционально зависит от соотношения уровня мРНК исследуемых генов в образцах.

 Гель-электрофорез ампликонов

Электрофорез продуктов амплификации проводили в 1,5 % агарозном геле. Агарозу растворяли в ТВЕ-буфере,  добавляли бромистый этидий из расчета 0,4мкг/мл. Электрофорез проводили при напряжении 10 В на 10 см длины геля. Образцы ДНК смешивали с 1 мкл краски фирмы «Fermentas». Электрофорез проводили до тех пор, пока краска ксиленцианол не мигрировала на 3-4 см от начала геля. Результат визуализировали при помощи UVP трансиллюминатора.

Иммуноцитохимическое окрашивание клеток 

Экспрессию белков Nestin, Pdx1 и Insulin оценивали методом иммуноцитохимии. Клетки сажали на 12-луночные планшеты. После прикрепления клетки промывали раствором PBS («ПанЭко», Россия) 3 раза и фиксировали ледяным ацетоном в течение 5 мин. Далее промывали  3 раза раствором PBS, и заливали раствором PBS с 0, 25% Triton X-100 («Helicon», Россия) и 1% БСА («ПанЭко», Россия) на 30 минут. После этого добавляли первичные мышиные моноклональные («Santa Cruz», США) к Insulin и Nestin, козлиные моноклональные к Pdx1 антитела в концентрации 1:50 в растворе PBS с 0, 25% Triton X-100 и 1% БСА, и инкубировали в течение часа при комнатной температуре. Далее клетки промывали раствором PBS 3 раза  и добавляли флуоресцентные вторичные антитела против мыши меченые FITS («Abcam», США) к Insulin и Nestin , против козла меченые PЕ к Pdx1 в растворе PBS с 0, 25% Triton X-100, инкубировали 1 час в темноте. Затем клетки промывали PBS 3 раза и визуализировали флуоресценцию.

Анализ транскрипции инсулина во времени

Трансфицированные CD146+ популяции МСК, выделенные по оригинальной методике из пупочного канатика и жировой ткани человека культивировали в дифференцировочной среде CMRL 1066 с добавлением ретиноевой кислоты в течение 7, 14 и 21 дней. Затем из клеток выделяли мРНК и проводили анализ транскрипции гена Insulin методом ПЦР-РВ. В качестве контроля использовали нетрансфицированные клетки, культивированные в той же среде.

ELISA (тест на толерантность к глюкозе)

Трансфицированные pAd5-Pdx1 CD146+CD31- популяции МСК, культивируемые в течение 14 дней в дифференцировочной среде, промывали раствором PBS 4 раза, затем сажали клетки на 6-луночные плашки по 100 тыс. кл. на лунку с добавлением 1мл DMEM/F12 (1:1) с содержанием 5.56 mmol/л и 25 mmol/л глюкозы. После 24ч инкубации среду отбирали и замораживали на -80°С. Количество инсулина в среде определяли с использованием коммерческого набора «Ultrasensitive insulin ELISA» («Mercodia AB», Швеция) cогласно приложенному протоколу фирмы Mercodia. Результаты анализировали с помощью спектрофотометра Anthos («Biochrom», Англия).

Статистическая обработка данных

Статистическая обработка данных проводилась с помощью программы «Статистика 9» с использованием непараметрического критерия Манна-Уитни. Различия считались статистически значимыми при уровне значимости р ‹ 0,05. n- количество поставленных экспериментов.
РЕЗУЛЬТАТЫ  И ОБСУЖДЕНИЕ

В последние годы в связи с недостатками современных методов лечения СД 1 типа активно развивается поиск альтернативных источников β – клеток. Поэтому ученые стали уделять особое внимание разработке и изучению новых методов регенерационной клеточной терапии, предусматривающих выделение и ex vivo предифференцировку эмбриональных и взрослых стволовых клеток. Жировая ткань и пупочный канатик, как известно, представляют собой перспективные источники МСК. 

Основными преимуществами этих клеток является их доступность, возможность к аутологичной и аллогенной трансплантациям, а так же к дифференцировке в различных направлениях. 

Исследована возможность получения функционально - активных инсулин – продуцирующих клеток из различных популяций МСК жировой ткани и пупочного канатика путем введения гена ключевого транскрипционного фактора панкреатической дифференцировки Pdx1. Транскрипционный фактор Pdx1 играет ключевую роль в дифференцировке панкреатических β – клеток. В ряде работ было показано, что стабильная трансфекция геном Pdx1 индуцирует дифференцировку ЭСК и МСК костного мозга в инсулин - продуцирующие клетки. Традиционные методы трансфекции, такие как липофекция и электропорация не имеют высокой эффективности в доставке экзогенной ДНК (Mhashilkar A., 2001; Segura T., 2001; Niidome T., 2002). Как показано в ряде работ эффективность трансфекции МСК при использовании липофектамина достигает 5%, а с использованием электропорации – до 50 %, но доля трансфицированных клеток через 14 дней не более 10% (Лопатина Т., 2009; Verma I., 2005). Именно поэтому был выбран аденовирусный метод доставки, который является наиболее эффективным методом транзиентной доставки. Большим преимуществом этого метода является возможность ввести большое количество копий гена внутрь как делящихся, так и не делящихся клеток, запуская их дифференцировку без встраивания конструкции в ядерный геном.

Трансфекция pAd5-Pdx1 стандартных МСК из жировой ткани и пупочного канатика человека

Полученные согласно стандартному протоколу МСК из жировой ткани и пупочного канатика имели фенотип СD105+, CD29+, CD44+, CD49a+, CD73+, CD90+, CD166+, CD146-, CD31-, который характерен для всех МСК. Также показано, что клетки эффективно дифференцируются в адипогенном, хондрогенном и остеогенном направлениях.

Для трансфекции МСК из жировой ткани и пупочного канатика была получена аденовирусная конструкция на основе аденовируса человека 5 серотипа с  геном Pdx1.

 Для оценки доли трансфицированных клеток, МСК были инфицированы pAd5-GFP. На проточном цитофлуориметре FACS Calibur (“BD Biosciences”) было показано, что эффективность трансфекции составляет 70% для стандартно полученных популяций МСК при добавлении 100 БОЕ/мл свежеполученных частиц аденовируса (рис. 2А). Большее количество БОЕ/мл уже приводило к значительной гибели клеток. 
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Рис. 2. Экспрессия гена GFP через 7 дней после трансфекции pAd5-GFP в CD146-CD31- (А) и CD146+CD31- (Б) популяциях МСК из жировой ткани человека. Трансфицированные клетки содержали GFP (зеленая флуоресценция). (Х100).
При трансфекции стандартно полученных МСК (МСК CD146-CD31-) из жировой ткани и пупочного канатика было показано, что большое значение имеет время сорбции аденовирусной конструкции. Эффективность трансфекции оценивали по уровню транскрипции целевого гена Pdx1, то время считали наилучшим, когда транскрипция Pdx1 была максимальна (рис. 3). В качестве контроля брали клетки, не инкубированные с pAd5-Pdx1. Для клеток данного фенотипа максимальный уровень транскрипции Pdx1 достигался при сорбции вируса в течение 6ч (рис. 3Б). При увеличении времени сорбции происходило падение уровня транскрипции трансгена в результате гибели клеток. Возможно, это связано именно с Pdx1– очень сильным транскрипционным фактором, поскольку с идентичной конструкцией, несущей ген GFP такого эффекта не наблюдалось. Анализ транскрипции генов панкреатической дифференцировки в  МСК жировой ткани и пупочного канатика, культивированных по стандартному протоколу, после трансфекции pAd5-Pdx1 показал активацию транскрипции трансгена Pdx1 и генов Ngn-3, Neuro D и  MafA. Активация транскрипции гена Insulin не обнаружена (рис. 4).
Так же был проведен анализ экспрессии генов Pdx1и Insulin на уровне белка методом иммуноцитохимического окрашивания. Показано, что в трансфицированных CD146-CD31- популяциях МСК из жировой ткани и пупочного канатика экспрессируется Pdx1, а экспрессия инсулина не обнаружена.
Трансфекция pAd5-Pdx1 МСК периваскулярного фенотипа из жировой ткани и пупочного канатика человека

В связи с отрицательным результатом эксперимента были предприняты попытки поиска чувствительных клеток-мишеней. Поскольку описана возможность успешного получения инсулин-продуцирующих клеток из МСК костного мозга, следовательно, должны существовать популяции клеток, в которых весь транскрипционный каскад запускается успешно.
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Рис. 3. Анализ транскрипции гена Pdx1 в трансфицированных популяциях (CD146+CD 31- и  CD146-CD31-) МСК из жировой ткани и пупочного канатика. A- анализ транскрипции гена Pdx1 в популяциях CD146+CD31-; Б- анализ транскрипции гена Pdx1 в популяциях CD146-CD31-. (nА=15, nБ=13). * - различия достоверны (p<0,05) по отношению к контролю.
Одним из основных вопросов в современной науке является вопрос о происхождении МСК, которые были найдены в органах и тканях, имеющих различное происхождение в эмбриогенезе: в костном мозге, жировой ткани, печени, поджелудочной железе, эндометрии, пупочном канатике, а так же пуповинной крови, скелетной мышце и других. Недавно были опубликованы работы, которые перевернули многие понятия о биологии МСК. 

Впервые в  своих исследованиях A. Caplan (2008) выдвинул теорию о происхождении МСК из периваскулярных ниш и их принадлежности к отдельным популяциям перицитов - клеток стенок кровеносных сосудов и капилляров. В 2008 году было также показано, что клетки периваскулярных ниш полностью соответствуют критериям, предъявляемым к МСК.

В настоящее время у многих исследователей появился высокий интерес к популяциям стволовых клеток периваскулярного фенотипа, однако, известно о них немного. Показано, что при использовании стандартных методов культивирования, МСК не сохраняют фенотип периваскулярных клеток при культивировании более 2х пассажей.
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В лаборатории генетики стволовых клеток была разработана методика селективной изоляции МСК периваскулярного фенотипа (рис. 1). Основой метода служит различный ответ клеток периваскулярного фенотипа и стандартных МСК, по-видимому, являющихся их более дифференцированными производными, на присутствие в ростовой среде инсулина. Рост стандартных МСК  ингибируется, клетки увеличиваются в размерах, становятся более распластанными. Время репликативной жизни МСК сокращается, такие клетки быстро стареют. Отмечается адипогенная дифференцировка. На клетки периваскулярного фенотипа инсулин не оказывает ингибирующего воздействия, хотя и не стимулирует их рост. В экспериментах было показано, что число колониеобразующих клеток в культурах периваскулярного фенотипа значительно возрастает при выращивании с инсулином и ФРФ-2.

Используя данный метод выделения клеток периваскулярного фенотипа, удалось получить МСК (МСК CD146+CD31-) из жировой ткани и пупочного канатика с содержанием CD146+ клеток более 80%. В остальном они имеют тот же фенотип, что и у стандартных МСК из тех же источников: CD105+, CD29+, CD44+, CD49a+, CD73+, CD90+, CD166+, CD31-. Было показано, что клетки эффективно дифференцируются в адипогенном, хондрогенном и остеогенном направлениях.

Эти клетки трансфицировались с несколько меньшей эффективностью, чем МСК CD146-CD31-, а именно около 45% клеток (рис.2Б).

В экспериментах по определению наиболее эффективного времени сорбции pAd5-Pdx1 МСК периваскулярного фенотипа было показано, что для данного типа клеток  время сорбции должно быть увеличено до 24ч (рис. 3А). Возможно, это связано с более низкой плотностью альтернативных рецепторов для аденовируса 5 серотипа. 

Трансфекция МСК СD146+CD31- из пупочного канатика и жировой ткани pAd5-Pdx1 приводила к активации транскрипции генов NeuroD, NGN3, MafA, а так же гена Insulin на высоком уровне (рис.5). 
Появление транскрипции гена Insulin не доказывает наличие белкового продукта гена, т.к. на эпигенетическом уровне может происходить блокирование синтеза белка. Был проведен анализ экспрессии белковых продуктов генов Pdx1 и Insulin в трансфицированных популяциях МСК с помощью иммуноцитохимического окрашивания антителами. Показано, что в трансфицированных CD146+CD31- популяциях МСК экспрессируется белок Pdx1. Часть клеток, экспрессирующих Pdx1, экспрессировали и инсулин (рис. 6).
Получение просто продуцирующих инсулин клеток, без обратной связи и какого-либо контроля его секреции не дает никаких преимуществ по сравнению с простыми методами введения инсулина. В связи с этим  эффективность инсулин-продуцирующих клеток для клинических целей определяется возможностью возрастания продукции гормона в ответ на стимуляцию глюкозой. Тест на толерантность к глюкозе показал, что происходит  возрастание продукции инсулина в 3 раза при увеличении  концентрации глюкозы в среде с 5 до 25 миллимоль на литр (рис. 7).
Показано, что полученные инсулин – продуцирующие клетки, как из пупочного канатика, так и из жировой ткани обладают толерантностью к глюкозе, что позволяет предположить возможность их перспективного использования в клеточной терапии СД1.

Выбор условий дифференцировки трансфицированных популяций МСК CD146+ CD 31- человека pAd5-Pdx1

Таким образом, было впервые показано, что эффективная трансдифференцировка МСК из разных источников достигается за счет присутствия клеток периваскулярного фенотипа, обладающих большей пластичностью по сравнению со стандартными МСК. 
Исследовано влияние отдельных индукторов цитодифференцировки на уровень экспрессии гена Insulin. Добавление этапа культивирования в дифференцировочной среде трансфицированных клеток могло привести к активации транскрипции гена Insulin и в МСК CD146-CD31-. В качестве среды была использована коммерческая среда для культивирования островков ПЖ CMRL-1066 («Invitrogen»). Как дополнительные индукторы  были использованы GLP-1, никотинамид, и ретиноевая кислота. 
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Рис. 6. Иммуноцитохимическое окрашивание трансфицированных CD146+CD31- популяций МСК из жировой ткани (А) и пупочного канатика (Б) на Pdx (красная флуоресценция) и инсулин (зеленая флуоресценция). (Х200). Рисунок получен совмещением двух фотографий одного поля.
Никотинамид – витамин РР, способный в организме предотвращать повреждение ПЖ. Действие никотинамида обусловлено его вхождением в состав ниацинамидадениндинуклеотида (НАД) и ниацинамидадениндинуклеотида фосфата (НАДФ), являющихся кофакторами ряда ферментов. Так же была использована ретиноевая кислота, которая является одной из самых ранних молекул, необходимых для региональной спецификации энтодермы, ведущей к образованию ПЖ, а так же тормозит пролиферацию клеток.
Был проанализирован такой компонет, как GLP-1, который является естественным гормоном, влияющим на уровень глюкозы в крови и стимулирующий образование островков, а так же как показано в ряде исследований увеличивющий выживаемость клеток. Показано, что культивирование в дифференцировочной среде CMRL-1066 с добавлением ретиноевой кислоты приводило к увеличению транскрипции Insulin в 7 раз в трансфицированных CD146+CD31- популяциях МСК по сравнению с культивированием в обычной среде (рис.8). Культивирование в дифференцировочной среде трансфицированных  популяций МСК CD146-CD31- к активации транскрипции гена Insulin не привело. Таким образом, было найдено новое, ранее не использованное авторами сочетание индукторов дифференцировки - коммерческая среда CMRL-1066 с добавлением ретиноевой кислоты. 
Проведена оценка морфологических изменений МСК после трансфекции pAd5-Pdx1. Через сутки после трансфекции во всех типах клеток морфологических изменений не обнаружено. Через 7 дней культивирования трансфицированных клеток в подобранных условиях во всех культурах, кроме МСК CD146-CD31- из пупочного канатика, отмечено снижение количества живых клеток. В МСК CD146+CD31- из жировой ткани образовывались суспензионные кластеры не плотной структуры. В CD146+CD31- популяциях МСК из пупочного канатика наблюдали плотные островковоподобные структуры, которые были прикреплены к подложке. В поле зрения сохранялись одиночные прикрепленные клетки (рис.9).
Одним из важнейших вопросов при получении  трансфицированных клеток, продуцирующих инсулин,  является  период  дифференцировки клетки и  сохранения  секреции гормона. Трансфицированные клетки культивировали в среде CMRL-1066 с ретиноевой кислотой в течение 7, 14 и 21 дня соответственно (рис. 10). 
Показано, что транскрипция Insulin максимальна на 14 день после трансфекции. Через 21 день после трансфекции транскрипция инсулина значительно падала. Падение транскрипции гена Insulin обуславливалось гибелью клеток. Дифференцировочная среда не содержит сыворотки, что является необходимым для остановки пролиферации клеток, в такой среде клетки долго жить не могут. Добавление к среде сыворотки может вызвать пролиферацию клеток и, соответственно, выброс аденовирусных частиц, т.е. блокировать панкреатическую дифференцировку. Именно поэтому 10-12 дней для in vitro дифференцировки клеток является оптимальным.

[image: image8]
Рис. 7. Результаты теста на толерантность к глюкозе. 1 - среда с нетрансфицированных клеток; 2, 3 - среда с трансфицированных клеток с содержанием глюкозы 5.56 mmol/л и 25 mmol/л соответственно. (n=9).* - различия достоверны (p<0,05) по отношению к контролю.
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Рис. 8. Анализ уровня мРНК гена Insulin в трансфицированных клетках, культивированных в различных дифференцировочных средах. 1-контроль, 2- трансфицированные клетки в обычной среде; 3- в среде CMRL-1066, 4- в среде CMRL-1066 с GLP-1, 5- в среде CMRL-1066 с ретиноевой кислотой, 6- в среде CMRL-1066 с никотинамидом, 7- в среде CMRL-1066 с ретиноевой кислотой, GLP-1 и никотинамидом, 8- в среде CMRL-1066 с GLP-1 и ретиноевой кислотой. (n=6). * - различия достоверны (p<0,05) по отношению к контролю.
Анализ экспрессии нестина в исследованных популяциях МСК

Поскольку в большинстве работ по получению инсулин - продуцирующих клеток авторы для эффективной направленной дифференцировки используют популяции нестин - положительных клеток (Blysrczuk P., 2003), были проведены исследования по анализу экспрессии нестина в полученных популяциях МСК (CD146-CD31- и CD146+CD31-)  из пупочного канатика и жировой ткани с целью проследить зависимость между эффективностью дифференцировки и экспрессией нестина. Были получены данные об экспрессии нестина на уровне транскрипции гена методом ПЦР-РВ, а также на уровне белка методом иммуноцитохимического окрашивания (рис. 11, 12).

[image: image10]
Рис. 9. Морфологические изменения CD146-CD31- (А, В) и CD146+CD31- (Б, Г) популяций МСК жировой ткани и пупочного канатика после трансфекции pAd5-Pdx1. А, В - трансфицированные МСК CD146- через 7 дней культивирования в дифференцировочной среде; Б, Г- трансфицированные МСК CD146+ через 7 дней культивирования в дифференцировочной среде. Рельефный фазовый контраст (Х100).
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Рис. 10. Анализ транскрипции Insulin в трансфицированных CD146+CD31- популяциях МСК во времени. (n=9). * - различия достоверны (p<0,05) по отношению к контролю.
В CD146-CD31- популяциях МСК из жировой ткани обнаружена транскрипция нестина на невысоком уровне, а в CD146+CD31- культурах транскрипции гена нестина нет (рис.11).

В популяциях клеток из пупочного канатика CD146-CD31- и CD146+CD31- транскрипция нестина наблюдалась на высоком уровне, в 2, 5 раза выше, чем в CD146-CD31- популяциях жировой ткани.

Анализ экспрессии нестина в различных популяциях МСК на уровне белка методом иммуноцитохимического окрашивания подтвердил данные ПЦР-РВ. В клетках обеих популяций МСК из пупочного канатика регистрирован белок нестина на высоком уровне (рис.12 В, Г). В МСК CD146-CD31- из жировой ткани часть клеток содержали небольшое количество белка нестина по сравнению с МСК пуповины, а  в CD146+CD31- культурах экспрессия нестина не обнаружена. 
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Рис. 11. Сравнительный анализ уровня мРНК  нестина в различных популяциях МСК (CD146+CD31- и CD146-CD31-) пупочного канатика и жировой ткани человека.  (n=11).* - различия достоверны (p<0,05) по отношению к контролю.

[image: image13]
Рис. 12. Иммуноцитохимическое окрашивание антителами к нестину. А -МСК CD146-CD31-, выделенные из жировой ткани; Б -МСК CD146+CD31-, выделенные из пупочного канатика. Флуоресцентная микроскопия (Х100).
Таким образом, в процессе анализа зависимости эффективности дифференцировки в инсулин-продуцирующие клетки от способности клеток экспрессировать нестин корреляция не обнаружена.  CD146+CD31- популяции МСК из жировой ткани, в которых нестин не экспрессировался, эффективно дифференцировались в функционально-активные инсулин - продуцирующие клетки. В то время как трансфекция CD146-CD31- популяций МСК из пупочного канатика, в которых наблюдали экспрессию нестина на высоком уровне, к активации транскрипции Insulin не приводила.

Выводы

1. Получены клеточные популяции, обладающие свойством МСК из пупочного канатика и жировой ткани, различающиеся по экспрессии маркера CD146.

2.  Эффективность трансфекции pAd5-GFP для СD146-CD31- популяций МСК составляет 70%, а для  CD146+CD31- 46%.

3. Время сорбции аденовирусных частиц для CD146+CD31- и  СD146-CD31- популяций МСК различно. Для МСК CD146+CD31- оно составляет 24ч, а для СD146-CD31- 6 ч. Культивирование в среде CMRL-1066 с добавлением ретиноевой кислоты приводит к увеличению транскрипции инсулина в 7 раз по сравнению с культивированием в базовой среде.

4. Трансфекция pAd5-Pdx1 популяций МСК CD146-CD31- и CD146+CD31- фенотипов приводит к активации транскрипции генов NeuroD, NGN3, MafA, однако, транскрипция гена Insulin обнаружена только в CD146+CD31- популяциях МСК. 
5. Полученные инсулин – продуцирующие клетки увеличивают уровень секреции инсулина в ответ на увеличение концентрации глюкозы.
6. Установлено, что экспрессия нестина не является необходимой для эффективной направленной дифференцировки МСК в инсулин-продуцирующие клетки.
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Список использованных сокращений

МСК – мультипотентные стромальные клетки 

ПЖ – поджелудочная железа

ПЦР – полимеразная цепная реакция

ПЦР-РВ – полимеразная цепная реакция в реальном времени
СД1 – сахарный диабет 1 типа

ЦПД – цитопатическое действие
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Рис. 4. Анализ транскрипции генов панкреатической дифференцировки в CD146-CD31- популяциях МСК жировой ткани и пупочного канатика. А - Анализ проведен методом ПЦР в реальном времени. (n= 21). * - различия достоверны (p<0,05) по отношению к контролю; Б - анализ продуктов ПЦР методом гель – электрофореза. 1- не трансфицированные МСК CD146+ CD31-, 2 - трансфицированные МСК CD146+ CD31-.
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Рис. 5. Анализ транскрипции генов панкреатической дифференцировки в CD146+CD31-популяциях МСК жировой ткани и пупочного канатика. А - Анализ проведен методом ПЦР в реальном времени. (n=18). * - различия достоверны (p<0,05) по отношению к контролю; Б - анализ продуктов ПЦР методом гель – электрофореза. 1- не трансфицированные МСК CD146+ CD31-, 2 - трансфицированные МСК CD146+ CD31-.
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