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Аннотация. Получение индуцированных плюрипотентных стволовых клеток из Т-лимфоцитов периферической 
крови представляет собой перспективную альтернативу использованию фибробластов кожи. Этот подход 
сочетает минимально инвазивный забор биоматериала совместно с быстрым получением обогащенной 
популяции целевых клеток. Дополнительным преимуществом является относительно низкий мутационный груз 
T-лимфоцитов по сравнению с традиционным источником соматических клеток для репрограммирования – 
фибробластами кожи, ввиду того что Т-лимфоциты защищены от хронического воздействия ультрафиолетового 
излучения – одного из ключевых факторов накопления соматических мутаций. Объективная верификация 
моноклональности полученных линий индуцированных плюрипотентных стволовых клеток возможна 
благодаря наличию V(D)J-перестроек генов Т-клеточного рецептора, формирующихся в результате соматической 
рекомбинации в тимусе в процессе естественного созревания Т-лимфоцитов. Эти перестройки остаются 
неизменными при репрограммировании и служат уникальным маркером, позволяющим достоверно 
идентифицировать моноклональные линии и исключать контаминированные линии или линии поликлонального 
происхождения. Надежная верификация клонального происхождения индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток может быть важной в экспериментах, предъявляющих высокие требования к генетической 
однородности. Данная работа посвящена созданию и комплексной характеристике моноклональных линий 
индуцированных плюрипотентных стволовых клеток, полученных из CD3+ Т-лимфоцитов здорового донора 
методом эписомного репрограммирования. Полученные линии RCPCMi014-A (PBM022E5) и RCPCMi014-B 
(PBM022E7) соответствуют принятым критериям качества для индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток: они демонстрируют экспрессию ключевых маркеров плюрипотентности (OCT4, SOX2, SSEA-4, TRA-1- 81), 
способность к дифференцировке в производные всех трех зародышевых листков и обладают нормальным 
кариотипом. Обе линии показали способность к дифференцировке в дефинитивную эндодерму с высокой 
эффективностью, оцененной по экспрессии CXCR4, что определяет их перспективность для разработки 
протоколов генерации β-клеток поджелудочной железы. Полученные линии индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток могут быть использованы для фундаментальных исследований механизмов плюрипотентности 
и дифференцировки, а также для создания изогенных линий индуцированных плюрипотентных стволовых клеток 
с внесенными мутациями при моделировании редких наследственных заболеваний.
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Введение 
Открытие технологии получения индуцированных плю-
рипотентных стволовых клеток (ИПСК) в 2006 г. открыло 
новые возможности в регенеративной медицине и био-
медицинских исследованиях (Yamanaka, 2020). Благодаря 
способности дифференцироваться в производные всех 
трех зародышевых листков, ИПСК обладают значитель-
ным потенциалом для моделирования заболеваний in vitro, 
позволяя изучать тканеспецифические патологические 
процессы на клеточном уровне (Summers et al., 2024). При 
создании таких моделей, как правило, используют ИПСК, 
полученные от пациентов с наследственными заболева-
ниями (Grigor’eva et al., 2023), что позволяет воссоздать 
индивидуальные особенности болезни. В подобных ис-
следованиях линии от здоровых доноров служат важным 
референсным контролем. Особую актуальность они при- 
обретают при изучении орфанных заболеваний, где крайне 
малая численность пациентов затрудняет прямое получе-
ние клеточных моделей. В таких случаях перспективным 
решением будет создание изогенных пар методом геном-

ного редактирования на основе ИПСК здоровых доноров 
(Хомякова и др., 2023; Федоренко и др., 2024). Важно 
отметить, что ИПСК от здоровых доноров также представ-
ляют собой незаменимый ресурс для стандартизации про-
токолов дифференцировки, разработки «универсальных» 
клеточных продуктов и изучения базовых механизмов 
репрограммирования (Cerneckis et al., 2024).

Согласно общепринятой практике каждая морфоло-
гически однородная колония ИПСК считается клоном, 
происходящим из единственной репрограммированной 
клетки-предшественницы (Takahashi et al., 2007). В соот-
ветствии с этой практикой отдельные колонии культивиру-
ются независимо и рассматриваются как индивидуальные 
клеточные линии. Однако прямое подтверждение моно-
клональности редко осуществляется: отсутствие методов 
верификации означает, что поликлональные линии могут 
оставаться незамеченными, особенно если колонии сфор- 
мировались в результате близкого расположения клеток. 
Аутентификация клеточных линий, включая подтверж-
дение генетической принадлежности и отсутствие кон-
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Abstract. The generation of induced pluripotent stem cells (iPSCs) from peripheral blood T-lymphocytes offers a 
promising alternative to skin fibroblasts. This approach combines minimally invasive sample collection with rapid 
isolation of enriched target cell population and provides a lower baseline mutational burden, as T-lymphocytes are 
shielded from chronic ultraviolet radiation – a major driver of somatic mutations in skin fibroblasts. Objective verification 
of monoclonality of the resulting iPSC lines is possible due to V(D)J rearrangements in T-cell receptor (TCR) genes, 
which are formed as a result of somatic recombination in the thymus during the natural maturation of T-lymphocytes. 
These rearrangements remain unchanged during reprogramming and serve as a unique marker, allowing for reliable 
identification of monoclonal lines and exclusion of contaminated or polyclonal lines. Reliable verification of the clonal 
origin of iPSCs can be crucial in experiments that place high demands on genetic homogeneity. This work is dedicated 
to the generation and comprehensive characterization of monoclonal iPSC lines derived from CD3+ T-lymphocytes 
of a healthy donor using episomal reprogramming. The resulting lines, RCPCMi014-A (PBM022E5) and RCPCMi014-B 
(PBM022E7), meet the accepted quality criteria for iPSCs: they demonstrate expression of key pluripotency markers 
(OCT4, SOX2, SSEA-4, TRA-1-81), the ability to differentiate into derivatives of all three germ layers, and possess a normal 
karyotype. Both lines showed a high-efficiency capacity to differentiate into definitive endoderm, as assessed by CXCR4 
expression, highlighting their potential for developing protocols to generate pancreatic β-cells. The obtained iPSC lines 
can be used for fundamental research into the mechanisms of pluripotency and differentiation, as well as for creating 
isogenic iPSC lines with introduced mutations for modeling rare hereditary diseases.
Key words: induced pluripotent stem cells; T-lymphocytes; reprogramming; T-cell receptor; cell clone; V(D)J recom
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Healthy donor iPSC lines RCPCMi014-A/B  
with confirmed monoclonal origin

таминации, является критически важной лабораторной 
процедурой для обеспечения воспроизводимости научных 
исследований, минимизации финансовых потерь и под-
держания достоверности получаемых данных (Harbut et 
al., 2024). 

В этом контексте уникальное преимущество ИПСК, 
полученных из Т-лимфоцитов, состоит в возможности 
верификации моноклонального происхождения с помо-
щью анализа геномных перестроек, возникающих в ходе 
V(D) J-рекомбинации при формировании зрелых генов 
цепей Т-клеточного рецептора (TCR) (Kishino et al., 2014). 
Эта клон-специфичная перестройка, сохраняющаяся после 
репрограммирования, служит молекулярным «баркодом» 
исходной Т-клетки. Современные подходы к анализу 
V(D)J-перестроек, включая мультиплексную ПЦР (Seki 
et al., 2010) и таргетное высокопроизводительное секве-
нирование (Nishimura et al., 2013), делают возможным 
прямое выявление поликлонального происхождения, что 
особенно важно для обеспечения воспроизводимости и 
достоверности результатов в биомедицинских исследова-
ниях. Сочетание объективной верификации клональности 
и малоинвазивности получения биоматериала делает ис-
пользование Т-лимфоцитов привлекательной стратегией 
для получения ИПСК как в фундаментальных исследова-
ниях, так и при создании клеточных моделей заболеваний.

В настоящей работе методом эписомного репрограмми
рования получены линии ИПСК из Т-лимфоцитов здоро
вого донора. Впервые с помощью анализа V(D) J-пере
строек трех геномных локусов были исключены поли
клональные популяции, что позволило достоверно иден
тифицировать моноклональные линии. Линии ИПСК 
с подтвержденным моноклональным происхождением 
RCPCMi014-A (PBM022E5) и RCPCMi014-B (PBM022E7) 
продемонстрировали полное соответствие критериям ка-
чества: сохранение нормального кариотипа, экспрессию 
ключевых маркеров (OCT4, SOX2, SSEA-4, TRA-1-81) и 
способность к дифференцировке в производные всех трех 
зародышевых листков, и, в частности, высокую эффектив-
ность направленной дифференцировки в дефинитивную 
эндодерму.

Материал и методы
Этические аспекты исследования и забор биологиче-
ского материала. Исследование проведено в соответствии 
с этическими нормами и одобрено этическим комитетом 
Федерального научно-клинического центра физико-хими-
ческой медицины им. академика Ю.М. Лопухина ФМБА 
России (протокол №  1 от 01.06.2021). Биологический 
материал (периферическая венозная кровь) был получен 
от добровольца-донора мужского пола в возрасте 35 лет. 
Забор крови осуществлял квалифицированный медицин-
ский персонал поликлиники ФГБУ ФНКЦ ФХМ ФМБА 
России с соблюдением всех стандартных медицинских 
процедур. Перед проведением процедуры донор был 
проинформирован о целях исследования и добровольно 
подписал информированное согласие на использование 
его биологического материала в научных целях.

Экзомное секвенирование и биоинформатический 
анализ. Геномную ДНК выделяли из замороженных образ-
цов цельной крови с использованием набора ExtractDNA 
Blood & Cells (Евроген). Библиотеки для секвенирования 
готовили с использованием набора MGIEasy Universal 
DNA Library Prep Set (MGI), обогащение экзомных реги-
онов проводили с помощью панели VAHTS Target Capture 
Core Exome Panel (Vazyme) в соответствии с инструкциями 
производителя. Секвенирование полученных библиотек 
выполняли на платформе MGISEQ-2000 (MGI) в парно-
конечном режиме (paired-end) для достижения среднего 
покрытия ~80× (не менее 30 млн парных прочтений на 
образец).

Первичный биоинформатический анализ включал кон-
троль качества сырых прочтений с помощью FastQC, в 
ходе которого низкокачественные прочтения и адаптерные 
последовательности были отфильтрованы. Выравнивание 
прочтений на референсный геном человека GRCh37/hg19 
проводили с использованием алгоритма BWA-MEM. Ка
чество выравнивания и эффективность обогащения оце-
нивали с помощью пакетов SAMtools, mosdepth и Picard 
Tools. Выявление однонуклеотидных вариантов и неболь-
ших инделов (SNV/InDel) выполняли с использованием 
программного пакета DeepVariant.

Выделение и активация Т-лимфоцитов. Монону
клеарные клетки периферической крови (PBMC) выделя
ли из венозной крови методом градиентного центрифу-
гирования, применяя коммерческий реагент NycoPrep™ 
(Axis-Shield) согласно стандартному протоколу (Григорье-
ва и др., 2024). CD3+ Т-клетки выделяли из полученной 
фракции PBMC методом магнитной сепарации с исполь-
зованием набора Human CD3+ Cell Separation Kit (RWD) 
в соответствии с инструкцией производителя. Активацию 
Т-лимфоцитов проводили по модифицированному двух-
этапному протоколу (Maslennikova et al., 2022). На первом 
этапе клетки инкубировали с магнитными частицами 
Dynabeads™ Human T-Activator CD3/CD28 (Gibco). На 
следующий день частицы удаляли с помощью магнитного 
штатива, после чего клетки ресуспендировали в среде 
для Т-клеток: RPMI-1640 (ПанЭко), дополненной 10 % 
термоинактивированной HI-FBS (BioFroxx) и 100 МЕ/мл 
IL-2 (Биотех НПК), в концентрации 0.5 × 106 клеток/мл и 
культивировали дополнительно 24 ч.

Репрограммирование Т-клеток и культивирование 
индуцированных плюрипотентных стволовых кле-
ток. Репрограммирование Т-клеток проводили методом 
трансфекции эписомными векторами (Okita et al., 2013), 
экспрессирующими факторы репрограммирования SOX2, 
OCT4,  KLF4, L-MYC, LIN28, доминантно-негативную 
форму мышиного белка p53 (mp53DD) и фактор поддержа-
ния эписом – белок EBNA1 (Addgene #41813-14, 41855- 57).  
Трансфекцию проводили с использованием системы 
Neon Transfection System (Thermo Fisher Scientific) со стан
дартными параметрами: 1650 В–10 мс–3 пульса. В каче
стве контроля эффективности трансфекции использовали 
плазмиду pCE-GFP (Addgene #41858). Через 24 ч после 
электропорации с помощью проточного цитометра 
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NovoCyte (ACEA Biosciences) подсчитывали количество 
живых, DAPI-негативных активированных бластных кле-
ток (бластов), характеризующихся увеличением разме
ров (FSC) и гранулярности (SSC). Клеточную суспензию 
высевали на 35-мм чашки Петри, предварительно по-
крытые Матригелем (Corning) в разведении 1:50, исходя 
из плотности 10–12 × 103 жизнеспособных бластов/см2 в 
среде для Т-клеток. На следующий день к культуральной 
среде добавляли равный объем среды для репрограммиро-
вания следующего состава: ReproTeSR™ medium (Stemcell 
Technologies), 100 нг/мл FGF2 (собственное производство 
ФНКЦ ФХМ), 10 мкМ ингибитора ROCK (Ri) – Y-27632, 
0.5 мкМ PD0325901 и 2 мкМ SB431542 (все – DC Che
micals, Китай). В дальнейшем среду для репрограммиро
вания заменяли через день. На 16-е сутки клетки пере-
водили на модифицированную среду для ИПСК, состоя
щую из смеси ГибриС-8 (ПанЭко) и mTeSR1 (Stemcell 
Technologies) в соотношении 4:1, с ежедневной заменой 
среды. На 26-е сутки проводили механический отбор сфор-
мировавшихся колоний с использованием 0.1 % раствора 
диспазы (Invitrogen). Полученные клоны ИПСК культи-
вировали в бесфидерных условиях по ранее описанному 
протоколу (Goliusova et al., 2025).

Анализ интеграции трансгенных конструкций мето-
дом кПЦР в реальном времени. Для оценки возможной 
интеграции эписомных векторов в геном линии ИПСК 
культивировали не менее 10 пассажей. Далее выделяли ге-
номную ДНК с использованием набора М-Сорб (Синтол). 
Анализ интеграции трансгенных конструкций выполняли 
методом кПЦР в реальном времени на амплификаторе 
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (BioRad) с 
использованием 5X qPCRmix-HS SYBR (Евроген) и спе
цифических праймеров (табл. S1 Приложения)1. Програм-
ма амплификации: 95 °C – 4 мин; 40 циклов: 95 °C – 10 с, 
60 °C – 40 с (детекция флуоресценции); анализ плавления 
продукта: 95 °C – 5 с, 65 °C – 5 с (с непрерывным измере-
нием флуоресценции), 95 °C – 50 с.

Анализ последовательностей участков V(D)J-пере
строек. С целью определения клонального состава  ли
ний ИПСК проводили анализ последовательностей трех 
геномных локусов, формируемых в результате V(D) J-ре
комбинации, определяющих последовательность зрелых 
генов α/δ-, β- и γ-цепей TCR. Библиотеки для высоко
производительного секвенирования готовили из 42 нг ге
номной ДНК (эквивалент ~6500 диплоидных геномов) с 
использованием набора «Human IG/TCR DNA Multiplex 
Kit 7G» (Майлаборатори) в соответствии с протоколом 
производителя. Секвенирование выполняли на платформе 
Illumina MiSeq в режиме парного чтения, с длиной каждого 
прочтения 150 п. н. В результате было получено не менее 
90 тыс. парных чтений для каждого образца.

Биоинформатический анализ данных проводили с по-
мощью программного пакета MiXCR (https://mixcr.com). 
Не менее 83 % прочтений в каждом образце были успешно 
идентифицированы как содержащие последовательность, 
однозначно атрибутируемую к одному из исследуемых ло-
1 Табл. S1–S3 и рис. S1 Приложения доступны по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2026-30/appx21.pdf

кусов по результатам сопоставления с референсными по-
следовательностями соответствующих локусов с помощью 
ПО MiXCR. Для определения клональности исследовали 
распределение представленности по количеству прочте-
ний и предполагаемую функциональность идентифициро-
ванных последовательностей V(D)J-перестроек в каждом 
из трех локусов. В анализ включались перестройки, под-
держанные не менее чем 100 независимыми прочтениями.

Скрининг микоплазменной инфекции. Отсутствие 
контаминации микоплазмой было подтверждено мето
дом ПЦР с использованием праймеров на ген рибосомной 
16S РНК (см. табл. S1), как описано ранее (Goliusova et 
al., 2024).

Выделение РНК и ОТ-ПЦР. Тотальную РНК выделяли 
из 1 млн клеток с помощью реагента Extract RNA (Евро-
ген) согласно протоколу производителя. Обратную транс-
крипцию проводили с использованием набора MMLV RT 
kit (Евроген) и случайных декануклеотидных праймеров. 
ОТ-ПЦР проводили с использованием специфических 
праймеров (см. табл.  S1). Программа амплификации: 
95 °C – 3 мин; 32 цикла: 95 °C – 15 с, 60 °C – 15 с, 72 °C – 
30 с; финальная элонгация: 72 °C – 5 мин.

Кариотипирование выполняли согласно ранее описан
ной методике с разрешением 400 бэндов (Goliusova et al., 
2024). 

STR анализ для аутентификации клеточных линий. 
STR-профилирование выполняли с коммерческим набо-
ром COrDIS Plus (Гордиз), позволяющим анализировать 
19 аутосомных локусов и половой маркер Amelogenin.

Анализ экспрессии маркеров плюрипотентности ме-
тодом проточной цитометрии. Проточную цитометрию 
выполняли в соответствии с ранее описанной методикой 
(Хомякова и др., 2023). Антитела, использованные в ра-
боте, см. в табл. S2.

Иммуноцитохимическое окрашивание. Иммуноци-
тохимическое окрашивание проводили согласно ранее 
опубликованному протоколу (Федоренко и др., 2024). 
Антитела, использованные в работе, представлены в 
табл. S2. Визуализацию проводили с использованием ин
вертированного флуоресцентного микроскопа Olympus 
IX53F. Обработку полученных изображений выполняли 
с применением программного обеспечения GIMP-2.10.

Функциональная оценка плюрипотентности мето
дом спонтанной дифференцировки. Для подтверждения 
плюрипотентного статуса ИПСК проводили тест на спо-
собность к спонтанной дифференцировке в производные 
трех зародышевых листков по ранее описанному протоко-
лу (Goliusova et al., 2024). Через 15–20 дней адгезионного 
культивирования эмбриоидные тельца фиксировали в 
4 % PFA и окрашивали на специфические маркеры трех 
зародышевых листков (см. табл. S2).

Дифференцировка в дефинитивную эндодерму. Диф
ференцировку в дефинитивную эндодерму проводили 
с помощью набора STEMdiff™ Definitive Endoderm Kit 
(STEMCELL Technologies) согласно протоколу произво-
дителя. Эффективность дифференцировки оценивали по 
экспрессии маркера CXCR4 с помощью антител, пред-
ставленных в табл. S2.

https://mixcr.com
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2026-30/appx21.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2026-30/appx21.pdf
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Healthy donor iPSC lines RCPCMi014-A/B  
with confirmed monoclonal origin

Результаты и обсуждение
Наша работа посвящена получению и детальной характе-
ристике линий ИПСК, полученных из Т-лимфоцитов здо-
рового донора. Полноэкзомное секвенирование донора не 
выявило патогенных или предположительно патогенных 
вариантов в генах, ассоциированных с развитием онко-
логических заболеваний, согласно базе данных PanelApp 
(Martin et al., 2019) и руководствам ACMG (Richards et 
al., 2015). Схема репрограммирования представлена на 
рис. 1, a. CD3+ Т-лимфоциты, выделенные из перифери-
ческой крови, активировали с использованием CD3/CD28 
Dynabeads™ и трансфицировали коктейлем эписомных 
плазмид, кодирующих OCT4, SOX2, KLF4, c-MYC, LIN28, 
EBNA1 и mp53DD. Через 24 ч после трансфекции клетки 
высевали на чашки, покрытые Matrigel®, и культивиро-
вали в среде, дополненной комбинацией малых молекул: 
Y-27632 (ROCK-ингибитор), SB431542 (ингибитор TGF-β) 
и PD0325901 (MEK-ингибитор), что повышает выживае-
мость и эффективность репрограммирования (Watanabe et 
al., 2019). Через три недели после трансфекции наблюда
ли формирование компактных колоний, морфологически 
сходных с колониями эмбриональных стволовых клеток.

Общая стратегия отбора и валидации клонов ИПСК 
показана на рис.  1,  б. В результате эписомного репро-
граммирования Т-лимфоцитов получено 14 первичных 
колоний ИПСК (PBM022E1–E14), отобранных на основе 
морфологических критериев. Каждая из них была вы-
делена и культивирована как отдельная клеточная линия, 
что соответствует общепринятой практике при получении 
ИПСК (Takahashi et al., 2007). Теоретически, морфологи-
чески однородная колония может формироваться за счет 
близкого расположения нескольких репрограммированных 
клеток, что потенциально приводит к получению поликло-
нальной линии. Хотя некоторые исследователи предпола-
гают, что такие линии могут сохранять функциональную 
стабильность (Willmann et al., 2013), другие считают, что 
поликлональность может проявляться в виде различий в 
дифференцировочной способности (Yun et al., 2025) и 
скорости пролиферации (Mills et al., 2013), что может сни
жать воспроизводимость экспериментов.

Из 14 первичных клонов ИПСК, полученных в ходе 
репрограммирования, 10 продемонстрировали устойчивое 
культивирование в течение более чем 80 дней (не менее 
10 пассажей) и были отобраны для дальнейшей функцио
нальной характеристики. Анализ интеграции трансгенов 
методом кПЦР показал, что четыре клона: PBM022E5, 
PBM022E7, PBM022E9, PBM022E14 – полностью утра
тили эписомные векторы (см. рис. 1, в). В качестве отри
цательного контроля, не содержащего интеграций транс
генов, использовали линию ИПСК RCPCMi007-A-1, полу
ченную с помощью неинтегрирующего вектора на основе 
вируса Сендай (Bogomiakova et al., 2021). Ген B2M, коди- 
рующий белок бета-2-микроглобулин, был использован в 
качестве референсного однокопийного гена, расположен-
ного на аутосомной хромосоме. Данные согласуются с 
литературными наблюдениями по элиминации эписомных 
плазмид в других линиях ИПСК, полученных с помощью 
этого метода (Григорьева и др., 2024; Подвысоцкая и др., 
2025). 

В отличие от других соматических клеток, зрелые 
Т-лимфоциты позволяют объективно подтвердить моно-
клональность полученных из них ИПСК путем анализа 
последовательностей геномных локусов, возникающих в 
результате V(D)J-рекомбинации в ходе созревания Т-кле
ток в тимусе (Alt et al., 1992). Случайная комбинация V-, 
D- и J-сегментов, а также инсерции и делеции нуклеоти-
дов в местах их сшивок приводят к формированию CDR3 
региона с последовательностью уникальной для каждой 
исходной Т-клетки-предшественника. Эта последователь-
ность наследуется всеми потомками клетки и сохраняется 
после репрограммирования, позволяя оценить клональ-
ное разнообразие линий ИПСК, полученных из зрелых 
Т-лимфоцитов.

Так как в периферической крови здорового взрослого 
донора преобладают αβT-клетки, наиболее вероятно, что 
полученные клоны ИПСК произошли от зрелых Т-лим
фоцитов с функциональными генами α- и β-цепей TCR 
(Kreslavsky et al., 2008, 2010). Критерием моноклональ-
ности будет считаться наличие как минимум одной про-
дуктивной пары V(D)J-перестроек в локусах TRA и TRB. 
Несколько продуктивных перестроек и/или суммарное 
число перестроек более двух в одном из этих локусов бу
дут указывать на поликлональное происхождение. Пере-
стройки в локусе TRG не будут влиять на интерпретацию 
клональности по локусам TRA и TRB при условии от-
сутствия перестроек в гене δ-цепи (расположен в локусе 
TRAD) и общего числа перестроек в TRG не более двух 
(Sherwood et al., 2011; Mahe et al., 2018).

Анализ V(D)J-репертуара подтвердил происхождение 
всех клонов от αβT-клеток, поскольку продуктивные 
перестройки гена δ-цепи TCR отсутствовали. Два клона, 
PBM022E5 и PBM022E7, продемонстрировали типичный 
для моноклонального происхождения паттерн перестроек, 
характеризующийся наличием по одной продуктивной 
последовательности гена α- и β-цепи TCR (см. рис. 1, г, 
отмечены зеленым). Такой профиль позволяет с высокой 
достоверностью рассматривать эти линии как потомков 
отдельных родительских Т-клеток. В противополож-
ность этому, клон PBM022E14 был классифицирован 
как поликлональный из-за наличия трех продуктивных 
перестроек β-цепи и двух – α-цепи TCR (см. рис. 1, г). 
Суммарно в этом клоне идентифицировано по четыре 
V(D)J-перестройки в локусах TRA и TRB (табл. S3). Клон 
PBM022E9 демонстрирует асимметричный профиль: об
наружена одна продуктивная последовательность β-цепи 
при наличии трех вариантов α-цепи, что может указывать 
на поликлональное происхождение. Анализ совпадений 
V(D)J-перестроек между клетками всех четырех иссле
дуемых линий выявил наличие идентичных последо-
вательностей α- и β-цепей TCR у клонов PBM022E9  и 
PBM022E14 (см. рис. 1, г и табл. S3, красный цвет), что 
может свидетельствовать о вероятной технической кон
таминации.

Таким образом, анализ геномных участков, формируе
мых в результате V(D)J-рекомбинации при созревании 
Т-лимфоцитов, представляет собой эффективный инстру
мент для верификации клональности ИПСК, полученных 
из зрелых Т-лимфоцитов. Уникальная последовательность 
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Рис. 1. Репрограммирование Т-клеток: а – схема активации и репрограммирования Т-клеток; б – стратегия отбора 
и валидации клонов ИПСК; в – анализ интеграции трансгенов по значению Сt: E5, E7, E9, E14 – линии PBM022E5, 
PBM022E7, PBM022E9, PBM022E14 соответственно, отрицательный контроль: линия ИПСК RCPCMi007-A-1 
(Bogomiakova et al., 2021). Сопоставимые значения Ct с отрицательным контролем свидетельствуют об отсутствии 
остаточных трансгенов в исследуемых клонах; г – анализ последовательностей V(D)J-перестроек: подчеркивани-
ем обозначен сбой рамки считывания; зеленым выделены предположительно функциональные цепи, в которых 
отсутствует сбой рамки считывания; красным выделены варианты V(D)J-перестроек, повторяющиеся в клонах 
PBM022E9 и PBM022E14; д – морфология линий PBM022E5, PBM022E7; е – кариотип линий PBM022E5 и PBM022E7.
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CDR3-региона, формирующаяся в результате случайной 
комбинации V-, D- и J-сегментов, служит надежным «ге
нетическим баркодом» для каждой исходной клетки, обес
печивая неопровержимое доказательство моноклональ
ного происхождения. Стабильность этого маркера,  со
храняющегося неизменным после репрограммирования, 
позволяет использовать его для долгосрочной идентифи
кации клонального происхождения, в том числе в диф-
ференцированных производных. Особенно ценным этот 
подход становится при работе с уникальными моделями, 
такими как ИПСК от монозиготных близнецов, где тра-
диционные методы генотипирования, основанные на по-
лиморфизме ДНК, теряют информативность из-за почти 
полной генетической идентичности доноров (Vlasov et al., 
2021). Кроме того, подход обладает высокой чувствитель-
ностью к контаминации, позволяя выявлять перекрестную 
загрязненность между линиями по наличию идентичных 
V(D)J-последовательностей.

Вместе с тем метод имеет определенные ограничения. 
Во-первых, он применим только к Т-клеточному проис-
хождению и не может быть использован для ИПСК, полу-
ченных из других типов соматических клеток, например 
фибробластов, не обладающих аналогичными клеточно-
специфическими маркерами. Во-вторых, интерпретация 

результатов требует установления четких пороговых зна
чений (в нашей работе 100 прочтений) для разграничения 
технических ошибок и истинной поликлональности, так
же необходимы специализированное оборудование для 
секвенирования и биоинформатические компетенции для 
анализа данных. Несмотря на эти ограничения, V(D) J-про
файлинг представляет собой мощный инструмент для 
стандартизации клеточных моделей и повышения вос- 
производимости исследований в области клеточной био-
логии. 

Полученные линии ИПСК PBM022E5 (RCPCMi014-A) 
и PBM022E7 (RCPCMi014-B) зарегистрированы в Human 
Pluripotent Stem Cell Registry (hPSCreg, https://hpscreg. eu). 
Информация по данным клеточным линиям может быть 
найдена по следующим ссылкам: https://hpscreg.eu/cell-
line/RCPCMi014-A и https://hpscreg.eu/cell-line/RCPCMi 
014-B. Обе линии продемонстрировали типичную морфо-
логию плюрипотентных стволовых клеток (см. рис. 1, д), 
нормальный кариотип (46, XY) (см. рис. 1, е), а также 
подтвердили свою генетическую принадлежность донору 
по результатам STR-профилирования (данные доступны 
по запросу у авторов). Все линии были протестированы на 
отсутствие контаминации микоплазмой, что подтверждено 
отрицательным результатом ПЦР-анализа (рис. 2, а). Экс-

Рис. 2. Характеристика линий ИПСК RCPCMi014-A (PBM022E5) и RCPCMi014-B (PBM022E7): а – ПЦР-анализ на от-
сутствие микоплазменной инфекции; б – ОТ-ПЦР анализ экспрессии маркеров плюрипотентности; в – проточная 
цитометрия для маркеров плюрипотентности; г – ИЦХ окрашивание маркеров плюрипотентности: OCT4 (крас-
ный), SOX2 (красный), TRA-1-81 (зеленый), SSEA-4 (зеленый), ядро окрашено DAPI (синий); д – ИЦХ окрашивание 
маркеров трех зародышевых листков: эктодерма PAN-CK (зеленый), мезодерма TROPONIN T (зеленый), энтодерма 
HNF-4 (красный); е – проточная цитометрия раннего маркера дефинитивной эндодермы CXCR4.
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прессия ключевых маркеров плюрипотентности была под-
тверждена несколькими методами. Результаты ОТ-ПЦР 
показали высокий уровень экспрессии генов OCT4, SALL4 
и DPPA5 (см. рис. 2, б). Данные проточной цитометрии 
подтвердили высокую долю положительных клеток: более 
99 % экспрессировали OCT4, более 99 % – SSEA-4 и более 
92 % – TRA-1-81 (см. рис. 2, в). Иммуноцитохимический 
анализ выявил экспрессию OCT4 и SOX2 в ядре, а также 
экспрессию поверхностных маркеров TRA-1-81 и SSEA-4 
(см. рис. 2, г). Способность к дифференцировке в произ-
водные всех трех зародышевых листков была оценена в 
ходе спонтанной дифференцировки in vitro. Экспрессия 
панцитокератина подтвердила формирование производ
ных эктодермы, тропонина Т – мезодермы, включая кар-
диомиоциты, а HNF4α – эндодермы (см. рис. 2, д). 

Следующим аспектом характеристики полученных ли
ний стала их способность к дифференцировке в дефини-

тивную эндодерму – критический этап для последующего 
получения β-клеток поджелудочной железы. Наши данные 
показывают значительную вариабельность дифференци-
ровочного потенциала между различными линиями: лишь 
треть линий ИПСК демонстрируют высокую эффектив-
ность формирования дефинитивной эндодермы (рис. S1). 
С помощью проточной цитометрии было показано, что 
линии PBM022E5 и PBM022E7 имеют высокую и ста
бильную способность к дифференцировке в дефинитив-
ную эндодерму, о чем свидетельствует экспрессия маркера 
CXCR4 более чем у 85 % клеток по данным проточной 
цитометрии (см. рис. 2, е). Полученные результаты под-
тверждают перспективность использования этих линий 
для разработки и оптимизации протоколов направленной 
дифференцировки в инсулин-продуцирующие клетки. 
Паспорт клеточных линий RCPCMi014-A (PBM022E5) и 
RCPCMi014-B (PBM022E7) см. далее.

Паспорт клеточных линий RCPCMi014-A (PBM022E5) и RCPCMi014-B (PBM022E7)

Уникальный идентификатор RCPCMi014-A, RCPCMi014-B

Альтернативное название линии PBM022E5, PBM022E7

Учреждение Федеральный научно-клинический центр физико-химической медицины  
имени академика Ю.М. Лопухина, Москва, Россия

Одобрение этического комитета Исследование одобрено этической комиссией Федерального научно-клинического центра  
физико-химической медицины имени академика Ю.М. Лопухина, протокол № 1 от 01.06.2021

Тип клеток ИПСК

Вид организма Человек

Дополнительная информация  
о происхождении  
клеточной линии

Возраст: 35
Пол: М
Этническая принадлежность: европеоидная раса

Исходный тип клеток Т-клетки

Дата забора биоматериала 26.03.2024

Способ репрограммирования Неинтеграционные эписомные векторы

Репрограммирующие факторы OCT4, SOX2, KLF4, LIN28, L-MYC, EBNA1 и mp53DD

Клональность Клональные

Заболевание Нет

Ген/локус –

Морфология Монослойные колонии, подобные плюрипотентным стволовым клеткам человека

Плюрипотентность Подтверждена в тестах на формирование эмбриоидных телец, спонтанную дифференцировку  
в производные трех зародышевых листков, а также экспрессию специфических маркеров

Кариотип 46, XY

Проверка контаминации Микоплазма не обнаружена

Область применения Референсная линия ИПСК здорового донора

Способ культивирования На подложке из Матригеля

Среда культивирования ГибриС-8 (ПанЭко):mTeSR 1 (STEMCELL) = 4:1, 50 мкг/мл пенициллин-стрептомицин  
или 10 мкг/мл гентамицин

Температура, °C 37

Концентрация CO2, % 5

Концентрация O2, % 20

Способ пересева Энзиматический, трипсин-ЭДТА (Gibco или ПанЭко)

Кратность пересева 1:4–1:6

Криоконсервация 90 % FBS, 10 % ДМСО, 5 мкМ ROCK inhibitor Y-27632 (Stemсell Technologies)

Условия хранения Жидкий азот

Учетная запись в реестре https://hpscreg.eu/cell-line/RCPCMi014-A  
https://hpscreg.eu/cell-line/RCPCMi014-B

Дата паспортизации/депонирования 21.08.2024

https://hpscreg.eu/cell-line/RCPCMi014-A
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Заключение
В ходе настоящей работы получены и охарактеризованы 
моноклональные линии ИПСК, репрограммированные 
из Т-лимфоцитов здорового донора. Анализ V(D)J-пе
рестроек генов TCR обеспечил достоверную верифика
цию моноклональности линий, что критически важно 
для моделей, требующих высокой генетической однород-
ности. Показано, что полученные линии RCPCMi014-A 
(PBM022E5) и RCPCMi014-B (PBM022E7) соответствуют 
всем критериям качества для ИПСК и демонстрируют вы-
сокую эффективность дифференцировки в дефинитивную 
эндодерму, что делает их перспективными для генерации 
β-клеток поджелудочной железы. Полученные линии мо
гут служить надежными эталонными моделями как для 
фундаментальных исследований механизмов плюрипо-
тентности и дифференцировки, так и для прикладных 
задач, включая создание изогенных пар при моделирова-
нии редких и других заболеваний, а также отработку ме
тодологических подходов в регенеративной медицине.
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