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Generation of induced pluripotent stem (iPS) cells 
expanded possibilities of pluripotency and early de
velopment studies. Generation of order Carnivora iPS 
cells from dog (Canis lupus familiaris), snow leopard 
(Panthera uncia), and American mink (Neovison vison) 
was previously reported. The aim of the current study 
was to examine conditions of pinniped fibroblast re
programming. Pinnipeds are representatives of the 
suborder Caniformia sharing conservative genomes. 
There are several ways to deliver reprogramming  
transcription factors: RNA, proteins, plasmids, viral 
vectors etc. The most effective delivery systems for 
mouse and human cells are based on viral vectors. 
We compared a lentiviral vector which integrates 
into the genome and a Sendai virusbased vector,  
CytoTune EmGFP Sendai Fluorescence Reporter. 
The main advantage of Sendai virusbased vectors 
is that they do not integrate into the genome. We 
performed delivery of genetic constructions carrying 
fluorescent proteins to fibroblasts of seven Pinnipeds: 
northern fur seal (Callorhinus ursinus), Steller sea lion 
(Eumetopias jubatus), walrus (Odobenus rosmarus), 
bearded seal (Erignathus barbatus), Baikal seal (Pusa 
sibirica), ringed seal (Phoca hispida), and spotted seal 
(Phoca largha). We also transduced American mink 
(N. vison), human (Homo sapiens), and mouse (Mus 
musculus) fibroblasts as a control. We showed that 
the Sendai virusbased transduction system provides 
transgene expression onetwo orders of magnitude 
higher than the lentiviral system at a comparable 
multiplicity of infection. Also, transgene expression 
after Sendai virusbased transduction is quite stable 
and changes only slightly at day four compared to 
day two. These data allow us to suggest that Sendai 
virusbased vectors are preferable for generation of 
Pinniped iPS cells.

Key words: Carnivora; seals; walrus; reprogramming; 
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Получение индуцированных плюрипотентных стволовых клеток 
(ИПСК) млекопитающих расширило возможности изучения плю
рипотентности и раннего эмбрионального развития. В литературе 
описаны ИПСК собаки (Canis lupus familiaris) и снежного леопарда 
(Panthera uncia), представителей отряда Carnivora. Ранее нами по
лучены ИПСК американской норки (Neovison vison). Целью настоя
щего исследования был поиск условий для репрограммирования 
фибробластов ластоногих – представителей каноидной (Caniformia) 
ветви Хищных с консервативными геномами. Для создания ИПСК 
можно использовать различные системы доставки репрограмми
рующих транскрипционных факторов (РНК, белки, плазмиды, век
торы на основе вирусов и др.). Наиболее эффективные системы 
доставки для клеток мыши и человека основаны на применении 
различных вирусных векторов. Мы сравнили две системы достав
ки репрограммирующих факторов: встраивающиеся в геном лен
тивирусные векторы и вектор на основе вируса Сендай – CytoTune 
EmGFP Sendai Fluorescence Reporter. Преимущества векторов на 
основе вируса Сендай по сравнению с лентивирусами – отсутствие 
встройки в геном. Проведено тестирование доставки генетических 
конструкций, кодирующих флуоресцентный белок, на культурах 
фибробластов семи видов ластоногих: северного морского котика 
(Callorhinus ursinus), северного морского льва (Eumetopias jubatus), 
моржа (Odobenus rosmarus), морского зайца (Erignathus barbatus), 
байкальской нерпы (Pusa sibirica), кольчатой нерпы (Phoca hispida) 
и пестрой нерпы (Phoca largha). В качестве контроля были транс
дуцированы фибробласты американской норки (N. vison), человека 
(Homo sapiens) и мыши (Mus musculus). Мы показали, что система 
трансдукции на основе вируса Сендай обеспечивает уро вень экс
прессии трансгена на одиндва порядка выше, чем при использо
вании лентивирусов при сходном числе вирусов на клетку. Кроме 
того, экспрессия трансгена при применении вектора на основе 
вируса Сендай достаточно стабильна и незначительно изменяется 
на четвертый день трансдукции по сравнению со вторым днем. 
Полученные данные позволяют предположить, что трансдукция 
фибробластов ластоногих с помощью вируса Сендай предпочти
тельна для получения ИПСК ластоногих.

Ключевые слова: Хищные; тюлени; морж; репрограммирование; 
ИПСК; вирус Сендай; CytoTune EmGFP Sendai Fluorescence Reporter.
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Получение индуцированных плюрипотентных ство-
ловых клеток (ИПСК) мыши (Takahashi, Yamana
ka, 2006), человека (Takahashi et al., 2007; Yu et al., 

2007) и нескольких других видов млекопитающих суще-
ственно упростило изучение эмбрионального развития 
и дифференцировки. Ранее были получены ИПСК таких 
представителей отряда Хищных, как собака (Shimada et 
al., 2010; Lee et al., 2011; Luo et al., 2011; Koh et al., 2012; 
Whitworth et al., 2012; Baird et al., 2015) и снежный лео-
пард (Verma et al., 2012). Недавно мы получили ИПСК 
американской норки (Menzorov et al., 2015). Мы решили 
изучить возможность получения ИПСК другой группы 
Хищных – ластоногих. В качестве первого шага проведе-
но тестирование на культурах фибробластов семи видов 
ластоногих двух систем доставки трансгенов: 1) встраи
вающиеся в геном лентивирусные векторы (система LeGO, 
http://www.lentigovectors.de/vectors.htm) и 2) вектор на 
основе вируса Сендай, работающий в цитоплазме (Cyto-
Tune EmGFP Sendai Fluorescence Reporter).

Материалы и методы
Культивирование клеток. Использованы первичные 
культуры фибробластов ластоногих из Коллекции культур 
клеток Института молекулярной и клеточной биологии СО 
РАН. Клеточные культуры получены из образцов тканей 
животных (биопсии либо некропсии), обитающих в при-
брежных водах Российской Федерации, – это северный 
морской котик (Callorhinus ursinus), северный морской лев 
(сивуч) (Eumetopias jubatus), морж (Odobenus rosmarus), 
морской заяц (лахтак) (Erignathus barbatus), байкальская 
нерпа (Pusa sibirica), кольчатая нерпа (акиба) (Phoca his
pida), пестрая нерпа (ларга) (Phoca largha). Фибробласты 
американской норки (Neovison vison), человека (Homo sapi
ens) и эмбриональные фибробласты мыши (Mus mus culus) 
(C57BL) получены в ЦКП «Кол лекция плюрипотентных 
культур клеток человека и млекопитающих общебиоло-
гического и биомедицинского  направле ния» Института 
цитологии и генетики СО РАН. Мыши линии C57BL для 
получения фибробластов были предоставлены ЦКП «SPF
виварий» (RFMEFI61914X0005 и RFMEFI62114X0010) 
ФИЦ ИЦиГ СО РАН.

Культивирование фибробластов ластоногих аналогично 
описанному ранее для эмбриональных фибробластов аме-
риканской норки, культивирование клеток Phoenix описа-
но в работе (Пристяжнюк, Мензоров, 2017). Фибробласты 
мыши и человека культивировали в среде для Phoenix.

Трансдукция клеток. Протокол трансдукции фибро-
бластов лентивирусами представлен ранее (Пристяжнюк, 
Мензоров, 2017). Трансдукцию фибробластов CytoTune 
EmGFP Sendai Fluorescence Reporter (CytoTuneEmGFP) 
(Thermo Fisher Scientific, Япония) проводили, согласно 
рекомендациям производителя. 

Протокол эксперимента представлен на рис. 1 (a и б): за 
день до трансдукции фибробласты рассаживали на 24лу-
ночное плато по 30 тыс. кл./см2; в день трансдукции под-
считывали клетки; на второй и четвертый дни проводили 
анализ флуоресценции на проточном цитофлуориметре.

Микроскопия. Анализ флуоресценции выполняли на 
флуоресцентном микроскопе Zeiss Observer.Z1 (Zeiss, 
Германия) с использованием камеры AxioCamHRm3_S603 

в ЦКП «Клеточные технологии» ФИЦ ИЦиГ СО РАН. 
Изображения обрабатывали в программе ZEN 2 starter 
(Zeiss, Германия).

Цитофлуориметрия и анализ флуоресценции. Ана лиз 
флуоресценции фибробластов проводили на проточ ном 
цитофлуориметре FACSAria (BD Bioscience, США) в 
ЦКП «Проточной цитометрии» ФИЦ ИЦиГ СО РАН. Зна-
чение флуоресценции (mean, среднее) трансдуцированных 
клеток не нормировали на флуоресценцию клеток без 
трансдукции, так как для клеток, не обработанных виру-
сами, значение флуоресценции было на одинтри порядка 
ниже. Для измерения уровня флуоресценции клеток, об-
работанных вирусами, выставляли окно (gate) проточного 
цитофлуориметра так, чтобы 99.9 % нетрансдуцирован-
ных клеток не имели флуоресценции. Число вирусов на 
клетку (multiplicity of infection, MOI) рассчитывали сле
дую щим образом: MOI = –Ln(1 – [доля GFP+ клеток]). 
Среду с вирусным супернатантом при использовании в ка-
честве вектора LeGOG2 разбавляли в 20 раз, следователь-
но, реальный MOI был в 20 раз выше измеренного. Раз-
бавление необходимо для того, чтобы увеличить точность 
измерения MOI. Так, при MOI = 1 ожидается, что 63.2 % 
клеток будут трансдуцированы, а для MOI = 4 – 98.2 %, 
что, с учетом ошибки проточного цитофлуориметра, не от-
личимо от более высокого MOI. Соответственно, реальное 
значение MOI для вектора LeGOG2 рассчитывали путем 
умножения на 20 значения, полученного в эксперименте. 
Объем вируса CytoTuneEmGFP для трансдукции (день 0) 
рассчитывали в соответствии с рекомендациями произ-
водителя: V (мкл) = (MOIselected × Nexpected)/(Titer × 0.001), 
где MOIselected – выбранные значения для трансдукции 
(2 и 7.5); Nexpected – ожидаемое число клеток (60 000); 
Titer – титр вируса, по данным производителя (108). Да  
лее рассчитывали ожидаемый MOIexpected, учитывая изме
ренное число клеток (Nreal) для каждой культуры фибро
бластов: MOIexpected = (V × Titer × 0.001)/ Nreal. Для опре-
деления соотношения MOIexpected и MOIreal (получен в 
эксперименте) использовали среднее значение соотно-
шения для MOIselected = 2 и 7.5. Стандартное отклонение 
считали для двух экспериментальных значений MOI или 
средних значений флуоресценции. В случае отсутствия 
реплик стандартное отклонение средних значений флуо-
ресценции брали из данных проточного цитофлуориметра.

Результаты
Анализ MOI. Схема эксперимента и примеры фотографий 
фибробластов на второй день после трансдукции пред-
ставлены на рис. 1 (а–г). Примеры данных проточной 
цитофлуориметрии приведены на рис. 2 (а и б). 

Фибробласты всех исследованных видов были ус
пешно трансдуцированы с помощью CytoTuneEmGFP 
(см. рис. 2, в). Для всех культур MOI был ниже ожидае
мого. Нужно отметить, что полученные для CytoTune
EmGFP значения MOI (0.3–2.3) в целом достаточны для 
получения ИПСК, при необходимости  можно увеличить 
количество вирусных частиц до суммарного MOI = 2, так 
как в репрограммирующую систему CytoTuneiPS 2.0 
Sendai Reprogramming Kit входят два вируса, несущих 
репрограммирующие факторы. Использование в качестве 
векторов LeGOG2 позволило получить высокие значения 
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MOI (см. рис. 2, г). Следует отметить очень низкое MOI 
для фибробластов моржа, независимая трансдукция под-
твердила этот результат (данные не приведены).

Анализ флуоресценции. Значения флуоресценции 
GFPпозитивных клеток представлены на рис. 2 (д и е). 
Следует отметить, что увеличение MOI CytoTuneEmGFP 
в несколько раз приводит к незначительному увеличению 
флуоресценции (см. рис. 2, д). Аналогичный результат был 
получен для LeGOG2 (данные не приведены).

Видно, что при сравнимых значениях MOI уровень 
флуоресценции для CytoTuneEmGFP на одиндва порядка 
выше, чем для LeGOG2 (см. рис. 2, д и е). Следует от-
метить, что, несмотря на низкий MOI, уровень флуорес-
ценции GFPпозитивных фибробластов моржа сравним с 
флуоресценцией остальных культур клеток.

В отличие от лентивирусных векторов, векторы на ос-
нове вируса Сендай не встраиваются в геном, а находятся 
в цитоплазме, и, соответственно, при делении клеток раз-
бавляются. Мы измерили уровень флуоресценции EmGFP 
на второй и четвертый дни (см. рис. 2, ж). Обнаружено, 
что уровень флуоресценции клеток на четвертый день 
сравним со таковым второго дня. Существенное паде-
ние отмечено только для фибробластов мыши (C57BL), 
что, вероятно, связано с их быстрым делением, и, соот-
ветственно, с быстрым уменьшением числа векторов в 
каждой клетке.

Высокое значение стандартного отклонения на рис. 2 
(д и ж) связано с тем, что для этих измерений не было 
повторностей и стандартное отклонение было получено 
не из среднего по двум измерениям (как на рис. 2, в, г, е), 
а взято из данных проточного цитофлуориметра. Вариа
бельность флуоресценции объясняется различным коли-
чеством вирусных частиц, попадающих в индивидуальные 
клетки.

Обсуждение
Применение лентивирусов для получения ИПСК сопря-
жено с рисками. Вопервых, они встраиваются в геном 
и могут привести к нарушению экспрессии генов. Во
вторых, несмотря на замолкание ретровирусных транс-
генов в ИПСК (Maherali et al., 2007; Okita et al., 2007; 
Wernig et al., 2007), в некоторых случаях может происхо-
дить реактивация или неполное замолкание, приводящее 
к увеличению онкогенного потенциала и нарушению 
дифференцировки. Кроме того, при дифференцировке в 
некоторые типы клеток может происходить спонтанная 
реактивация трансгенов (Galat et al., 2016). Использование 
неинтегрирующихся в геном векторов позволяет решить 
эту проблему. Векторы на основе вируса Сендай эффек-
тивно заражают различные клетки млекопитающих и не 
встраиваются в геном, так как функционируют в цито-
плазме (Li et al., 2000). Потенциальный недостаток этих 
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а Флуоресценция фибробластов морского зайца, 
трансдуцированных CytoTuneEmGFP (MOI = 0.95)
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Рис. 2. Анализ данных проточной цитофлуориметрии фибробластов. 
CURS – северный морской котик (Callorhinus ursinus); EJUB – северный морской лев (сивуч) (Eumetopias jubatus); OROS – морж (Odobenus rosmarus); EBAR – 
морской заяц (лахтак) (Erignathus barbatus); PUSI – байкальская нерпа (Pusa sibirica); PHIS – кольчатая нерпа (акиба) (Phoca hispida); PLAR – пестрая нерпа 
(ларга) (Phoca largha); NV1 – американская норка (Neovison vison); C57BL – мышь (Mus musculus); NAF2 – человек (Homo sapiens). Стандартное отклонение 
рассчитано для двух повторностей (в, г, е) или использованы данные проточного цитофлуориметра для измерений без повторностей (д, ж).
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векторов – после первой трансдукции клетки приобрета
ют резистентность к вирусу. Ранее с помощью векторов 
на основе вируса Сендай были получены ИПСК человека 
(Fusaki et al., 2009), макакикрабоеда (Coppiello et al., 
2017), макакирезус (Lu et al., 2013), шимпанзе (Fugie et 
al., 2014), собаки (Tsukamoto et al., 2018) и мыши (Tucker 
et al., 2013). Описаны также ИПСКподобные колонии 
байкальской нерпы и сивуча (Борода и др., 2015), хотя из 
статьи неясно, использовали ли авторы векторы на основе 
ретровирусов или Сендай. 

Мы впервые применили систему трансдукции на основе 
вируса Сендай CytoTuneEmGFP для фибробластов пяти 
видов ластоногих: северного морского котика, моржа, 
морского зайца (лахтака), кольчатой нерпы (акибы), пе-
строй нерпы (ларги). Показана возможность трансдукции 
фибробластов северного морского льва (сивуча), байкаль-
ской нерпы и американской норки. Сравнение флуорес-
ценции EGFP (лентивирусный вектор LeGOG2) и EmGFP 
(вектор на основе вируса Сендай CytoTuneEmGFP) вы-
явило, что для CytoTuneEmGFP флуоресценция выше 
на одиндва порядка. Яркость EmGFP при тестировании 
составляет 116 % от EGFP (Cubitt et al., 1999), что не может 
объяснить полученную разницу. Кроме того, на четвер-
тый день после трансдукции мы не наблюдали снижения 
уровня флуоресценции. Это позволяет предположить, что, 
как и в случае клеток человека, использование CytoTune
iPS 2.0 репрограммирующего набора, основанного на том 
же векторе, что и CytoTuneEmGFP, позволит эффективно 
экспрессировать репрограммирующие факторы для полу-
чения ИПСК.

Для репрограмирования необходима достаточно дли-
тельная экспрессия транскрипцинных факторов. Лен
ти вирусные векторы при репрограммировании клеток 
экс прессируются постоянно, до образования ИПСК. 
Затем, в плюрипотентных клетках, лентивирусные век-
торы под вергаются замолканию. При использовании для 
репрограммирования систем на основе вируса Сендай 
происходит постепенное разбавление вируса при деле нии 
клеток. Так, примерно к 10му пассажу можно ожидать 
отсутствия трансгенов (Fusaki et al., 2009; Ban et al., 2011).

Уровень экспрессии трансгенов в случае использования 
систем доставки на основе вируса Сендай значительно 
выше, чем при применении лентивирусов. С помощью 
векторов на основе вируса Сендай были получены ИПСК 
различных видов, в том числе человека и мыши, это по-
зволяет сделать вывод, что для получения ИПСК уровень 
экспрессии трансгенов может варьировать в широких 
пре делах. Интересно отметить, что для поддержания плю 
рипотентности нужен определенный уровень экспрес
сии факторов, контролирующих плюрипотентность. На
пример, ранее было показано, что уменьшение или уве
личение экспрессии Oct4 в эмбриональных стволовых 
клетках мыши приводило к их дифференцировке (Niwa 
et al., 2000). В дальнейшем было установлено, что ста-
бильное поддержание плюрипотентности возможно и 
при сниженной экспрессии Oct4 (KarwackiNeisius et 
al., 2013). Следует отметить, что, независимо от уровня 
экспрессии трансгенов в процессе получения ИПСК, в 
успешно полученных плюрипотентных клетках трансгены 
замолкают или элиминируются, так что в поддержании 

плюрипотентности участвуют только эндогенные транс-
крипционные факторы.

Следует отметить крайне низкую эффективность транс
дукции фибробластов моржа (см. рис. 2, г). Лентивирус-
ные векторы третьего поколения, псевдотипированные 
гликопротеином VSVG, имеют высокую тропность к 
клеткам млекопитающих (Cronin et al., 2005). Возможно, 
фибробласты, использованные нами в опыте, не имеют 
на поверхности необходимого для заражения рецептора.

Таким образом, проведено тестирование эффективно-
сти трансдукции фибробластов ластоногих вектором на 
основе вируса Сендай CytoTuneEmGFP. Мы наблюдали 
MOI порядка единицы, что достаточно для использования 
системы на основе вируса Сендай для получения ИПСК. 
Уровень флуоресценции репортерного гена EmGFP пре-
вышал таковой для EGFP лентивирусной системы на 
одиндва порядка и не снижался на четвертый день после 
трансдукции. В целом полученные данные позволяют 
предположить, что использование системы трансдукции 
фибробластов ластоногих на основе вируса Сендай пред-
почтительно для получения ИПСК ластоногих.
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