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MYMK, ответственного за слияние клеточных мембран. 
Возможно, в ответ на это активируется другой ген, ответ-
ственный за  образование поры  — MYMX. Это недавно 
открытый микробелок и его функция еще не до конца из-
учена. Таким образом, наша модель является релевант-
ной для изучения процессов дегенерации мышечного во-
локна при ламинопатиях.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РНФ № 16-15-10178-П.
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Клетки эпикарда принимают активное участие в  эм-
бриональном развитии сердца и  его репарации при по-
вреждении, что делает эпикард потенциальной мишенью 
для лечения заболеваний, а  клетки эпикарда перспек-
тивным инструментом клеточной терапии. Способность 
клеток эпикарда вступать в  эпителиально-мезенхималь-
ный переход (ЭМП) с последующей дифференцироваться 
в клетки сосудов и фибробласты позволяет рассматривать 
его в качестве клеточной ниши прогениторных клеток эпи-
карда. В связи с этим разработка методов получения этого 
типа клеток и изучение механизмов регуляции их функций 
является важнейшей задачей регенеративной медицины.

Цель исследования: разработать метод получе-
ния и  охарактеризовать свойства полученных клеток 
эпикарда.

Методы. В работе использованы сердца неонаталь-
ных мышей линии C57Bl6. Диссоциация клеток эпикар-
да проводилась с  помощью 0,25% раствора трипсина 
(5  мин. ). Культивирование клеток эпикарда проводили 
с  среде IMDM, содержащей глутамин, 1% фетальной 
сыворотки теленка (embryonic cell grade), 1% пеницил-
лин-стрептомицина, 2-меркаптоэтанола. Пролиферацию 
клеток оценивали с  помощью МТТ теста, иммунофено-
тип — с помощью иммуноцитохимии.

Результаты. Показано, что кратковременная об-
работка неонатальных сердец мыши ферментативным 
раствором трипсина способствует диссоциации мезо-
телиального слоя клеток, что позволяет получить куль-
туру прогениторных клеток эпикарда (ПКЭ) in vitro. ПКЭ 
имеют «cobblestone» морфологию, сохраняют плотные 
(ZO1+) контакты и  характеризуются экспрессией эпи-
кардиальных маркеров (Wt1, POD1, TBX18). При куль-
тивировании в условиях низкой плотности они спонтанно 
вступают в  ЭМП, теряют плотные контакты и  приобре-
тают веретенообразную форму. При этом часть клеток 
приобретает маркеры фибробластов (виментин, CD90, 
FSP1) и гладкомышечных клеток (α-гладкомышечный ак-
тин, калпонин). Культивирование в присутствии рекомби-
нантных факторов роста (SCF или PDGF bb) достоверно 
увеличивает пролиферативную активность ПКЭ.

Таким образом, кратковременная обработка неона-
тальных сердец мыши раствором трипсина способству-
ет получению культуры ПКЭ in  vitro, которая сохраняет 

соответствующую морфологию, иммунофенотип, способ-
ность вступать в ЭМП и трансформироваться в гладко-
мышечные клетки и фибробласты. Действие SCF и PDGF 
bb  активирует пролиферативную активность ПКЭ, что 
может указывать на их роль в качестве активаторов эпи-
карда в процессе репарации сердца.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РНФ № 19-15-00384 и РФФИ 19-29-04164.
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Муковисцидоз (МВ)  — заболевание, обусловленное 
мутациями в  гене CFTR, самой частой из  них является 
F508del. В  результате мутации нарушается транспорт 
ионов хлора и натрия через клеточную мембрану, что вы-
зывает у пациента нарушения функционирования желёз 
внешней секреции. На  сегодняшний день МВ  не  имеет 
этиотропной терапии. В последние годы активно разви-
ваются методы геномного редактирования, позволяю-
щие корректировать мутации. Одним из возможных ген-
но-клеточных подходов к лечению заболеваний является 
получение индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток (ИПСК) от  больного, редактирование в  клетках 
мутации, их  дифференцировка, например, в  клетки ре-
спираторного эпителия и  последующая трансплантация 
больному. Целью работы было получить ИПСК из фибро-
бластов больных МВ и редактировать мутацию F508del 
в гене CFTR с помощью CRISPR/Cas9.

Репрограммирование фибробластов от  трех паци-
ентов с  МВ, гомозиготных по  мутации F508del, осу-
ществляли с  помощью вируса Сендай с  факторами 
Яманака (CytoTune™-iPS 2.0  Sendai Reprogramming Kit). 
Плюрипотентность доказывали с  помощью иммуноцито-
химического анализа и количественной ПЦР на маркеры 
плюрипотентности, а  также дифференцировки в  клет-
ки трех зародышевых листков. Для редактирования му-
тации F508del использовали нуклеазы (eSpCas9(1.1), 
SpCas9(HF4) и  SaCas9) в  комбинации с  различными 
sgRNA, подобранными на  разные участки ДНК рядом 
с мутацией (sgCFTR##1, 2, 3, sa_sgCFTR#3), для репара-
ции двуцепочечных разрывов разработали четыре одно-
цепочечных олигодезоксинуклеотида (ssODN-CFTR##1, 
2, 3  и  ssODN-saCFTR). Поскольку структура геномного 
сайта предположительно влияет на эффективность редак-
тирования, указанные sgRNA также тестировали на искус-
ственной плазмиде, содержащей локус CFTR с  мутацией 


