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Плюрипотентные стволовые клетки (ПСК) являются уникальным типом клеток, способным диф-
ференцироваться во все типы клеток организма. В культуре ПСК могут существовать субпопуляции
с различным уровнем плюрипотентности, что приводит к различным результатам при их диффе-
ренцировке. Одним из ключевых факторов, определяющих состояния плюрипотентности и влияю-
щих на потенциал дифференцировки ПСК, является эпигенетическое состояние клеток, в том чис-
ле уровень деацетилирования гистонов. Активация деацетилазы гистонов (HDAC) в ПСК человека
и мыши увеличивает процентное содержание гетерохроматина. В данной работе мы использовали
протокол дифференцировки эмбриоидных телец из индуцированных плюрипотентных клеток че-
ловека (чИПСК), рассчитанный на формирование эктодермы и нейроэктодермы с последующим
их развитием в кожные органоиды. Однако после воздействовия на чИПСК ингибиторов HDAC
(бутирата натрия и вальпроевой кислоты), направление их дифференцировки менялось: формиро-
валась мезодерма, которая в дальнейшем развивалась в сокращающиеся кардиосферы.
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ВВЕДЕНИЕ
Плюрипотентные стволовые клетки (ПСК)

обладают неограниченным пролиферативным
потенциалом и способны дифференцироваться в
три зародышевых листка. По источнику проис-
хождения выделяют два типа ПСК: эмбриональ-
ные стволовые клетки (ЭСК) и индуцированные
плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК). В
ходе эмбрионального развития происходит измене-
ние эпигенетического состояния клеток. В ПСК
увеличивается процентное содержание гетеро-
хроматина за счет активности деацетилазы гисто-
нов (HDAC), которая удаляет ацетильные группы
с гистонов и стимулирует компактизацию хрома-
тина (Johnstone, 2002; Saraiva et al., 2010). Было
показано, что ингибирование HDAC способ-
ствует гиперацетилированию гистонов (Seto,
Yoshida, 2014), что приводит к переходу гетеро-
хроматина в эухроматин и способствует увеличе-
нию доступности промоторов и энхансеров.

Кроме того, известно, что в культуре ПСК могут
существовать субпопуляции, различающиеся
потенциалом к дифференцировке и профилем
экспрессии генов. В связи с этим, представляет
интерес разработка способов модуляции экс-
прессии генов с помощью воздействия на ацети-
лирование гистонов.

В рамках данного исследования мы пронаблю-
дали воздействие ингибиторов HDAC (HDACi)
на чИПСК, культивировавшиеся в соответствии
с протоколом, который ранее применялся для по-
лучения кожных органоидов (Lee et al., 2020,
2021). В результате такого воздействия изменялась
траектория дифференцировки этих клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Культивирование линии чИПСК

В работе использовалась линия чИПСК (hiPSC-
KYOU-DXR0109B [201B7] (ANCC ACS-1023)).
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Клетки культивировали в условиях нормоксии
(5% CO2 и 20% O2) в среде Essential 8 (Thermo
Fisher Scientific, США). Замену среды осуществ-
ляли каждый день. По достижении 60–80% кон-
флюентности, клетки пассировали с помощью
аккутазы (1 мг/мл) (STEMCELL Technologies, Ка-
нада). Для получения ЧИПСК человека, обрабо-
танных HDACi, стандартную среду заменяли на
среду mTeSR1 с добавлением HDACi (с VPA и бу-
тиратом натрия) (0.5× mTESR1 (Stemcell, США),
0.5× Neurobasal™ medium (Gibco, США), 0.5%
Glutamax (Gibco), 0.5% Пенициллин/стрептоми-
цин (Gibco, США) 0.5% N2 (Gibco, США), 1% B27
(Gibco, США), 0.5% NEAA (Gibco, США), 50 нМ
вальпроевая кислота (VPA) (Sigma, США), 0.1 мМ
бутират натрия (NaB) (Stem cells, США), 0.05 мМ
β-меркаптоэтанол (Sigma, США), 25 мкг/мл бычий
сывороточный альбумин (БСА) (Sigma, США). За-
мена среды осуществлялась каждый день.

Получение и дифференцировка кожных органоидов
Формирование эмбриоидных телец. Формиро-

вание эмбриоидных телец осуществлялось в соот-
ветствии с описанным ранее протоколом (Lee
et al., 2020), за исключением того, что в среду не
вносили нормоцин.

Дифференцировка органоидов. Для дифферен-
цировки эмбриоидных телец и созревания орга-
ноидов использовали ранее опубликованный
протокол (Lee et al., 2020). На стадии созревания
вместо низкоадгезивных планшетов были ис-
пользованы обычные планшеты для адгезивных
культур (Corning, США), покрытые 1% агарозой
(Sigma). Помимо этого, в среды для дифференци-
ровки и созревания не вносили нормоцин. В экс-
перименте для проведения дифференцировки
эмбриоидных телец в контрольных условиях (эм-
бриоидные тельца, полученные из чИПСК, куль-
тивируемых на E8 в условиях нормоксии) и в моди-
фицированных условиях (эмбриоидные тельца, по-
лученные из чИПСК, культивируемых на
модифицированной среде на базе mTeSR1 с добав-
лением HDACi) использовали по 10 органоидов.

Иммуноцитохимическое маркирование
Перед фиксацией культуру клеток трижды

промывали раствором PBS (ПанЭко, Россия), да-
лее клетки фиксировали 4% параформальдегидом
(Sigma) в течении 60 мин при 4°C. После фикса-
ции клетки трижды промывали раствором PBS по
3–5 мин. Далее производили пермеабилизацию с
помощью 0.2% раствора Triton X-100 (Sigma) в PBS
в течение 15 мин. Затем клетки дважды промывали
PBS в течение 10–15 мин. Для блокировки неспеци-
фической сорбции антител клетки предварительно
инкубировали 60 мин при 37°C в блокирующем рас-
творе (5% FBS (Hyclone, США); 0.3% Triton (Sigma);
0.01% Tween (Sigma)). Далее удаляли блокирующий

раствор и добавляли первичные антитела к белкам,
специфичным для чИПСК, растворенные в блоки-
рующем растворе, содержащем PBS и 2% бычьего
сывороточного альбумина (Sigma). Использовали
концентрации первичных антител, соответствую-
щие рекомендациям производителя, инкубацию в
них производили при 4°C в течение ночи. После
инкубации клетки трижды промывали раствором
PBS. Вторичные антитела использовали в разведе-
нии 1 : 1000. Далее клетки инкубировали во вторич-
ных антителах 90 мин при 37°C. Далее клетки три-
жды отмывали раствором PBS. Ядра клеток в тече-
ние 5 мин окрашивали DAPI (VitroVivo biotech,
США) в конечной концентрации 0.1 мкг/мл. Клет-
ки визуализировали на инвертированном флуорес-
центном микроскопе EVOS FL AUTO (Thermo
Fisher Scientific, США). Изображения обрабатыва-
ли в программе ImageJ (https://imagej.net/). Список
первичных антител: OCT4 (Abcam ab181557, 1 : 250);
KLF17 (Santa Cruz sc-398132, 1 : 200, США). Cписок
вторичных антител: Alexa Flour 568 goat anti mouse
IgG (H+L) (Invitrogen A-21201, 1 : 1000, США); Alexa
Flour 488 goat anti rabbit IgG (H+L) (Invitrogen A-
21441, 1 : 1000).

Получение криосрезов и иммуногистохимическое 
маркирование кожных органоидов

Для иммуноокрашивания органоиды трижды
отмывали от среды раствором PBS (ПанЭко, Рос-
сия), далее фиксировали 4% параформальдеги-
дом (Sigma) в течение 30 мин при комнатной тем-
пературе. После фиксации органоиды трижды
промывали PBS (ПанЭКо, Россия) по 5 мин, и за-
тем проводили через 15 и 30% растворы сахарозы
(Helicon, Россия). Далее органоиды погружали в
коммерческую среду для замораживания тканей
Tissue-Tek O.C.T. Compound (Sakura Finetek, Япо-
ния) и замораживали в жидком азоте. Криосрезы
органоидов толщиной 10 мкм изготавливали на
криостате Leica SM1900. Первичные антитела на-
носили на срезы в блокирующем растворе (0.5%
FBS; 0.2% Tween 20; 0.2% Triton X-100) в разведе-
ниях, соответствующих рекомендациям произво-
дителя. Инкубация с первичными антителами
проходила при 4°C в течение 24 ч. После инкуба-
ции срезы трижды промывали раствором PBS.
Затем на срезы наносили раствор фаллоидина
(Alexa Fluor 488, A12379, Thermo Fisher, США) для
визуализации F-актина, а также раствор вторич-
ных антител в разведении 1 : 500 и инкубировали
при 4°C в течение 60 мин в темноте. Далее срезы
трижды отмывали от вторичных антител и фалло-
идина раствором PBS. Для визуализации ядер
клеток проводили окрашивание ДНК-связываю-
щимся красителем DAPI в концентрации 1 мкг/мл
в течение 10 мин. Срезы заключали в среду Aque-
ous Mounting Medium (Abcam, Великобритания)
и визуализировали на инвертированном флуо-
ресцентном микроскопе Olympus IX73 с камерой
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Olympus DP74. Изображения обрабатывали в
программе ImageJ (https://imagej.net/). Список
первичных антител: N-кадгерин (Abcam ab18203,
1 : 1000); Eomes (Abcam ab183991, 1 : 2000), Vimen-
tin (Abcam ab24525, 1 : 5000), Cytokeratin 14 (Abcam
ab181595, 1 : 500); AE 13 (К40) (Invitrogen MA1-5765,
1 : 300); Desmin (R&D Systems AF3844, 1 : 650). Спи-
сок вторичных антител: Alexa Fluor 546 Donkey-
anti-rabbit (Invitrogen A10040 (1 : 500)); Alexa Fluor
594 Goat-anti-chicken (Invitrogen А11042, 1 : 500);
Alexa Fluor 660 goat-anti-mouse (Invitrogen A21055,
1 : 500), Alexa Fluor 546 donkey-anti-goat (Invitro-
gen A11056, 1 : 500).

Выделение тотальной РНК и синтез кДНК

Выделение РНК из клеточных культур осу-
ществляли с помощью реагента ExtractRNA (Ев-
роген, Россия) согласно инструкции производи-
теля. Реагент добавляли в суспензию клеток в
объеме 1 мл из расчета 1 × 106–107 клеток и остав-
ляли при комнатной температуре 10–15 мин. Да-
лее смесь центрифугировали 10 мин при 12000 g, а
супернатант переливали в новую пробирку. В
пробирку с супернатантом добавляли 0.2 мл хло-
роформа и встряхивали ее в течение 15 с. Далее
образец инкубировали 3–5 мин при комнатной
температуре, периодически встряхивая. Образец
центрифугировали при 12000 g в течение 15 мин
при 4°C. Далее из пробирки отбирали водную фа-
зу, добавляли в нее 0.5 мл 100% изопропанола
(Sigma) и инкубировали смесь при комнатной
температуре в течение 10 мин. Затем образец цен-
трифугировали при 12000 g в течение 10 мин при
комнатной температуре. Из пробирки отбирали
супернатант, оставив осадок РНК на дне, и по
стенке добавляли 2 мл 75% этанола. Далее обра-
зец центрифугировали на 15000 g в течение 5 мин
при комнатной температуре, удаляли этанол, высу-
шивали осадок на воздухе в пробирке с открытой
крышкой в течение 5–7 мин. Осадок растворяли в
20 мкл воды, свободной от РНКаз, прогревая об-
разцы 3–5 мин при 55–60°C Концентрацию вы-
деленной РНК определяли на приборе NanoDrop
8000 (Thermo Fisher Scientific, США).

Для реакции обратной транскрипции брали
1 мкг РНК. Реакцию проводили с использовани-
ем MMLV RT kit (Евроген, Россия), согласно про-
токолу производителя. Для осуществления реак-
ции готовили две смеси. Первая смесь в объеме
9 мкл содержала 1 мкг РНК-матрицы, 20 мкМ
праймеров, 1 мкл игибитора РНКаз и деионизи-
рованную, свободную от нуклеаз воду (Евроген).
Смесь перемешивали пипетированием и прогре-
вали 2 мин при 70°C для денатурации вторичных
структур РНК и переносили образцы в лед. Со-
став второй смеси в объеме 11 мкл включал: де-
ионизированную воду, свободную от нуклеаз;
4 мкл 5× буфера для синтеза первой цепи, 2 мкл
смеси dNTP (10 мМ каждого), 2 мкл DTT (20 мМ),

1 мкл MMLV ревертазы. Обе смеси смешивали и
инкубировали 60 мин при 42°C. Для остановки
реакции итоговую смесь прогревали при 70°C в
течение 10 мин. Образцы хранили при –20°C, за-
ранее разделив на аликвоты. Перед применением
аликвоту прогревали 2 мин при 65°C для дезагре-
гации молекул кДНК. После обратной тран-
скрипции для проведения реакции ПЦР-РВ
кДНК разводили в 10 раз.

Подбор праймеров
Праймеры были подобраны в онлайн ресурсе

Primer-BLAST, интегрированном в базу данных
NCBI (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast/). Дополнительную проверку прайме-
ров проводили в программах Primer Select и Oligo
Analyzer. Температуру отжига праймеров определя-
ли с помощью программы Oligo или опытным пу-
тем. Последовательности праймеров представлены
в табл. 1.

ПЦР, ПЦР-РВ
Качественную и количественную оценки экс-

прессии исследуемых генов проводили с помощью
ПЦР и ПЦР-РВ. ПЦР проводили на матрице, ранее
синтезированной кДНК с помощью набора Screen-
mix (Евроген, Россия) для амплификации в соответ-
ствии c инструкцией производителя на амплифика-
торе T1000 Touch Thermal cycler (Bio-Rad, США).

Для ПЦР в реальном времени в качестве матри-
цы использовали кДНК (синтезирована из 1 мкг то-
тальной РНК) и готовую смесь для ПЦР qPCR
mix-HS SYBR + LowROX (Евроген, Россия). От-
носительный уровень экспрессии генов интересов
определяли с помощью калибровочной кривой и
нормализовали на экспрессию гена домашнего хо-
зяйства GAPDH. Исследование проводилось в
трех технических и трех независимых экспери-
ментальных повторах. Реакции проводились на
приборе LightCycler 96 System (Roche, Швейцария).
Для сравнения экспрессии генов в различных усло-
виях использовался сравнительный CT-метод для
относительного количественного анализа. По по-
лученным значениям CT рассчитывался ΔΔCT
для оценки различий в экспрессии генов.

Проверка статистической значимости разли-
чий в уровнях экспрессии исследуемых генов осу-
ществлялась при помощи однофакторного дис-
персионного анализа, проведенного в приложе-
нии MS Excel (Microsoft).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Характеристика чИПСК в контрольных 

и модифицированных условиях
Эффект воздействия HDACi на вектор трех-

мерной дифференцировки чИПСК ранее не был
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описан. Мы изучали этот эффект на модели
дифференцировки эмбриоидных телец в кож-
ные органоиды (Lee et al., 2020). Для этого перед
формированием эмбриоидных телец мы культи-
вировали чИПСК в 2 разных условиях: кон-
трольных, в среде Е8, где чИПСК поддержива-
ются в так называемом праймированном состоя-
нии и компетентны к дифференцировке (Teslaa
et al., 2016), а также в экспериментальных, в сре-
де с bFGF, бутиратом натрия и вальпроевой кис-
лотой, где клетки поддерживаются в модифици-
рованном, менее праймированном состоянии
(см. Материалы и методы). В результате сравни-
тельного анализа этих состояний не было обнару-
жено отличий в морфологии чИПСК, обработан-
ных HDACi, относительно контрольных чИПСК
(рис. 1а, 1б). Однако в присутствии HDACi уро-
вень экспрессии генов KLF2, KLF4, SOX2,
NANOG увеличивался (рис. 1в). Мы также зафик-
сировали значительное повышение уровня экс-
прессии DAZL в контроле относительно экспери-
ментальной группы. Кроме того, в среде с HDACi,
наблюдали повышение экспрессии генов-маркеров
более раннего (наивного) состояния плюрипотент-
ности (KLF2, KLF4, SOX2, NANOG), что свидетель-

ствуют о сохранении плюрипотентного статуса
чИПСК в среде с HDACi одновременно с их сдви-
гом в раннее состояние плюрипотентности.

Сравнительный анализ 
дифференцировки эмбриоидных телец и органоидов 

в контрольной и экспериментальной группах

Эмбриоидные тельца (ЭТ) были сформированы
из контрольных чИПСК и чИПСК, обработанных
HDACi. Метод формирования был взят из статьи,
описывающей формирование кожного органоида из
чИПСК (Lee et al., 2020). Сформированные ЭТ на
начальной стадии содержали по 3000 клеток. В кон-
трольных условиях у ЭТ дифференцировались по-
кровная эктодерма и нейроэктодерма. Впоследствии
покровная эктодерма формировала цисту, выстлан-
ную эпидермисом, а нейроэктодерма формировала
соединительную ткань, что было подтверждено им-
муногистохимическим маркированием К14 и ви-
ментина на 30й день дифференцировки эмбриоид-
ных телец (рис. 2а). На 110й день дифференцировки
в органоидах сформировались волосяные фоллику-
лы, что подтверждается экспрессией AE13, маркера
стержня волоса (рис. 2а). Эти результаты согласуют-

Таблица 1. Праймеры, использованные при проведении ПЦР-РВ
Название праймера Последовательность (5'–3')

DAZL-forward ATGTTGTACCTCCGGCTTATTCA
DAZL-reverse CCATTTCCAGAGGGTGGAGTA
GAPDH-forward CACCCACTCCTCCACCTTGAC
GAPDH-reverse TCCACCACCCTGTTGCTGTAG
KLF2-forward CAAGAGTTCGCATCTGAAGGC
KLF2-reverse AGAAGGCACGATCGCACAG
KLF4-forward ACCAGGCACTACCGTAAACACA
KLF4-reverse GGTCCGACCTGGAAAATGCT
KLF17-forward TAGACCCCACCCAGTCTTCAT
KLF17-reverse CGCTGAGTTCTCGTTATCCTGGG
NANOG-forward CAATGGTGTGACGCAGGGAT
NANOG-reverse TGCACCAGGTCTGAGTGTTC
OCT4/Pou5f1-forward ACCCACACTGCAGCAGATCA
OCT4/Pou5f1-reverse CACACTCGGACCACATCCTTCT
PRDM14-forward AAGCAACTGGATGCGCTATGT
PRDM14-reverse GGGATGGGCTTAATGGTGTAGAA
REX1-forward GCCTTATGTGATGGCTATGTGT
REX1-reverse ACCCCTTATGACGCATTCTATGT
SOX2-forward TGCGAGCGCTGCACAT
SOX2-reverse GCAGCGTGTACTTATCCTTCTTCA
STAT3-forward CGGAGAAACAGGATGGCCC
STAT3-reverse GCGGCTATACTGCTGGTCAA
STELLA/DPPA3-forward AGAGAAGGGTCCGCACTTTG
STELLA DPPA3-reverse TTCCCGATTTTCGCATTCTC
TFE3-forward AGCCATCACTGTCAGCAACT
TFE3-reverse TGTCTTTCTTCTGCCGTTCCT
YAP-forward TCCCAGATGAACGTCACAGC
YAP-reverse GAAGAGGACTGAAGCCGAG
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ся с литературными данными, описывающими фор-
мирование кожных органоидов в ходе дифференци-
ровки ЭТ (Lee et al., 2020). В то же время, в органои-
дах, полученных из чИПСК, обработанных HDACi,
не были выявлены К14 и виментин. Однако, в отли-
чие от контроля, в этих органоидах были идентифи-
цированы ранние маркеры мезодермальной диффе-
ренцировки – EOMES и N-кадгерин. На 110й день
маркеры волосяных фолликулов в органоидах выяв-
лены не были. Однако результаты выявления актина
и десмина демонстрируют, что цитоплазматические
паттерны этих белков различаются в контроле и в

эксперименте, при использовании модифициро-
ванного протокола. Актин-десмин положительные
клетки в экспериментальной группе формируют
структуры, напоминающие сеть (рис. 2а).

Также с 80-го дня дифференцировки в органо-
идах экспериментальной группы были зафикси-
рованы ритмичные сокращения с периодом 1 се-
кунда (рис. 2б). Этот признак характерен для кар-
диоваскулярных органоидов.

Все описанные выше паттерны экспрессии, а
также наличие сокращений наблюдались у органои-

Рис. 1. Морфология колоний чИПСК и экспрессия генов-маркеров плюрипотентности в чИПСК. (а) Морфология
колоний контрольных чИПСК. Фазово-контрастная микроскопия, пятые сутки культивирования. Масштабный от-
резок 400 мкм. (б) Морфология колоний чИПСК в среде с добавлением HDACi. Фазово-контрастная микроскопия,
пятые сутки культивирования. Масштабный отрезок 400 мкм. (в) Экспрессия генов-маркеров плюрипотентности в
чИПСК. Сравнение профилей экспрессии маркерных генов в чИПСК после воздействия HDACi и в контроле. Дан-
ные представлены в виде средних значений с разбросом в виде ошибки среднего. По оси ординат – относительный
уровень экспрессии генов, нормированных на экспрессию гена домашнего хозяйства, GAPDH, и на экспрессию генов
в контрольной группе (логарифмическая шкала, log10-(значение)). * – Статистическая достоверность результатов од-
нофакторного дисперсионного анализа на уровне р < 0.05.
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дов, сформированных из чИПСК, обработанных
HDACi, в 100% случаев (N = 10). У всех изученных
органоидов период сокращений составлял около се-
кунды. На основании полученных результатов мож-
но предположить, что в ходе потенциального пере-
хода ПСК в новое эпигенетическое состояние изме-
нился и вектор их дифференцировки. На основании
полученных данных можно предположить форми-
рование мезодермы в составе органоидов и, в ре-
зультате ее дальнейшего развития, кардиомиоцитов.
Похожих результатов, то есть получения кардио-
миоцитов через стадию мезодермальных клеток в
ходе двумерной дифференцировки чИПСК добива-
лись при использовании таких факторов дифферен-
цировки как CHIR99021 (активатор WNT-сигнал-
линга) и IWP2 (ингибитор WNT-сигналлинга)
(Balafkan et al., 2020). Схожие результаты были полу-
чены при использовании BMP4 и CHIR99021, но
уже при дифференцировке эмбриоидных телец из
чИПСК. Также кардиоваскулярные органоиды по-
лучали в условиях трехмерной дифференцировки
эмбриоидных телец из ПСК мыши под действием
неспецифического фактора дифференцировки –
фетальной бычьей сыворотки в гидрогеле с задан-
ном модулем эластичности (Shkumatov et al., 2014).
Однако данных о получении кардиоваскулярных
органоидов по описанному выше протоколу на дан-
ный момент нет. Известно, что активация WNT-сиг-
нального пути играет ключевую роль при закладке
кардиальной мезодермы в эмбриогенезе (Zhao et al.,
2019). Активатор этого пути используется в работах,
описывающих получение кардиомиоцитов в ходе
дифференцировки чИПСК. Вероятно, в используе-
мом в нашей работе протоколе дифференцировки,
активация WNT-пути происходит в результате пред-
варительного воздействия HDACi на чИПСК. Дан-
ная гипотеза требует проведения дополнительных
исследований, которые мы планируем в ходе даль-
нейшей работы по данной теме.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исходный протокол дифференцировки, ис-
пользованный в данной работе, предполагал фор-
мирование из чИПСК эмбриоидных телец, состоя-
щих из нейроэктодермы и покровной эктодермы, с
последующим формированием кожных органои-
дов. Мы предполагаем, что под воздействием

HDACi у чИПСК экспериментальной группы
был активирован сигнальный путь WNT. Именно
это могло привести к наблюдавшемуся в экспери-
менте изменению направления индуцированной
дифференцировки эмбриоидных телец, полу-
ченных из чИПСК. На основании полученных
иммуногистохимических данных по трехмерной
дифференцировке эмбриоидных телец можно пред-
положить, что чИПСК под воздействием HDACi
дифференцировались в мезодермальном направ-
лении с последующим формированием каридио-
сфер. Помимо этого, под действием HDACi у
чИПСК повысились уровни экспрессии марке-
ров плюрипотентности, которые экспрессируются
во внутренней массе клеток бластоцисты человека.
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Рис. 2. Результаты иммуногистохимического анализа дифференцировки эмбриоидных телец и детекция сокращения
органоидов. (а) Сравнительный иммуногистохимический анализ дифференцировки эмбриоидных телец в кожные ор-
ганоиды в контроле и в эксперименте. Сверху: эмбриоидные тельца на стадиях 30 и 110 дней дифференцировки, све-
товая микроскопия, фазовый контраст. Масштабный отрезок 200 мкм. Снизу: выявление маркеров мезодермальной
дифференцировки (Eomes и N-cadgerin), маркеров базальных кератиноцитов (К14) и маркера фибробластов (вимен-
тин) на стадии 30 дней дифференцировки; мышечных маркеров (актин и десмин) и маркера стержня волоса волося-
ного фолликула (AE13) на стадии 110 дней дифференцировки. ЭП – эпителий; ВФ – волосяной фолликул; СА – сеть
актина. Масштабные отрезки равны 200 мкм на всех изображениях, кроме правого изображения в группе с маркиро-
ванием виментина и К14 (400 мкм) и увеличенных фрагментов изображений (100 мкм). (б) Детекция сокращения ор-
ганоида, полученного из эмбриоидного тельца, обработанного HDACi. Фазово-контрастная микроскопия, 80 сутки
дифференцировки. Масштабный отрезок 200 мкм.
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of Cardiospheres Instead of Skin Organoids
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Pluripotent stem cells (PSCs) are a unique cell type that can differentiate into all cell types in the body. In PSC
culture, subpopulations with different levels of pluripotency may exist, which leads to different results during their
differentiation. One of the key factors that determine the state of pluripotency and influence the differentiation po-
tential of PSCs is the epigenetic state of cells, including the level of histone deacetylation. Activation of histone
deacetylase (HDAC) in human and mouse PSCs increases the percentage of heterochromatin. In this work, we
used a protocol for the differentiation of embryoid bodies from induced human pluripotent hIPSC cells, designed
for the formation of ectoderm and neuroectoderm with their subsequent development into skin organoids. How-
ever, after hIPSCs were exposed to HDAC inhibitors (sodium butyrate and valproic acid), the direction of their dif-
ferentiation changed: mesoderm was formed, which subsequently developed into contracting cardiospheres.
Keywords: hIPSCs, directed differentiation, HDAC, skin organoid, ectoderm, neuroectoderm, HDACi, car-
diospheres


