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Путем трансформации первичных кератиноцитов человека с помощью hTERT получена новая ста-
бильная клеточная линия. Клетки обладают видоизмененной морфологией, аномальными хромо-
сомным составом и экспрессией маркеров кератиноцитов, не проявляют контактного торможения
и способны к росту на различных культуральных средах, в условиях культивирования обладают
ограниченной стратификацией. При трансплантации иммунодефицитным мышам полученная
клеточная линия формирует опухоли.
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Основными контролерами клеточного старе-
ния являются теломеры – участки концов хромо-
сом, которые в первичных соматических клетках
постепенно укорачиваются с каждым раундом де-
ления. В половых и некоторых соматических
стволовых клетках активен рибонуклеиновый
комплекс – теломераза, каталитическая субъеди-
ница которого (hTERT) синтезирует теломерные
повторы и проявляет свои функции, будучи гете-
рологически экспрессирована в клетках разных
типов [1]. Однако эктопической экспрессии од-
ной hTERT не достаточно для иммортализации
кератиноцитов, которые требуют активации цик-
лин-зависимых киназ для прохождения кон-
трольных точек в митотическом цикле  [2, 3]. В
связи с этим исследователям доступно всего не-

сколько линий спонтанно иммортализовавшихся
кератиноцитов: NM1, HaCaT, NIKS [4, 5]. Ранее
было показано, что экспрессия в первичных ке-
ратиноцитах кДНК hTERT может привести к по-
лучению стабильных линий клеток [4], по-види-
мому, за счет дополнительной спонтанной транс-
формации.

В данной работе мы провели трансформацию
первичных кератиноцитов человека с помощью
hTERT, в результате чего была получена стабиль-
ная клеточная линия. Целью последующей рабо-
ты стало изучение свойств полученных клеток.

Выделение и культивирование первичных ке-
ратиноцитов были описаны ранее [6]. Имморта-
лизация производилась с помощью трансдукции
лентивирусным вектором, несущим кДНК hTERT.
Отбор иммортализованных клеток осуществлял-
ся с помощью селекции по устойчивости к пуро-
мицину.

Был произведен цитогенетический анализ
клеток методом G-дифференциального окраши-
вания.

Активность теломеразы была оценена с помо-
щью кита TRAPEZE (S7710) в соответствии с ука-
заниями производителя.

Фазово-контрастную микроскопию клеточ-
ных культур осуществляли на микроскопе EVOS
FL AUTO.

Трансплантация клеток в семенники иммуно-
дефицитных мышей осуществлялась по стандарт-
ному протоколу в условиях SPF-вивария [7].
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Рис. 2. Культура трансформированных кератиноцитов. Иммунофлуоресцентное окрашивание. Конфокальная мик-
роскопия. Синий – ДНК (DAPI). Красный – кератин 14 (а), теломераза (б).
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Рис. 3. Срез семенника мыши после трансплантации в него трансформированных кератиноцитов. Конфокальная
микроскопия. Синий – ДНК (DAPI). Зеленый – человеческие ядра. Красный – кератин 14 (а), кератин 10 (б), лори-
крин (в), теломераза (г). Белые стрелки указывают на клетки с тройным окрашиванием.
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Рис. 1. Фазово-контрастная микроскопия. Увеличение ×200. (а) культура первичных кератиноцитов; (б) появление
трансформированных кератиноцитов после процедуры иммортализации, среда CnT-07; (в) трансформированные ке-
ратиноциты, среда DMEM/F12 с 10% сыворотки.
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Создание кожных эквивалентов и изготовле-
ние криосрезов осуществляли по ранее описан-
ной методике [6]. В одной из групп вместо культу-
ральной среды CnT-Prime Airlift (Ztn-Bio, США)
использовали DMEM/F12 с 10% сыворотки и до-
бавлением ITS (Insulin-Transferrin-Selenium, до-
бавка инсулин-трансферрин-селен) и EGF (Epi-
dermal Growth Factor, рекомбинантный эпидер-
мальный фактор роста человека) (Gibco, США).

Иммунофлуоресцентное окрашивание кле-
точных культур и криосрезов осуществлялось по
методике, описанной ранее [8].

Конфокальную съемку производили на лазер-
ном сканирующем конфокальном микроскопе
LSM 880 на базе Axio Observer.Z1.

Культура первичных кератиноцитов перед
процедурой иммортализации имела типичную
для кератиноцитов морфологию “булыжной мо-
стовой” (рис. 1а). После лентивирусной транс-
дукции и селективного отбора в среде с антибио-
тиком в культуре появилась популяция клеток с
измененной морфологией, они были меньше в
диаметре, имели округлую форму и формировали
небольшое число крупных отростков (рис. 1б).

Рис. 4. Срезы кожных эквивалентов, полученных из трансформированных кератиноцитов и первичных дермальных
фибробластов человека. Конфокальная микроскопия. а, б, в – среда DMEM/F12 для стратификации. г, д, е – среда
CnT-Prime Airlift. Синий – ДНК (DAPI). Зеленый – кератин 14 (а, г), кератин 10 (б, д), коллаген 7 (в, е).
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После образования монослоя клетки демонстри-
ровали отсутствие контактного торможения. По-
сле нескольких пассажей данные клетки полно-
стью вытеснили другие кератиноциты, образовав
морфологически гомогенную популяцию, сохра-
нявшуюся на протяжении более 20 пассажей. В
среде DMEM/F12 с сывороткой, содержащей бо-
лее высокую концентрацию ионов кальция, чем
среда CnT-07, используемая на первых этапах ра-
боты, произошло изменение морфологии и осо-
бенностей роста: клетки стали более распластан-
ными, при этом, несмотря на продолжающийся
рост, не образовывали монослоя, оставляя про-
межутки между островками клеток, соединенны-
ми перешейками, а также обладали пониженной
адгезией к пластику (рис. 1в).

В результате цитогенетического исследования
в 100% клеток выявлен гипердиплоидный набор
хромосом (модальное число хромосом 55–69) с
множественными хромосомными аномалиями:
дупликацией участков р31-р32, р12-р36, q25-q44
1-й хромосомы, делеции участков q23-qter длин-
ного плеча 3-й хромосомы и q31-qter длинного
плеча 7-й хромосомы, дополнительные материа-
лы неизвестного происхождения на р-плече 4-й
хромосомы и на q-плече 13-й хромосомы, от 4 до
8 маркерных хромосом. Также, как и у других им-
мортализованных линий кератиноцитов, таких
как NM1 и NIKs, у данной клеточной линии на-
блюдается трисомия 8 хромосомы (у HaCaT тет-
расомия), увеличение числа генов которой пред-
положительно ответственно за спонтанную им-
мортализацию кератиноцитов [5].

В результате иммунофлуоресцентного окра-
шивания культуры клеток была выявлена экс-
прессия маркера базальных кератиноцитов – ке-
ратина 14 (K14) (рис. 2а), причем в паттерне экс-
прессии К14 практически отсутствует сеть

филаментов. Также клетки показывают отрица-
тельную окраску по кератину 5. Ранее сообща-
лось, что экспрессия этих кератинов является
маркером онкотрансформации и оба кератина
являются активными участниками сохранения
способности к активной пролиферации [9], по-
этому пути, способствующие трансформации по-
лученных нами клеток, еще предстоит выяснить в
последующих работах. Клетки также имеют нега-
тивное окрашивание по кератину 10 (K10) и
транскрипционному фактору p63, а часть ядер
клеток положительно окрашивается на теломера-
зу (рис. 2б).

При трансплантации в мышей линии Nude
Crl:NU(NCr)-Foxn1nu (Charles River, Германия)
данные клетки образовывают опухоли, в которых
обнаруживаются клетки, экспрессирующие тело-
меразу (рис. 3г). Среди них есть клетки, экспрес-
сирующие К14 и K10, выявляется также маркер
поздней стратификации эпидермиса – лорикрин
(рис. 3а, 3б, 3в). Также наблюдаются большие
тканевые образования без выраженных ядерных
структур, но положительные при окраске антите-
лами против материала ядер человека, что может
быть следствием терминальной дифференциров-
ки клеток в опухоли. Такая особенность в страти-
фикации отмечалась исследователями ранее для
спонтанно иммортализованной линии клеток ке-
ратиноцитов – HaCaT в условиях транспланта-
ции иммунодефицитным мышам [10].

При создании кожных эквивалентов имморта-
лизованные нами кератиноциты ведут себя схо-
жим образом вне зависимости от используемой
среды. Они образуют пласт, состоящий из 15–
30 слоев клеток. Все клетки в пласте экспрессиру-
ют К14, а клетки в верхних слоях и отдельные
клетки в толще экспрессируют К10 подобно клет-
кам HaCaT (рис. 4б, 4д). При этом наблюдается
нормальная экспрессия коллагена 7 в районе ба-
зального слоя (рис. 4в, 4е).

Мы показали с помощью метода TRAPEZE
telomerase detection kit (Millipore), что уровень ак-
тивности теломеразы в полученной нами новой
линии клеток сохраняется на протяжении почти
20 пассажей и выше, чем в HaCaT и HeLa (рис. 5),
и что вкупе с другими изменениями говорит о
глубокой трансформации метаболизма клеток.

Можно предположить, что поскольку сверх-
экспрессии теломеразы недостаточно для иммор-
тализации кератиноцитов, в данной линии кле-
ток произошли геномные перестройки и были
сформированы дополнительные эпигенетиче-
ские изменения, позволившие, независимо от те-
ломеразы, перейти клеткам этой культуры к дру-
гому состоянию, приведшему к иммортализации.

Данная клеточная линия может стать ценным
инструментом во многих исследованиях, связан-
ных с изучением механизмов межклеточных вза-

Рис. 5. Результаты теста TRAPeze. hKC hTERT – им-
мортализованные кератиноциты человека. В отрица-
тельном контроле (первичные кератиноциты) актив-
ность теломеразы ниже порога чувствительности те-
ста. По оси ординат – активность теломеразы
(амоль/мг белка/мин).
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имодействий, опухолеобразования и клеточной
дифференцировки.
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IMMORTALIZATION OF HUMAN KERATINOCYTES 
USING THE CATALYTIC SUBUNIT OF TELOMERASE

A. K. Beilina,b, N. G. Gurskayaa,b, N. А. Evtushenkob,c, E. V. Alpeevaa, A. V. Kosykha,b, V. V. Terskikha, 
Corresponding Member of RAS A. V. Vasilieva,c, and Corresponding Member of RAS E. A. Vorotelyaka,b,c,#

a Koltzov Institute of Developmental Biology of Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation
b Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, Russian Federation

c Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation
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A new stable line of human keratinocytes was obtained. The cells have altered morphology, both abnormal
chromosomal composition and expression of keratinocyte markers, do not show contact inhibition, could be
cultured in various media and have limited stratification ability in vitro. Upon transplantation into nude mice
the cells have tumorigenic properties.

Keywords: human keratinocytes, hTERT, transduction, spontaneous transformation, immortalization, cell
culture, skin equivalent, mice, tumorigenicity
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