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Получая пациент-специфичные индуцированные плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК) и дифференцируя их в заданном направлении, мы можем моделировать болезни человека, в том числе и вызванные хромосомными мутациями. 

В НИИ медицинской генетики СО РАМН (г. Томск) среди обследованных пациентов с умственной отсталостью были выявлены два пациента, у одного из которых обнаружена микроделеция, а у другого микродупликация в гене CNTN6. Ген CNTN6 – один из генов-кандидатов, связанных с заболеваниями, приводящими к интеллектуальным нарушениям. Мутации генов семейства контактинов, включая CNTN6, рассматриваются в настоящее время среди кандидатных факторов, связанных с  формированием аутизма и широкого спектра аутистических расстройств. 
Целью данной работы является получение и анализ ИПСК от обоих пациентов с мутациями в гене CNTN6.

Получение культур ИПСК из фибробластов пациентов проводили с помощью усиленной экспрессии экзогенных транскрипционных факторов человека OCT4, SOX2, KLF4, С-MYC, которые были введены в фибробласты с помощью лентивирусных векторов, содержащих эти гены. 

В трех независимых экспериментах получено 22 линии ИПСК с микроделецией и 7 линий с микродупликацией гена CNTN6. В первом эксперименте заражение клеток вирусами проводили по классическому протоколу Яманака, без спинокуляции, второй – со спинокуляцией клеток в течение 90 минут (1300 g) сразу после заражения вирусами, третий – со спинокуляцией в течение 60 минут (650 g). Спинокуляция позволяет вирусу с большей вероятностью проникнуть в клетку. Дальнейший анализ проведен на 7-и линиях с микроделецией. Цитогенетический анализ показал сохранение нормального диплоидного кариотипа в этих линиях. 

Анализ методом ОТ-ПЦР генов, характерных для плюрипотентных клеток (OCT4, NANOG, TDGF), показал, что эти гены активны в полученных линиях ИПСК. 
Иммунофлуоресцентный анализ маркеров плюрипотентности показал экспрессию в полученных линиях генов OCT4, SOX2, TRA-1-60, SSEA-4.  
С целью оценки плюрипотентного потенциала была проведена дифференцировка линий ИПСК методом образования  эмбриоидных телец (ЭТ). Анализ экспрессии генов-маркеров дифференцировки в ЭТ показал, что линии ИПСК способны дифференцироваться в производные трех зародышевых листков: эктодермы (SOX1, PAX6, MAP2), мезодермы (BRACHYURY, FLK1) и энтодермы (AFP). 

На основе проведенных анализов можно считать полученные линии плюрипотентными. 

В дальнейшей работе планируется провести дифференцировку полученных линий ИПСК в нейрональном направлении с целью проведения сравнительного анализа нейронов пациентов с мутациями гена CNTN6 и здорового донора.
