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Резюме. Трансплантація клітин є найбільш перспективним і фізіологічним підходом до лікування дисфункції 
ендокринних залоз. Отримані дані свідчать про ефективність застосування стовбурових клітин (stem cells, SC) 
для лікування низки ендокринних захворювань і, в першу чергу, цукрового діабету 1-го типу. SC — це клітини 
з клоногенним потенціалом, які можуть самостійно відновлюватися та диференціюватися в різні типи клітин. 
Вони відповідають за регенерацію та розвиток органів і тканин. SC надають багато можливостей для регене-
ративної медицини та слугують перспективною модельною системою для вивчення ранніх стадій розвитку 
ембріона людини. З’ясовано багато молекулярних механізмів, що лежать в основі самовідновлення та дифе-
ренціації SC. Основні сигнальні шляхи, задіяні в SC, є JAK/STAT, Notch, MAPK/ERK, PI3K/Akt, NF-κB, Wnt, Hedgehog 
(Нh), TGF-β та Hippo, які реалізують свою дію через численні, специфічні для кожного шляху транскрипційні 
фактори. Аналіз їх статусу та послідовності активації, пригнічення і взаємодії надзвичайно важливий в контек-
сті функціонування SC. 
Прорив у генерації плюрипотентних клітин із соматичних був досягнутий шляхом надекспресії специфічних 
факторів транскрипції. І ембріональні SC (embryonic stem cells, ESC), і індуковані плюрипотентні стовбурові 
клітини (induced pluripotent stem cells, iPSC) відрізняються здатністю розмножуватися в недиференційованому 
стані та диференціюватися в будь-який тип клітин в організмі людини, що відображає їх величезний терапев-
тичний потенціал.
Розробка протоколів для диференціації плюрипотентних клітин до β-клітин, що виробляють інсулін, вимагає 
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Прорив у генерації плюрипотентних клітин 
із соматичних було досягнуто шляхом над-
експресії специфічних факторів транскрип-
ції  [1]. ESC та iPSC відрізняються здатніс-
тю розмножуватися в недиференційованому 
стані та диференціюватися в будь-який тип 
клітин в організмі людини, що відображає їх 
величезний терапевтичний потенціал. Однак 
та сама пластичність, яка дозволяє плюрипо-
тентним стовбуровим клітинам генерувати со-
тні різних типів клітин, ускладнює їх контроль 
та представляє певну небезпеку з точки зору 
розробки клітинного продукту зі стовбурових 
клітин. На щастя, шляхи розвитку для різних 
видів дуже консервативні; сигнальні шляхи, 
які регулюють диференціацію клітин людини, 
подібні до тих, які регулюють ці процеси в ін-
ших організмах [2]. 

Розробка протоколів для диференціації 
плюрипотентних клітин до β-клітин, вимагає 
серії молекулярних сигналів, які можна було 
б виявити в моделях in vivo [3]. У протоколах 
розвитку β-клітин із плюрипотентних клітин 
було встановлено шість стадій із використан-
ням специфічних індукувальних факторів для 
отримання острівців, що містять β-клітини. 
Для оцінки прогресу та ефективності процесу 
диференціації використовуються специфічні 
маркери  [4]. Перші три стадії диференціації 
породжують майже однорідну (приблизно на 
90% клональну) популяцію попередників, які 
експресують основний фактор транскрипції 
гомеобокс підшлункової залози та дванад-
цятипалої кишки 1  (pancreatic and duodenal 
homeobox 1, PDX1). Після цього окремі по-
пуляції ідентифікуються шляхом визначення 
С-пептиду, пан-ендокринного маркера хромо-
граніну А (сhromogranin A, CHGA) та фактора 
транскрипції β-клітин NKX6.1. 

Індукцію ентодерми з плюрипотент-
них SC вивчали на моделях тварин, і серед 

чіткого розуміння участі та перехресної взаємодії цілого ряду сигнальних систем клітини та залежних від них 
транскрипційних факторів. У протоколах розвитку β-клітин із плюрипотентних клітин було встановлено шість 
стадій із використанням специфічних індукувальних факторів. Для оцінки прогресу та ефективності процесу 
диференціації використовуються специфічні маркери.
Ключові слова: стовбурові клітини, сигнальні шляхи, транскрипційні фактори.

найважливіших факторів, які регулюють цей 
початковий крок до зародкової лінії, є надро-
дина факторів росту, зокрема трансформуваль-
ний фактор росту бета (transforming growth 
factor beta, TGF-β). Утворення дефінітивної 
ентодерми визначається експресією білка 
forkhead box protein A2 (FOXA2) та транскрип-
ційного фактора SRY-box 17  (SOX17). Піс-
ля появи дефінітивної ентодерми, ентодерма 
підшлункової залози (ПШЗ) детермінується 
наявністю факторів PDX1, NK6 homeobox  1 
(NKX6.1), SOX9  та асоційований із під-
шлунковою залозою фактор транскрипції  1А 
(pancreas-associated transcription factor 1А, 
PTF1A)  [5]. Потім клітини ентодерми ПШЗ 
діляться на ендокринну та екзокринну залозу. 
Протоки екзокринної ПШЗ підтримують екс-
пресію SOX9, а ацинарні клітини — експресію 
PTF1A  [6]. Ендокринні клітини-попередники 
зберігають експресію PDX1  та NKX6.1, але, 
перш за все, вони індукують експресію нейро-
генін 3  (neurogenin-3, NEUROG3) та нейрон-
на диференціація 1  (neuronal differentiation 1, 
NEUROD1).

Деякі фактори транскрипції мають ви-
рішальне значення для специфікації та ди-
ференціації ендокринного лінеажу, такі як 
NEUROG3  та NEUROD1. Показано, що піз-
нє дозрівання β-клітин регулюється таки-
ми факторами, як V-maf гомолог А онкогену 
м’язово-апоневротичної фібросаркоми (V-maf 
musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene 
homolog A, MAFA), MAFB, білок парного боксу 
(paired box gene, PAX6) та естроген-зв’язаний 
рецептор-γ (estrogen-related receptor-γ, ERR-γ), 
також відомий як NR3B3 [7, 8].

PDX1
PDX1  є фактором транскрипції, експресія 

якого спостерігається ще на ембріонально-
му 8,5 дня (E8,5) на 5-6 стадіях сомітів у ми-
шей та приблизно на 4-му тижні вагітності в 
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людини  [7, 9]. PDX1  необхідний для ранньо-
го ембріонального розвитку ПШЗ, а також 
для подальшої диференціації лінеажів залози. 
Коли експресія PDX1 з Е11.5 (після утворен-
ня нормального епітелію та протоків ПШЗ) 
блокується - протягом усього періоду пологів 
у вагітних мишей, розвиток ПШЗ також зу-
пиняється, про що свідчить нерозвинений за-
лишок ПШЗ, що складається лише з протоків, 
але без ацинарів або β-клітин. 

У зрілих β-клітинах виснаження та зни-
ження кількості PDX1  індукує неперенос-
ність глюкози, що свідчить про критичну роль 
PDX1 у підтримці функції β-клітин [7]. Це уяв-
лення також підтверджується ідентифікацією 
MODY4  (maturity-onset diabetes of the young 
4) — типу діабету, спричиненого моногенними 
гетерозиготними дефектами в гені PDX1  [10]. 
У мишей із нецукровим діабетом (NOD) та 
в пацієнтів із цукровим діабетом 1-го типу 
(ЦД1) виявляють аутоантитіла до PDX1, а це 
свідчить, що PDX1  може бути аутоантигеном 
при ЦД1 [11]. При цукровому діабеті 2-го типу 
людини (ЦД2) рівень експресії PDX1 β-клітин 
острівців також порушується [12]. Ці дані під-
креслюють вирішальну роль PDX1 у ранньому 
формуванні ембріональної ПШЗ, специфікації 
різних ендокринних лінеажів і пізнішого дозрі-
вання функціональних β-клітин.

ChIP-seq (chromatin immunoprecipitation 
sequencing) для PDX1  виявив загалом 
8088  зв’язаних із PDX1 областей, які відно-
сяться до 5664  генів в PP (human pancreatic 
progenitors), отриманих з iPSC. Таргетні об-
ласті PDX1  включають важливі транскрип-
ційні фактори ПШЗ, такі як сам PDX1, RFX6, 
HNF1B і MEIS1, які активуються під час про-
цесу диференціювання. Це було виявлено 
за допомогою активного маркера хроматину 
H3K27ac і профілю експресії мРНК, що свід-
чить про існування авторегуляторного зво-
ротного зв’язку, який підтримує експресію 
PDX1 та ініціює програму активації факто-
рів транскрипції ПШЗ. Було ідентифіковано 
кілька таргетних генів PDX1  людини, вклю-
чаючи RFX3, необхідний для циліогенезу та 
ендокринної диференціації в мишей, і ліганд 
рецептора Notch DLL1, який важливий для 
ендокринної індукції. Порівняння профілів 
експресії PDX1 з PP і острівців дорослої лю-
дини виявило набори специфічних для стадії 

генів-мішеней, пов’язаних із раннім розви-
тком ПШЗ та функцією дорослих β-клітин 
відповідно. Крім того, виявили збагачення 
ЦД2-асоційованих SNP у ділянках активного 
хроматину з PP, отриманих з iPSC. Два з цих 
SNP знаходяться в ділянках зайнятих PDX1, 
які розташовані в інтронних областях TCF7L2 
і HNF1B. Обидва ці гени є ключовими регуля-
торами транскрипції ендокринної індукції, а 
мутації в цис-регуляторних областях визнача-
ють схильність до діабету [10].

Було зазначено, що комбінація PDX1, 
MAFA та NEUROG3 здатна перепрограмувати 
різні типи клітин на β-подібні клітини ПШЗ 
(pancreatic β-like cells  — pβLC)  [13]. Pax4, 
фактор транскрипції, відіграє ключову роль 
у регуляції дозрівання β-клітин ПШЗ (pβC). 
Досліджувалась здатність Pax4  синергетично 
діяти з PDX1, NEUROG3  і MAFA для дифе-
ренції мезенхімальних стовбурових клітин 
пуповини людини (HuMSC) у функціональ-
ні pβCs in vitro. HuMSC трансфіковані аде-
новірусом (Ad), що експресує GFP (enhanced 
green fluorescence protein), Pax4  (Ad-Pax4), 
PDX1+MAFA+NEUROG3  (Ad-3F) або Ad-
Pax4 + Ad-3F. 

Результати свідчать про те, що порівняно з 
Ad-3F клітинами, котрансфіковані Ad-Pax4  і 
Ad-3F, експресували вищі рівні інсуліну і 
C-пептиду, а також гени, що експресуються в 
клітинах-попередниках β ПШЗ, і секретува-
ли більше інсуліну у відповідь на підвищення 
рівня глюкози. Це дослідження продемонстру-
вало, що Pax4 був здатний синергетично діяти 
з факторами транскрипції PDX1, NEUROG3 і 
MAFA для перетворення HuMSC у функціо-
нальні pβLC. HuMSC можуть бути потенцій-
ними посівними клітинами для генерування 
функціональних pβLC при терапії діабету [14].

NEUROG3
NEUROG3  є членом сімейства факторів 

транскрипції типу основна спіраль-петля–
спіраль (bHLH), які беруть участь у функ-
ціонуванні центральної нервової системи та 
розвитку ембріональної ПШЗ. Він є раннім 
маркером клітин, що диференціюються до пер-
винної ендокринної долі. NEUROG3-нульові 
миші демонструють нездатність до утворен-
ня ендокринних клітин-попередників, тоді як 
надекспресія фактора призводить до приско-
рення диференціації. 
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Під час ембріонального розвитку ПШЗ 
миші експресія NEUROG3 спочатку спостері-
гається в дорсальному епітелії ПШЗ на стадії 
Е9, зростає між Е9,5 та Е15,5, а потім зменшу-
ється до дуже низького рівня в підшлунковій 
залозі новонароджених. За розвитку ПШЗ 
людини експресія спостерігається з 8-го тиж-
ня і досягає свого піка приблизно на 11-му 
тижні  [9]. NEUROG3 розглядається як про-
ендокринний ген, критичний для ендокринної 
долі ПШЗ, оскільки він не ко-експресується 
з гормонами зрілих ендокринних клітин, та-
ких як інсулін, глюкагон, соматостатин та 
поліпептид ПШЗ. Форсована експресія гена 
NEUROG3  в клітинах-попередниках ПШЗ 
в ембріонах миші під контролем промотора 
PDX1  викликає диференціювання ендокрин-
них клітин, насамперед альфа-клітин, і блокує 
розвиток екзокринних клітин. І навпаки, у ми-
шей із дефіцитом NEUROG3 чотири типи клі-
тин острівців (альфа, бета, дельта та клітини 
поліпептиду ПШЗ) та клітини-попередники 
ендокринної системи не генеруються, і ново-
народжені вмирають від діабету [15]. 

Цікаво, що NEUROG3+/- гетерозигот-
ні острівці не виявляють помітної різниці 
від острівців NEUROG3+/+ щодо експре-
сії PDX1, NKX6.1, GLUT2, MAFA та MAFB 
на клітину  [16]. Це свідчить про те, що поки 
клітини розвиваються в ендокринному на-
прямку замість екзокринного під час стиму-
ляції NEUROG3, відносно низький рівень 
NEUROG3  в клітинах несуттєво впливає на 
диференціацію β-клітин.

Всупереч цим спостереженням, залишаєть-
ся неясним, чи необхідний NEUROG3 для роз-
витку β-клітин у людини. На відміну від до-
сліджень на мишах, усі зареєстровані пацієнти 
з біалельними мутаціями в NEUROG3  мали 
функціональні ендокринні клітини, здатні ви-
вільняти С-пептид, попри важкий кишковий 
анендокриноз із дитинства  [17]. Ці випадки 
вказують на наявність клітин, що секретують 
інсулін, і причина цього поки що невідома. 
Цілком можливо, що ці мутації є гіпоморфни-
ми або нульовими, враховуючи той факт, що 
тести на функціональність в основному об-
межуються здатністю активувати NEUROD1. 
Однак, очевидно, що NEUROG3  має вели-
ке значення для розвитку та функціонуван-
ня β-клітин, оскільки всі біалельні мутовані 

пацієнти мають постійний діабет, хоча гранич-
ний рівень потреби в NEUROG3  може бути 
відносно низьким, оскільки всі гетерозиготні 
батьки не мають діабету. У мишей ЦД1  db/
db рівень експресії NEUROG3  помітно під-
вищується  [18]. На відміну від цього, немає 
жодних доказів, що свідчать про зміну екс-
пресії NEUROG3  у β-клітинах людини при 
ЦД2  [12]. У мишей із NOD хронічна інфіль-
трація імунних клітин у підшлункову зало-
зу корелює з появою NEUROG3-позитивних 
клітин, що вказує на певну ступінь неогенезу 
β-клітин під час автоімунного запалення [19]. 
Подібно до β-клітин людини при ЦД2, дослі-
дження не показують різниці у відсотках клі-
тин із NEUROG3  (5-10%) між здоровими і 
ЦД1-острівцями людини [7, 20].

MAFA
MAFA, також відомий як RIPE3b1, є чле-

ном сімейства MAF з основною лейциновою 
застібкою. Він ідентифікований як фактор 
транскрипції, який специфічно зв’язується 
з консервативним інсуліновим енхансерним 
елементом — RIPE3b/C1-A2 і активує експре-
сію гена інсуліну. У мишей MAFA спочатку 
виявляється в Е13,5  тільки в інсулін-проду-
куючих клітинах і експресується виключно в 
β-клітинах ПШЗ дорослих тварин. Подібно 
до гризунів, MAFA майже не виявляється в 
ембріонах людини до 21  тижня та експресія 
поступово зростає після народження. Зв’язок 
між експресією MAFA та розвитком GSIS, 
а також, між експресією MAFA та зрілістю 
β-клітин, підтверджується дослідженнями на 
мишах із дефіцитом MAFA, які демонстру-
ють порушення GSIS, аномальну архітектуру 
острівців та явний діабет після пологів через 
50 тижнів [7]. Навпаки, чутливість до глюкози 
може бути досягнута в неонатальних острів-
цях дводенних тварин (Р2), якщо утворення 
MAFA індукується аденовірус-опосередко-
ваною гіперекспресією  [21]. Дослідження по-
казали, що острівці осіб із ЦД2  мають гіршу 
здатність до GSIS, ніж нормальні острівці, 
що супроводжується порушенням експре-
сії MAFA  [12]. Крім того, було показано, що 
функціональні поліморфізми MAFA асоцію-
ються з ЦД1  на моделі мишей NOD та в па-
цієнтів  [22]. Індукція експресії MAFA також 
важлива для регенерації функціональних і зрі-
лих β-клітин із плюрипотентних стовбурових 
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клітин. Фізіологічно керована ​​індукція MAFA 
в hESC виявляється корисною для поліпшен-
ня GSIS  [23]. Крім того, ектопічна експресія 
MAFA поза нормальним контекстом щодо 
розвитку PDX1-позитивних або NEUROG3-
позитивних ендокринних попередників ПШЗ, 
шкідлива для диференціації β-клітин  [24]. А 
це підкреслює, що тонке налаштування часо-
вого вікна та рівня експресії MAFA мають ви-
рішальне значення для правильного дозріван-
ня β-клітин.

Взаємодія між PDX1, NEUROG3  та 
MAFA

На додаток до своєї незалежної ролі в 
розвитку та дозріванні β-клітин, PDX1, 
NEUROG3 та MAFA також взаємодіють та вза-
ємно регулюються в процесі розвитку ПШЗ. 
Через обмежену доступність β-клітин людини 
взаємодія між трьома факторами краще вивче-
на на моделях гризунів. PDX1 регулює експре-
сію NEUROG3. Миші з гомозиготною мутаці-
єю передчасного усічення PDX1  на С-кінці, 
яка не важлива для органогенезу ПШЗ, де-
монструють зменшення кількості NEUROG3-
позитивних клітин починаючи від Е13,5 до Р1. 
Крім того, рівні транскрипції NEUROG3, а 
також інших факторів транскрипції, що регу-
люють експресію гена NEUROG3, включаючи 
SOX9, Hnf6, Hnf1b та ​​FOXA2, зменшуються у 
мишей з мутованим PDX1. Це свідчить про те, 
що PDX1  регулює NEUROG3  безпосередньо, 
але не виключно, завдяки його ролі у форму-
ванні клітин-попередників ПШЗ. PDX1  та-
кож регулює експресію MAFA  [7], оскільки 
експресія гена MAFA в острівцях мишей із но-
каутом PDX1 знижується порівняно з мишами 
дикого типу. 

Схоже, що NEUROG3  має мінімаль-
ний вплив на PDX1, оскільки мовчання 
NEUROG3  в hESC лише незначно зменшує 
кількість PDX1-позитивних клітин порів-
няно з hESC дикого типу  [25]. Інші фактори 
β-клітин також беруть участь у функціональ-
ній взаємодії між PDX1, NEUROG3 та MAFA. 
Наприклад, PDX1  безпосередньо взаємодіє з 
NEUROD1 і утворює комплекс активації тран-
скрипції на промоторі гена інсуліну [7]. Разом 
з NKX2.2, транскрипційним фактором нижче в 
регуляторному ланцюгу щодо NEUROG3 [26] 
та FOXA2, ключовим маркерним геном клі-
тин дефінітивної ентодерми, PDX1  регулює 

експресію MAFA, специфічну для β-клітин, 
шляхом зв’язування з енхансерним регіоном 
MAFA. MAFA та споріднені з ним білки MAFB 
також регулюють експресію PDX1  шляхом 
зв’язування з контрольним регіоном Area II, 
що сприяє транскрипції PDX1 in vivo [7].

NEUROD1
Фактор транскрипції NEUROD1 (Neuronal 

Differentiation 1) необхідний для дозрівання 
β-клітин та збільшення клітинної маси острів-
ців ПШЗ. Мутації гена Neurod1  викликають 
діабет у людей та мишей. Однак деякі аспекти 
щодо необхідності NEUROD1  для розвитку 
ПШЗ до кінця не вивчені [27].

Комплексна взаємодія мереж факторів тран-
скрипції регулює специфіку, диференціацію, 
експансію та дозрівання ендокринних клітин 
у підшлунковій залозі, що розвивається  [28, 
29]. Фактор транскрипції NEUROD1 зі струк-
турним мотивом — основна структура спіраль-
петля-спіраль (bHLH — basic helix–loop–helix) 
утворює гетеродимери з іншими білками bHLH 
і активує транскрипцію генів, які містять специ-
фічну послідовність ДНК, відому як E-box. Бі-
лок масою 39920 Да складається з 356 амінокис-
лот. В острівцевих клітинах, фосфорилюється 
по Ser-274 при стимуляції глюкозою, що може 
бути необхідним для ядерної локалізації. В ак-
тивованих нейронах, фосфорилювання по Ser-
335  сприяє росту дендритів. Фосфорилюється 
MAPK1, що регулює гетеродимеризацію та 
зв’язування ДНК. Фосфорилювання по Ser-266  
та Ser-274 посилює трансактивацію інсуліново-
го промотора в клітинах інсуліноми, стимульо-
ваних глюкозою [27].

Він є необхідним для розвитку ПШЗ, оскіль-
ки миші з делеціями в гені NEUROD1  гинуть 
перинатально внаслідок важкого діабету  [30]. 
Мутації в гені NEUROD1  у людей пов’язані 
з діабетом дорослого типу в дітей (MODY  — 
maturity-onset diabetes of the young), особливо 
MODY6, а також зі сприйнятливістю до гостро-
го розвитку цукрового діабету 1-го типу. Він 
регулює експресію гена інсуліну і мутації цьо-
го гена призводять до цукрового діабету 2-го 
типу. Інактивація NEUROD1 в ембріональних 
стовбурових клітинах людини призводить до 
втрати можливості активувати транскрипційну 
мережу β-клітин і їх диференціювання у функ-
ціональні β-клітини  [30]. NEUROD1  разом із 
PDX1, ISL1 та MAFA є ключовими факторами 
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транскрипції, що регулюють синтез інсуліну 
в β-клітинах ПШЗ у відповідь на зміни рівня 
глюкози в крові  [27]. Згідно з цими спостере-
женнями, видалення NEUROD1  у популяції 
клітин, що виробляють інсулін, на початку їх 
утворення під час розвитку ПШЗ призводить 
до вираженої непереносності глюкози та не-
зрілості β-клітин, хоча в таких мишей форму-
вались острівці, порівнянні за розміром з конт
ролем і тварини доживали до дорослого віку.

Під час розвитку ПШЗ миші мРНК 
NEUROD1 спочатку експресується в при-
мордії ПШЗ на стадії Е9,5  разом із першими 
глюкагон+ клітинами та продовжує експре-
суватися в ендокринних попередниках α- і 
β-клітин (рис.). Попри те, що глюкагон-про-
дукуючі α- та інсулін-продукуючі β-клітини, 
виявляються під час вторинного переходу в 
NEUROD1-нуль підшлунковій залозі, елімі-
нація NEUROD1  призводить до неспромож-
ності збільшувати масу β-клітин через зни-
ження проліферації на стадії Е17,5  [30] або 
апоптоз [27]. Цей факт свідчить про функціо-
нальну роль NEUROD1 під час фази експансії 
β-клітин. Однак роль NEUROD1  у ранньому 
розвитку ПШЗ та диференціації α та β-клітин 
досі незрозуміла. Елімінація NEUROD1 у ми-
шей суттєво впливала на мережі транскрип-
ційних факторів α- та β-ендокринних ліній під 
час ранньої фази вторинного переходу роз-
витку ПШЗ, включаючи зниження експресії 

Arx, PDX1, NKX2.2, MAFA, MAFB, Insm1, 
Pax6, Pax4  і POU3F4. Нокаут NEUROD1  у 
hESC призводив до значного зменшення екс-
пресії найважливіших факторів транскрипції 
β-клітин, включаючи MAFA, Pax6, NKX2.2, 
Insm1  та PDX1  [30]. Комбінаторні взаємо-
дії NEUROD1  і NKX2.2  [31] та NEUROD1  з 
Insm1 і FOXA2 важливі для розвитку та функ-
ціонування β-клітин.

OCT
Сімейство білків OCT (октамер-зв’язуючий 

транскрипційний фактор (octamer-binding 
transcription factor)) включає вісім факторів 
транскрипції, які зв’язуються зі специфічни-
ми послідовностями-мішенями й регулюють 
експресію генів  [34]. Ці фактори відіграють 
важливу роль у підтримці клітинної ідентич-
ності в різних тканинах та в опосередкуван-
ні рішень щодо долі клітин протягом усього 
ембріонального розвитку [35]. Оскільки білки 
OCT регулюють експресію сотень генів-міше-
ней, які визначають і підтримують клітинну 
ідентичність, ектопічна експресія цих білків 
широко використовується як засіб для пере-
направлення та перепрограмування клітинної 
ідентичності  [36]. Прикладом може бути пе-
репрограмування соматичних клітин в інду-
ковані нейронні стовбурові клітини (iNSC) з 
OCT9 або в індуковані плюрипотентні стовбу-
рові клітини (iPSC) з OCT4 [37].

Рис. Транскрипційні фактори, які беруть участь у розвитку і дозріванні β-клітин in vivo [32].
Примітка: деталі в тексті; див. «Список скорочень».

Fig. Transcription factors involved in the development and maturation of β-cells in vivo [32].
Note: details are in the text; see «List of abbreviations».
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Можливо, найбільш вивченим членом роди-
ни OCT є OCT4, не тільки через його істотну 
фізіологічну роль у ранньому ембріональному 
розвитку, а й завдяки його унікальним тран-
скрипційним функціям у біології перепрогра-
мування [38, 39]. OCT4 — єдиний білок OCT, 
який може індукувати плюрипотентність  [40, 
41], що стало дещо несподіваним відкриттям, 
оскільки члени родини OCT демонструють 
глибоку консервативність їх амінокислотних 
послідовностей. Ці спостереження викли-
кали значний інтерес до досліджень, як саме 
OCT4 викликає плюрипотентність і чому інші 
члени сім’ї OCT не мають такого ефекту.

Останні дослідження сформували нові уяв-
лення про біологію перепрограмування як із, 
так і, без екзогенного введення OCT4. Було 
показано, що перепрограмування соматичних 
клітин до плюрипотентності насправді мож-
на досягти шляхом повного скасування екто-
пічної експресії OCT4 [42, 43]. Цей результат 
вказує на те, що перепрограмовані клітини 
набувають і встановлюють самопідтримува-
ний плюрипотентний стан, який викликаєть-
ся ендогенною експресією OCT4. Важливо, 
що перепрограмування без використання ек-
зогенного OCT4  значно покращує загальну 
якість iPSC, оскільки екзогенний OCT4 може 
порушувати експресію імпринтованого гена 
та провокувати нецільові ефекти [43]. Дійсно, 
iPSC, створені без використання екзогенно-
го OCT4  демонструють визначний потенціал 
розвитку. Ці спостереження показали, що ін-
дукція плюрипотентності може бути досяг-
нута до тих пір, поки ендогенний OCT4 може 
бути активований, прямо чи опосередковано. 
Стало зрозуміло, що, хоча ендогенна експресія 
OCT4  є необхідною, екзогенний OCT4  — до-
статній, але не необхідний фактор для пере-
програмування соматичних клітин.

Нещодавно було показано, що практично 
всі білки OCT компетентні щодо перепрогра-
мування і вони можуть активувати в різному 
ступені мережу плюрипотентності за опти-
мальних умов  [44, 45], що визначаються різ-
ними епігеномами клітин-донорів, які відріз-
няються не тільки між типами клітин-донорів, 
але й між видами.

Сімейство білків POU (Pit-OCT-Unc) вклю-
чає 15 факторів транскрипції, які зв’язуються 
зі специфічними послідовностями-мішенями. 

Білки POU відіграють різноманітну роль у 
широкому діапазоні клітинних процесів [35] і 
поділяються на шість класів (POU I до POU 
VI) на основі подібності послідовностей їх 
ДНК-зв’язуючих доменів (DBD  — DNA-
binding domain). Лише білки класів POU II, 
III та V, які переважно зв’язуються з окта-
мерним мотивом (консенсусна послідовність 
ATGCAAAT) та його варіантами, класифі-
куються як октамер-зв’язуючі (OCT) білки. 
Білки інших класів POU (POU I, IV і VI) 
демонструють нижчу афінність зв’язування з 
октамерним мотивом [34].

Група OCT складається з восьми білків 
(OCT1, OCT2, OCT4, OCT6, OCT7, OCT8, 
OCT9  та OCT11), а нумерація кожного білка 
ґрунтується на позиції, до якої зв’язуються 
ДНК-зонди, що використовуються в аналізах 
зсуву електрофоретичної рухливості (EMSA). 
Білки OCT мають висококонсервативний дво-
дольний DBD, що складається з двох структур-
но незалежних субдоменів, 75-амінокислот-
ного N-кінцевого POU-специфічного домену 
(POU S) та 60-амінокислотний C-кінцевий 
POU гомеодомен (POU H) [34]. Кожен домен 
POU може зв’язувати послідовність із чоти-
рьох пар основ у головній канавці ДНК, тим 
самим розміщуючи кожен домен POU по оби-
дві сторони від спіралі ДНК і ефективно ото-
чуючи таргетні послідовності ДНК [37, 38]. 
Лінкер, який різниться по довжині та по-
слідовності між білками OCT, фланкований 
цими двома доменами POU  [35]. Цей лінкер 
також впливає на специфічність зв’язування 
до послідовностей ДНК та конформацію біл-
ків OCT, хоча, схоже, він фізично не взаємодіє 
з самою послідовністю ДНК.

Посттрансляційні модифікації доменів 
POU, включаючи убіквітинацію, глікозилю-
вання, SUMOїлювання, фосфорилювання 
й окислення, також впливають на здатність 
зв’язування білків OCT до споріднених послі-
довностей ДНК [46, 47].

Білки OCT утворюють гомодимери або ге-
теродимери з іншими білками-партнерами 
на специфічних таргетних послідовностях, 
додаючи додатковий механізм контролю ге-
нів-мішеней. Білки OCT містять два трансак-
тиваційні домени (TAD), які розташовані по 
обидва боки DBD. На відміну від DBD, TAD 
мають мало консервативних послідовностей і 
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різняться по довжині між білками OCT. Відо-
мо, що TAD відіграють важливу роль у тран-
скрипційній стимуляції генів-мішеней шля-
хом взаємодії з базальною транскрипційною 
машинерією та іншими кофакторами [34].

OCT4  належить до класу POU V  [35]. Це 
найкраще охарактеризований OCT через його 
важливе біологічне значення в ранньому емб-
ріональному розвитку, підтримці статевих 
клітин, плюрипотентності SC та перепро-
грамуванні клітин  [38, 39]. OCT4  інтенсивно 
експресується в тотипотентних і плюрипо-
тентних клітинах, включаючи ооцити, ембрі-
они ранніх етапів, внутрішню клітинну масу 
(ICM) бластоцист, епібласти, ESC та статеві 
клітини. Експресія OCT4  регулюється дво-
ма цис-енхансерними елементами (дистальні 
та проксимальні енхансери), які розташова-
ні за 2  kb вище від місця старту транскрип-
ції. Активність цих енхансерів відрізняється 
між різними типами клітин. Проксимальний 
енхансер (PE) активний в епібластах по-
стімплантаційних ембріонів та стовбурових 
клітинах епібластів (EpiSC), тоді як дисталь-
ний енхансер (DE) активний в ICM, ESC та 
статевих клітинах. Зниження рівня експре-
сії OCT4  в ESC ініціює їх диференціацію до 
первинних ентодермальних, мезодермальних 
та трофектодермальних клітинних ліній. Ці 
спостереження разом із відкриттям технології 
iPSC [37] підкреслили функціональне значен-
ня OCT4 як для підтримки, так і для встанов-
лення плюрипотентності.

Протягом багатьох років із кількох при-
чин широко вважалося, що екзогенне введення 
OCT4  є найважливішим і незамінним факто-
ром у процесі перепрограмування. Так, SOX2, 
KLF4  та c-Myc можуть бути замінені члена-
ми своїх родин, а OCT4  не може бути заміне-
ний жодним із його паралогів  [40, 41]. Також, 
на відміну від SOX2, KLF4  або c-Myc, тільки 
OCT4 сам по собі може викликати перепрогра-
мування, коли певні шляхи або молекули інгі-
буються сполуками (наприклад, VPA, інгібітор 
HDAC або CHIR-99021, інгібітор GSK-3) або 
коли специфічний тип клітин використовується 
як клітини-донори (наприклад, NSC)). Нарешті, 
порушення ключових функцій OCT4  шляхом 
делецій у структурних компонентах або введен-
ня інактивуючих точкових мутацій повністю 
скасовує процес перепрограмування [40, 41].

Однак, точка зору, що екзогенний OCT4 не-
обхідний для перепрограмування, нещодавно 
змінилася. Безперечно, включення OCT4 в су-
міші для перепрограмування є найбільш ефек-
тивним засобом для утворення iPSC. Проте 
останні дослідження показали, що екзогенний 
OCT4 може бути повністю виключений із су-
мішей перепрограмування або його можна 
замінити членами його родини, різними фак-
торами транскрипції або малими молекула-
ми [42, 44, 45, 48, 49]. Наприклад, Nr5a1 (Sf-1), 
Nr5a2  (Lrh1) або Sall4/NANOG кожен може 
функціонально замінити OCT4  і викликати 
перепрограмування разом із SOX2, KLF4  та 
c-Myc. Примітно, що ці гени знаходяться ге-
нетично вище від OCT4, так що їх ектопічна 
експресія може безпосередньо активувати ен-
догенну експресію OCT4, що призводить до 
генерації iPSC. ДНК-деметилаза Tet1  також 
може функціонально замінити OCT4 при пере-
програмуванні. Ектопічна експресія Tet1 опо-
середковує деметилювання в регуляторних 
областях OCT4, що призводить до активації 
ендогенного OCT4. Ці дослідження чітко де-
монструють, що індукція плюрипотентності в 
поєднанні з SOX2, KLF4  та c-Myc може опо-
середковуватися без екзогенного OCT4  шля-
хом використання альтернативних факторів, 
здатних безпосередньо активувати ендогенну 
експресію OCT4 [34].

Цікаво, що гени, які безпосередньо не регу-
люють ендогенний локус OCT4, також можуть 
викликати перепрограмування разом із SOX2, 
KLF4 та c-Myc. Ці гени включають GATA1-6, 
SOX7, PAX1, Cebpa, Hnf4a та Grb2, більшість з 
яких у нормальних фізіологічних процесах не 
знаходяться генетично вище за OCT4 і не екс-
пресуються в ESC або iPSC. Більшість із цих 
факторів зазвичай функціонують як фактори 
транскрипції, специфічні для клітинної лінії, 
і відіграють важливу роль у визначенні долі 
клітин мезодермальних та ентодермальних 
лінеажів під час ембріонального розвитку. До-
слідження, спрямоване на розшифровку моле-
кулярних механізмів перепрограмування на 
основі фактора GATA, показало, що ектопіч-
на експресія цього фактора може активувати 
Sall4, який, своєю чергою, активує ендогенний 
OCT4, і в результаті призводить до генерації 
iPSC без екзогенного введення OCT. Було ви-
словлено припущення, що непряма активація 
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ендогенної експресії OCT4 може бути звичай-
ним способом ініціації перепрограмування 
усіма іншими факторами транскрипції, специ-
фічними для даної лінії [50].

На додаток до ектопічної експресії генетич-
них факторів, специфічні хімікати також мо-
жуть функціонально замінювати екзогенний 
OCT4  та індукувати плюрипотентність у по-
єднанні з SOX2, KLF4  та c-Myc. Наприклад, 
NSC, трансдуковані з SOX2, KLF4 та c-Myc та 
культивовані в присутності BIX-01294, інгібі-
тора гістонової метилтрансферази G9a, утво-
рюють колонії iPSC. G9a критично важливий 
для метилювання ДНК de novo в регуляторних 
регіонах OCT4. Таким чином, додавання BIX-
01294 спричиняє деметилювання в регулятор-
них областях OCT4, що призводить до актива-
ції ендогенної експресії OCT4 [34].

У ембріональних фібробластах миші ек-
зогенний OCT4  можна функціонально замі-
нити різними іншими малими молекулами, 
включаючи агоніст сАМР форсколін, агоніст 
5-HT3  2-метил-5-гідрокситриптамін або інгі-
бітор казеїнкінази 1 D4476.

Низька якість iPSC в результаті перепро-
грамування є ключовим обмеженням, яке об-
межує застосування iPSC у регенеративній 
біомедицині. Було показано, що на якість 
iPSC може безпосередньо впливати стехіоме-
трична експресія факторів перепрограмуван-
ня (наприклад, OCT4high/KLF4high/SOX2low/
c-Myclow), добавки в клітинні культуральні 
середовища (наприклад, вітаміну С) та/або 
вибір факторів перепрограмування (напри-
клад, Sall4/NANOG/Esrrb/Lin28a або OCT4/
SOX2/KLF4) [51].

Хоча перепрограмування за допомогою 
c-Myc разом з OCT, SOX2 та KLF4 забезпечує 
більший вихід iPSC, c-Myc чинить негативний 
вплив на імпринтовані локуси, що призводить 
до значного зниження потенціалу розвит
ку  [51]. Нещодавно виявили, що якість iPSC 
різко знижується при експресії екзогенного 
OCT4 [49].

Фактично, лінії клітин, генеровані поліци-
стронною експресією SOX2, KLF4  та c-Myc 
без OCT4, утворювали iPSC набагато ефек-
тивніше, ніж лінії, генеровані звичайною по-
ліцистронною експресією чотирьох факторів. 
Порівнюючи транскриптоми та епігеноми між 
серією ліній iPSC, створених із двома різними 

сумішами для перепрограмування, тобто з ек-
зогенним OCT4 та без нього, прийшли до ви-
рішального висновку, що ектопічна експресія 
OCT4 знижує якість iPSC шляхом аномальної 
активації офф-таргетних генів, не пов’язаних 
із плюрипотентністю та порушення експресії 
імпринтованого гена  [49]. Було показано, що 
отримання високоякісних iPSC сильно ко-
релює з меншою ефективністю перепрогра-
мування  [51]. Перепрограмування без OCT4, 
але з SOX2, KLF4 та c-Myc дає менше колоній 
iPSC із повільнішою кінетикою перепрогра-
мування, але більшість ліній iPSC, отриманих 
із цих колоній, мають високу якість, яка оці-
нюється за допомогою молекулярного профі-
лювання та їх внеску в тетраплоїдну компле-
ментацію [49].

Попри високу схожість білкових послі-
довностей, ДНК-зв’язуючі профілі білків 
OCT та їхня ДНК-залежна димеризація з 
SOX2  значно відрізняються  [40, 41]. Зокре-
ма, OCT4  переважно утворює гетеродимери 
з SOX2  через канонічний мотив SOX-OCT 
(CATTGTTATGCAAAT), який сильно збага-
чений енхансерами генів плюрипотентності, 
таких як NANOG, FGF4, Utf1 та POU5F1. На-
впаки, інші білки OCT, як OCT6 та OCT7, пе-
реважно утворюють гомодимери через більш 
паліндромний октамерний елемент розпізна-
вання (MORE; ATGCATATGCAT), який пе-
реважно зустрічається в регуляторних облас-
тях нейронних генів, включаючи NEUROG1, 
Olig1  та Ascl1  [40]. Формування гетеродиме-
рів OCT4-SOX2  за допомогою мотивів SOX-
OCT напевно є необхідним для індукування 
плюрипотентності, оскільки мутації, які по-
рушують формування гетеродимерів OCT4-
SOX2, скасовують компетентність перепро-
грамування [34, 40].

Необхідно зазначити, що OCT4  повторно 
експресується в різних типах ракових стов-
бурових клітин, які є кластерами пухлинних 
клітин, що забезпечують стійкість пухлини до 
хіміотерапії та її рецидив  [52]. Епігенетичні 
зміни, ймовірно, відіграють вирішальну роль 
як у стовбуровості, так і в пухлиноутворен-
ні  [53, 54]. Специфічні для лінії патерни ме-
тилювання ДНК, які встановлюються під час 
ембріонального розвитку, як правило, зберіга-
ються в диференційованих дорослих клітинах. 
У цьому контексті ключову роль відіграє ДНК 
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(цитозин-5)-метилтрансфераза 1  (DNMT1  — 
DNA-(cytosine-5)-methyltransferase 1), яка ка-
талізує метилювання ДНК і кодується геном 
DNMT1  [55]. Попередні дослідження показа-
ли, що інгібітори DNMT1 та лікування моди-
фікаторами гістондеацетилази SIRT1  можуть 
значно підвищити ефективність процесу пере-
програмування, а також канцерогенезу.

NANOG
NANOG є важливим фактором транскрип-

ції стовбурових клітин, який бере участь у роз-
витку людини та канцерогенезі  [56]. Подібно 
до OCT4, фактор транскрипції NANOG пере-
важно експресується в клітинах ICM (inner 
cell mass), PGC (Primordial Germ Cells), ESC 
та EG (Embryonic Germ). Було показано, що 
NANOG підтримує плюрипотентність у кліти-
нах ICM та ESC, а також підтримує самовід-
новлення клітин ES миші за відсутності LIF, 
цитокіну, необхідного для ESC мишей  [57]. 
NANOG має вирішальне значення для пре-
імплантаційної фази розвитку і його кількість 
поступово зменшується під час диференціації 
ембріональних стовбурових клітин, регулю
ючи таким чином ембріональний та внутріш-
ньоутробний розвиток. Постнатально NANOG 
не виявляється або експресується в дуже ма-
лих кількостях у більшості тканин людини. 
Однак експресію NANOG можна виявити в 
ракових стовбурових клітинах [58, 59].

NANOG є символом гена, який відпові-
дає повній назві NANOG homebox, і це тре-
тій фактор транскрипції стовбурових клітин, 
який відіграє важливу роль у регуляції роз-
витку людини. Він бере участь у визначенні 
долі, проліферації та апоптозі клітин. В ЕSC 
NANOG має вирішальне значення для під-
тримки плюрипотентності [58]. 

Експресія NANOG регулюється на різних 
рівнях, включаючи ДНК (зміна кількості ко-
пій, метилювання), мРНК (міРНК) та на рів-
ні білка. Припускають, що NANOG як білок 
може регулювати експресію сотень генів-мі-
шеней шляхом зв’язування з їхніми промо-
торними областями. Різні шляхи та наслід-
ки розвитку пухлини (наприклад, гіпоксія) 
є модуляторами експресії NANOG. OCT4  та 
SOX2  є одними з найважливіших білкових 
регуляторів NANOG. Вони утворюють комп-
лекс із KLF4  і зв’язуються з мотивом OCT4/
SOX2  вище стартового сайту транскрипції 

промотора NANOG. Крім того, експресія 
NANOG може безпосередньо негативно регу-
люватись TCF3 та P53, тоді як BM-1 та SNAIL 
є позитивними регуляторами. Фосфорилю-
вання білка NANOG за допомогою PKCε або 
FAK посилює його активність. Поряд із білко-
вими регуляторами експресія NANOG також 
регулюється епігенетичними механізмами  — 
міРНК та метилюванням, а також різними 
посттрансляційними модифікаціями [58, 59].

Дослідження виявили NANOG як частину 
транскрипційної мережі, яка регулює актив-
ність численних генів у кооперації з OCT4 та 
SOX2. Оскільки кожен із цих трьох генів міс-
тить сайти зв’язування для кожного з трьох 
факторів транскрипції, було запропоновано, 
що вони можуть діяти як самоорганізований 
комплекс, який підтримує рівні експресії, 
необхідні для забезпечення плюрипотентнос-
ті. Однак було показано, що можна отримати 
ESС, у яких відсутній NANOG, але вони все ще 
зберігають експресію маркерів плюрипотент-
ності, включаючи OCT4 та SOX2. Хоча ці ESС 
схильні до диференціації, вони здатні до само-
відновлення за відсутності NANOG, і можуть 
сприяти розвитку всіх трьох зародкових шарів 
в химерах. Отже, виявляється, що NANOG не 
є необхідним для встановлення плюрипотент-
ності, але може функціонувати для посилення 
стабільності плюрипотентного стану [57].

Щоб окреслити регуляторні відносини між 
OCT4, SOX2  та NANOG та їхніми мішенями, 
об’єднали дані, одержані мікроерей-методом 
у поєднанні з імунопреципітацією хроматину, 
із профілем генетичної експресії ESС, що ди-
ференціюються, а також ESС, дефіцитних по 
OCT4 або SOX2. Вони виявили, що гени полі-
комбової групи Eed і Phc1  обидва зв’язуються 
як OCT4, так і NANOG, і їх регуляція знижуєть-
ся з down-регулюванням OCT4/NANOG. Всі ці 
чотири фактори спрямовані на промотори одно-
го і того ж набору генів, що призводить до при-
гнічення генів, пов’язаних із розвитком. Хоча 
досліджень експресії генів або зв’язування фак-
торів транскрипції недостатньо для ідентифіка-
ції регуляторних взаємодій фактора транскрип-
ції та мішені, цей інтегративний підхід дозволив 
передбачити існування нових регуляторів та ре-
гуляторних мереж, що контролюють долю ESС, 
деякі з яких були перевірені за допомогою RNAi 
у поєднанні з аналізом експресії генів [57].
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Розвиток багатоклітинних організмів з од-
ноклітинної зиготи (запліднених ооцитів) чіт-
ко регулюється багатьма генами, включаючи 
NANOG. NANOG є основним фактором тран-
скрипції для передімплантаціної фази розвит
ку, а також в ембріональному та внутрішньо-
утробному розвитку. Під час цього процесу 
NANOG підтримує плюрипотентність, регу-
лює інші гени, пов’язані з плюрипотентністю, 
і його кількість поступово зменшується в міру 
диференціації ESC [56, 59].

NANOG, головний регулятор плюрипо-
тентності та розвитку, був першим геном 
плюрипотентності, для якого спостерігали ге-
терогенність та тимчасові флуктуації. Після 
цього було виявлено гетерогенну експресію 
інших факторів плюрипотентності, таких як 
T-box  3, цинк-фінгер білок 42  (Rex1), KLF4, 
Stella, Esrrb та β-катенін. Важливо, що моза-
їчний і взаємоконвертований розподіл генів 
плюрипотентності часто корелює з різними 
ступенями потенції: на рівні популяції mESC є 
повністю плюрипотентними, але субпопуляції 
демонструють різну схильність до диференці-
ації [60].

Було отримано перші експериментальні до-
кази мультимодального розподілу NANOG. У 
mESC, культивованих у середовищі сироват-
ка/LIF, показано співіснування двох субпопу-
ляцій, одна позитивна для OCT4  і NANOG і 
одна позитивна лише для OCT4. Інші дослі-
дження підтвердили ці результати та висвіт-
лили нові особливості гетерогенності NANOG. 
Мікроерей-аналіз виявив дві субпопуляції 
NANOG. Чітка сигнатура плюрипотентнос-
ті характеризувала клітини з високим рівнем 
NANOG, тоді як клітини з низьким рівнем 
NANOG показали виражену експресію мезо-
дермальних генів. Ці дослідження показали як 
мультимодальний розподіл NANOG, так і його 
тимчасові коливання між двома станами. При-
йшли до висновку, що NANOG діє як молеку-
лярний воротар, який точно контролює долю 
клітин у відповідь на регуляцію генів плюри-
потентності та диференціювання, внутрішній 
шум і зовнішні подразники [60].

Крюппель-подібний фактор 4 (KLF4) 
KLF4  — це еволюційно консервативний 

фактор транскрипції, що містить структурний 
мотив цинковий палець (zinc finger), і який ре-
гулює різноманітні клітинні процеси, такі як 

ріст клітин, проліферація та диференціація. 
Ген є консервативним для хребетних — від риб 
до людини. В останні роки KLF4 здобув відо-
мість не тільки завдяки своїм різноманітним 
функціям у фізіологічних процесах та при за-
хворюваннях, а і як один із чотирьох ключо-
вих факторів, необхідних для індукції плюри-
потентних стовбурових клітин (iPSC) [61].

KLF4  належить до сімейства факторів SP/
KLF, які характеризуються трьома цинковими 
пальцями в межах своїх карбоксильних кінце-
вих послідовностей. У межах свого амінокінця 
KLF4 міститься домен трансактивації (TAD) і 
прилеглий до нього домен репресії, які разом 
визначають специфічність транскрипційної ре-
гулювальної активності KLF4 шляхом взаємо-
дії з іншими факторами та модуляції ефектив-
ності зв’язування ДНК. Два сигнали ядерної 
локалізації (NLS — nuclear localization signals) 
також були ідентифіковані в KLF4 миші. Пер-
ший безпосередньо прилягає до амінокінцево-
го мотиву цинкового пальця, а другий охоплює 
перший і половину другого доменів цинкових 
пальців. KLF4 мишей містить 483 амінокисло-
ти з молекулярною масою 53 кДа, і на 91% іден-
тичний KLF4 людини. У нормальних і ракових 
клітинах було виявлено кілька варіантів сплай-
сингу гена KLF4  людини (наприклад, ракові 
клітини ПШЗ людини [62].

Регуляція KLF4. Експресія KLF4  регу-
люється як на рівні транскрипції, так і на 
пост-транскрипційному рівні. Показано, що 
гіперметилювання острівців CpG у промото-
рі KLF4  та метилювання гістонів модулю-
ють його активність у стовбурових клітинах. 
Мікро-РНК — це ще один механізм, важливий 
для контролю експресії KLF4  у стовбурових 
клітинах, клітинах-попередниках, при ремо-
делюванні серцево-судинної системи та кан-
церогенезі [61, 63]. Кілька сигнальних шляхів 
регулюють патерн експресії KLF4  за допомо-
гою своїх ефекторів. На посттрансляційному 
рівні активність KLF4 негативно регулюється 
фосфорилюванням ERK1  та ERK2  по серину 
132, що призводить до індукції диференціації 
ембріональних стовбурових клітин. Це фосфо-
рилювання має вторинний ефект через рекру-
тування білків F-box β-TrCP1 або β-TrCP2 до 
N-кінцевого домену KLF4, що, своєю чергою, 
призводить до убіквітинування та деградації 
KLF4. 
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Ацетилювання KLF4  по залишках лізину 
225 та 229, опосередковане комплексом p300/
CBP, пригнічує здатність KLF4  активувати 
мішені, що знаходяться нижче в регулятор-
ному ланцюгу. У ракових клітинах взаємодія 
p21/CK2  посилює фосфорилювання HDAC2, 
обмежує деацетилювання KLF4  і сприяє роз-
витку пухлини  [64]. Навпаки, надекспресія 
p300/CBP викликає ацетилювання KLF4  і 
перемикає його активність на супресію пухли-
ни. Показано, що KLF4  взаємодіє з SUMO-1 
за допомогою SUMO-взаємодіючого мотиву 
(SIM) в кислотній та багатій гідрофобними 
залишками ділянці KLF4, що потрібно для 
KLF4-залежної трансактивації промоторів-
мішеней. З іншого боку, в ЕSC сумоїлювання 
KLF4 по лізину 275 зменшує його транскрип-
ційний потенціал, що свідчить про зниження 
активності промотора NANOG та інгібуван-
ня індукції iPSC. Крім того, сумоїлювання 
KLF4 людини, опосередковане PIAS1, сприяє 
його деградації, хоча детальний механізм поки 
що невідомий. Кілька залишків лізину (32, 
52, 232  та 252  в KLF4  мишей) беруть участь 
у сприянні убіквітинуванню KLF4 та його де-
градації в протеасомах. PRMT5, білок-аргінін 
метилтрансферази, безпосередньо взаємодіє 
з KLF4 людини та каталізує метилювання за-
лишків аргініну 374, 376 та 377, а згодом стабі-
лізує та збільшує транскрипційну активність 
KLF4. Нарешті, мотиви розпізнавання казеїн-
кінази II (CKII) були ідентифіковані в домені 
активації KLF4 — THQE [61].

Вплив KLF4  на біологічні процеси. KLF4  є 
універсальним фактором транскрипції, який 
бере участь у регулюванні численних клітин-
них процесів. Трансактивація генів, опосеред-
кована KLF4, регулюється на кількох рівнях 
шляхом модуляції статусу KLF4 через фосфо-
рилювання, ацетилювання, метилювання та 
убіквітинування залежно від контексту.

KLF4  спочатку був ідентифікований як 
фактор, пов’язаний із зупинкою росту. У клі-
тинах NIH3T3, які активно проліферують, 
рівень KLF4  надзвичайно низький, але знач
но підвищується в клітинах із зупинкою рос-
ту, викликаною сироватковим голодуванням 
або контактним гальмуванням. Надекспресія 
KLF4  викликала зупинку клітинного циклу 
в кількох клітинних лініях. Основним меха-
нізмом, за допомогою якого KLF4  регулює 

клітинний цикл, є індукція експресії CDKN1A 
(ген, що кодує інгібітор CDK1 — p21CIP1/WAF1). 
Це було з’ясовано при дослідженні ролі KLF4 
у модуляції прогресування клітинного циклу 
після пошкодження ДНК. Після обробки куль-
тивованих клітин агентами, що ушкоджують 
ДНК, було встановлено, що KLF4 трансакти-
вує промотор CDKN1A шляхом зв’язування зі 
специфічним SP1-подібним цис-елементом у 
проксимальній області промотора, після чого 
KLF4 рекрутує р53 до промотора CDKN1A, що 
дозволяє р53 стимулювати транскрипцію гена 
CDKN1A. Активація експресії p21CIP1/WAF1 піс-
ля пошкодження ДНК викликає зупинку клі-
тинного циклу як у точках переходу G1/S, так 
і в G2/M. Крім того, KLF4  інгібує експресію 
CCND1 та CCNB1, які сприяють прогресуван-
ню клітинного циклу через чекпойнти G1/S 
та G2/M відповідно. Також було показано, що 
KLF4  пригнічує транскрипцію CCNE, запо-
бігаючи ампліфікації центросом після пошко-
дження ДНК γ-опроміненням. KLF4 не тільки 
відіграє роль у регулюванні дуплікації центро-
сом після пошкодження ДНК, але і контролює 
дублювання центросом і кількість хромосом 
(генетична стабільність) як in vitro, так і in 
vivo [61, 65].

Одна з головних функцій KLF4 у клітині — 
сприяння виживанню шляхом пригнічення 
апоптозу  [66]. Було виявлено, що KLF4  при-
гнічує р53-залежний апоптотичний шлях без-
посереднім інгібуванням TP53 та прямим при-
гніченням експресії BAX. Також показано, що 
після індукованої інгібітором HDAC активації 
каспази, KLF4 перешкоджає апоптозу, пригні-
чуючи шлях SAPK, діючи на CDKN1C. Од-
нак пізніше було виявлено, що за певних умов 
KLF4  може змінити свою роль з антиапопто-
тичної на проапоптотичну [67]. Таким чином, 
ефекти KLF4 залежать від контексту.

Була встановлена участь KLF4  у регулю-
ванні запалення. У відповідь на IFN-γ та LPS 
KLF4  фізично взаємодіє з субодиницею NF-
κB p65, індукуючи промотор гена NOS2 (Nitric 
Oxide Synthase 2). Отже, з одного боку, KLF4 за-
лучений до опосередкованого NF-κB запалення. 
І навпаки, KLF4 може пригнічувати активацію 
запального сигналінгу. Його надмірна експре-
сія в ендотеліальних клітинах індукує експре-
сію множинних протизапальних та антитром-
ботичних факторів, включаючи ендотеліальну 
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NOS та тромбомодулін, тоді як його нокдаун 
посилює TNFα-індуковану експресію молеку-
ли адгезії судинних клітин (VCAM1 — vascular 
cell adhesion molecule) [61].

KLF4  в стовбурових клітинах. Важливість 
KLF4  як фактора стовбуровості вперше ви-
явили у 2006  р., коли було продемонстрова-
но, що за певних умов культивування ембріо-
нальні та дорослі фібробласти мишей можуть 
бути індуковані в плюрипотентні SC шляхом 
надекспресії чотирьох специфічних факто-
рів: OCT3/4, SOX2, с-Myc та KLF4. Пізніше 
це було повторено на фібробластах дорослої 
людини  [37]. Ці перші публікації відкрили 
нові можливості для розширених та клінічно 
значущих досліджень при вивченні стовбу-
рових клітин, які закріплюють ключову роль 
KLF4  (разом з іншими трьома факторами) у 
стовбурових клітинах. Пізніші дослідження 
показали, що KLF4  відіграє подвійну роль 
під час індукції плюрипотентності, спочатку 
пригнічуючи маркери диференціації і полег-
шуючи експресію генів плюрипотентності на 
пізній стадії. Показано, що він безпосеред-
ньо регулюється інгібувальним фактором 
лейкемії (LIF  — leukemia inhibitory factor)/
STAT3 шляхом [68]. 
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Список скорочень:

ПШЗ — підшлункова залоза
ЦД1 — цукровий діабет 1-го типу
ЦД2 — цукровий діабет 2-го типу
Ad — аденовірус (Adenovirus)
ESC  — ембріональні стовбурові клітини (Embryonic stem 
cells)
GSIS  — секреція інсуліну, стимульована глюкозою 
(Glucose-stimulated insulin secretion)
iPSC  — індуковані плюрипотентні стовбурові клітини 
(Induced pluripotent stem cells)
KLF4 — Kruppel-подібний фактор 4 (Kruppel-like factor 4)
MAFA — V-maf гомолог А онкогену м’язово-апоневротичної 
фібросаркоми (V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma 
oncogene homolog A)
NANOG — скорочено від Tír na nÓg (ірл. Земля юних)
NEUROD1  — нейронна диференціація 1  (Neuronal 
Differentiation 1)
NEUROG3 — нейрогенін 3 (neurogenin 3)
NKX6.1 — NK6 гомеобокс 1 (NK6 homeobox 1)
OCT  — октамер-зв’язуючий транскрипційний фактор 
(octamer-binding transcription factor)
PAX — білок парного боксу (paired box gene)
PDX1 — гомеобокс підшлункової залози та дванадцятипа-
лої кишки 1 (pancreatic and duodenal homeobox 1)
POU — Pit-OCT-Unc домен
SC — стовбурові клітини (stem cells)
SOX  — транскрипційний фактор SRY-box (Transcription 
Factor SRY-box).

Main transcription factors involved 
in the functioning of stem cells. Characteristics 
of their activation and expression in pancreatic 
β-cells (Part 1)
M.D. Tronko, V.M. Pushkarev, O.I. Kovzun, L.K. Sokolova, 
V.V. Pushkarev 
State Institution «V.P. Komisarenko Institute of Endocrinology and 
Metabolism of the National Academy of Medical Sciences of Ukraine»

Abstract. Cell transplantation is the most promising and physi-
ological approach to the treatment of endocrine gland dysfunction. 

The data obtained indicate the effectiveness of the use of stem cells 
(SC) for the treatment of a number of endocrine diseases and, first 
of all, type 1  diabetes. SC are cells with clonogenic potential that 
can self-repair and differentiate into different cell types. They are 
responsible for the regeneration and development of organs and 
tissues. SC offer many opportunities for regenerative medicine and 
serve as a promising model system for studying the early stages 
of human embryonic development. Numerous molecular mecha-
nisms underlying SC self-repair and differentiation have been elu-
cidated. The main signaling pathways involved in SC are JAK/STAT, 
Notch, MAPK/ERK, PI3K/Akt, NF-κB, Wnt, Hedgehog (Нh), TGF-β, and 
Hippo, which mediate their action through numerous, specific to 
each transcription factors pathways. Analysis of their status and se-
quence of activation, suppression and interaction is very important 
in the context of SC functioning. A breakthrough in the generation 
of pluripotent cells from somatic cells was achieved through over-
expression of specific transcription factors.
Both embryonic stem cells (ESCs) and induced pluripotent stem 
cells (iPSCs) differ in the ability to multiply in an undifferentiated 
state and differentiate into any cell type in the human body, which 
reflects their great therapeutic potential.
The development of protocols for differentiating of pluripotent cells 
to insulin-producing β-cells requires a clear understanding of the 
involvement and cross-talk of a number of cell signaling systems 
and transcription factors dependent on them. In the protocols for 
the development of β-cells from pluripotent cells, six stages using 
specific were established using specific inducing factors. To assess 
the progress and effectiveness of differentiation, specific markers 
are used.
Keywords: stem cells, signaling pathways, transcription factors.
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