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Oct4 и яркость хромогена Fast red после окрашивания
клеток на щелочную фосфатазу меньше, чем в кон-
трольных клетках (рис. 3а, нижние панели, 3б).

Для подтверждения этого наблюдения мы прове-
ли анализ клеток Е14, обработанных FK866, при по-
мощи иммуноблотинга с использованием антител к
белкам Oct4 и Gapdh. Для этого денситометрирова-
ли полосы на иммуноблоте, соответствующие Oct4 и
Gapdh (рис. 4а), после чего уровень Oct4 нормирова-
ли на Gapdh. Мы продемонстрировали, что содер-
жание Oct4 в клетках, обработанных FK866, падает
более чем на 80% по сравнению с контрольными
клетками (рис. 4б).

Известно, что активность таких NAD+-зависи-
мых ферментов как деацетилазы белков сиртуины
(SIRT) и поли(АДФ-рибозил)полимеразы (PARP)
может напрямую влиять на экспрессию различных
факторов плюрипотентности. В частности, было по-
казано, что белки Sirt1 и Parp1 стимулируют экс-
прессию гена, кодирующего белок Oct4 в эмбрио-
нальных стволовых клетках млекопитающих (Roper
et al., 2014; Hwang et al., 2017). Возможно, наблюдае-
мый нами пониженный уровень Oct4 в клетках E14 в
условиях критического снижения концентрации
NAD+ является результатом подавления активности
белков Sirt и (или) Parp, которые используют этот
динуклеотид в качестве субстрата.
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Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) plays a key role in cellular metabolism and signaling. In recent years,
evidence has accumulated that NAD+-dependent processes are involved in the regulation of pluripotency and dif-
ferentiation of mammalian embryonic stem cells. The major means to maintain NAD+ levels in mammalian cells is
through its biosynthesis from various forms of vitamin B3. In this study, we examined how stimulation and inhibition
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of NAD+ biosynthesis affect the maintenance of the pluripotency of mouse embryonic stem cells E14 Tg2a
(E14 cells). The pluripotency status of E14 cells was assessed by immunocytochemical and immunoblotting analysis
using antibodies to the pluripotency factor Oct4, as well as by staining for alkaline phosphatase. Using NMR spec-
troscopy, we have found that the concentration of NAD+ in pluripotent E14 cells cultured in the presence of LIF is
about 4 nmol/mg, and it remains unchanged after induction of differentiation with retinoic acid. We have also
demonstrated that pharmacological stimulation of NAD+ biosynthesis by nicotinamide riboside increases the level
of intracellular NAD+ by 20%, but it does not affect the maintenance of pluripotency in E14 cells. Moreover, under
conditions of critical depletion of NAD+ pool by Nampt inhibition with FK866 E14 cells maintained pluripotency,
though the expression level of Oct4 was decreased.
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