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Никотинамидадениндинуклеотид (NAD+) играет ключевую роль в клеточном метаболизме и сигналинге.
В последние годы появилось множество свидетельств того, что NAD+-зависимые процессы принимают
участие в регуляции плюрипотентности и дифференцировки эмбриональных стволовых клеток млекопи-
тающих. Основным способом поддержания уровня NAD+ в клетках млекопитающих является его биосин-
тез из различных форм витамина В3. В настоящей работе мы выяснили, как стимуляция и подавление био-
синтеза NAD+ влияют на поддержание плюрипотентности эмбриональных стволовых клеток мыши ли-
нии Е14 Tg2a (клетки Е14). Статус плюрипотентности клеток Е14 оценивали при помощи
иммуноцитохимического анализа и иммуноблоттинга с использованием антител к фактору плюрипотент-
ности Oct4, а также окраски на щелочную фосфатазу. С помощью метода ЯМР-спектроскопии мы уста-
новили, что концентрация NAD+ в плюрипотентных клетках Е14, культивируемых в присутствии фактора
ЛИФ, составляет около 4 нмоль/мг и остается неизменной после индукции дифференцировки ретиное-
вой кислотой. Также мы показали, что фармакологическая стимуляция биосинтеза NAD+ никотинамид-
рибозидом повышает уровень внутриклеточного NAD+ на 20%, и это не влияет на поддержание плюрипо-
тентности клеток Е14. Более того, в условиях критического истощения внутриклеточного пула NAD+ при
подавлении его синтеза из никотинамида ингибитором Nampt (FK866) клетки Е14 сохраняли плюрипо-
тентность, в то время как уровень белка Oct4 был понижен.
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Никотинамидадениндинуклеотид (NAD+) играет
ключевую роль в энергетическом метаболизме клет-
ки, выполняя функцию переносчика электронов и
водорода в окислительно-восстановительных реак-
циях центральных метаболических путей (Ying, 2008;
Yang et al., 2016). Также NAD+ является субстратом для
нескольких семейств регуляторных белков, таких как
деацетилазы белков сиртуины и поли(АДФ-рибо-
зил)полимеразы (Yang et al., 2016; Kulikova et al., 2018).

Во многих случаях NAD+ выступает как связующее
звено между энергетическими процессами и сиг-
нальной трансдукцией. Таким образом, этот динук-
леотид может играть роль универсального посредни-
ка для регуляции и координации различных внутри-
клеточных процессов.

В последние годы появилось много свидетельств
того, что NAD+-зависимые метаболические и сиг-
нальные процессы являются важными факторами в
регуляции плюрипотентности и дифференцировки
эмбриональных стволовых клеток млекопитающих.
Было установлено, что высокий уровень аэробного
гликолиза и отсутствие окислительного фосфорили-
рования являются определяющими признаками эм-
бриональных стволовых клеток человека и необходи-
мы для поддержания их плюрипотентности (Gu et al.,

Принятые сокращения: ЛИФ – лейкемия-ингибирующий
фактор; МТТ – 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н-
тетразолиум бромид; мЭСК – мышиные эмбриональные стволо-
вые клетки; ЯМР – ядерный магнитный резонанс; NAD+ – ни-
котинамидадениндинуклеотид; NMN – никотинамидмононук-
леотид; Nampt – никотинамидфосфорибозилтрансфераза; NR –
никотинамидрибозид; PNP – пуриннуклеозидфосфорилаза.
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2016). Более того, было показано, что NAD+-зависи-
мые деацетилазы сиртуины регулируют поддержа-
ние плюрипотентности и дифференцировку эмбри-
ональных стволовых клеток мыши и человека при
помощи различных механизмов (Fang et al., 2019).

Успешная регуляция NAD+-зависимых метабо-
лических и сигнальных процессов зависит от того,
насколько эффективно стволовой клетке удается
поддерживать определенный уровень данного ди-
нуклеотида. Происходит это в основном благодаря
синтезу NAD+ из никотинамида, известного как ви-
тамин B3, который образуется в результате расщеп-
ления NAD+ в различных регуляторных процессах
или поступает в организм с пищей. Помимо этого,
NAD+ может эффективно синтезироваться из других
форм витамина В3, таких как никотиновая кислота и
никотинамидрибозид (NR), а также образовываться de
novo из триптофана (Yang et al., 2007; Nikiforov et al.,
2015).

В настоящей работе на модели эмбриональных
стволовых клеток мыши линии Е14 Tg2α (клеток
Е14) мы выясняли, меняется ли концентрация внут-
риклеточного NAD+ при переходе клеток из плюри-
потентного состояния в дифференцированное, и по-
казали, как фармакологическая модуляция уровня
NAD+ путем подавления или стимуляции его био-
синтеза может влиять на поддержание клеток в плю-
рипотентном состоянии.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Антитела. В работе использовали кроличьи анти-
тела к Oct4 (Abcam, Великобритания), мышиные ан-
титела к Gapdh (Sigma, США), кроличьи антитела к
IgG мыши и мышиные к IgG кролика, конъюгиро-
ванные с пероксидазой хрена (Sigma, США), козьи
антитела к IgG кролика, конъюгированные с Alexa
Fluor 568 (Molecular Probes, США).

Культивирование клеток. Эмбриональные стволо-
вые клетки мыши (мЭСК) линии Е14 Tg2α (клетки
Е14) (Bay Genomics, США) выращивали на адгезив-
ном пластике, обработанном 0.1%-ным раствором
желатина (Sigma-Aldrich, США), в среде KnockOut
DMEM (Thermo Scientific, США), содержащей 100
ед./мл пенициллина и 100 мг/мл стрептомицина
(Thermo Scientific, США), 2 мМ L-глутамина (Ther-
mo Scientific, США), 100 мкМ β-меркаптоэтанола
(Sigma-Aldrich, США), 15% инактивированной эм-
бриональной бычьей сыворотки (Capricorn Scientif-
ic, Германия), раствора незаменимых аминокислот
(NEAA, Thermo Scientific, США) при 37°C в атмо-
сфере 5% CO2. Пересев клеток производили с ис-
пользованием 0.05%-ного раствора трипсин/ЭДТА
(Thermo Scientific, США). Метаболическую актив-
ность клеток оценивали при помощи теста на основе
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н-тет-

разолиум бромида (МТТ) (“Росмедбио”, Россия)
согласно стандартному протоколу.

Для поддержания плюрипотентного состояния в
среду для культивирования клеток добавляли лейке-
мия-ингибирующий фактор (ЛИФ) (Sigma, США) в
конечной концентрации 10 нг/мл. Для запуска диф-
ференцировки клетки переводили на свежую пита-
тельную среду без ЛИФ, в которую добавляли рети-
ноевую кислоту (Sigma, США) в конечной концен-
трации 0.5 мкМ и культивировали в течение 4 сут со
сменой среды на 2-ые сут. Степень плюрипотентно-
сти клеток оценивали с помощью иммуноцитохими-
ческого анализа и иммуноблоттинга с использова-
нием кроличьих антител к транскрипционному факто-
ру Oct4, а также окраски на щелочную фосфатазу. Для
окраски плюрипотентных клеток на щелочную фосфа-
тазу мЭСК фиксировали 3.7%-ным раствором пара-
формальдегида (Sigma, США) в течение 10 мин, инку-
бировали в 100 мМ трис-малеатном буфере (рН 9.0, Sig-
ma, США), содержащем 4 мМ MgCl2, 0.2 мг/мл
динатриевой соли 1-нафтил фосфата (Sigma, США),
0.5 мг/мл соли Fast Red TR (4-хлор-2-метилфенил,
соль диазония) (Sigma, США). При появлении от-
четливого красного окрашивания реакцию останав-
ливали двукратной промывкой клеток фосфатно-
солевым буферным раствором (PBS), содержащим
137 мМ NaCl, 2.7 мМ KCl, 10 мМ фосфатного буфера
(VWR, США).

Иммуноцитохимический анализ. Для иммуноцито-
химического анализа клетки выращивали на 96 лу-
ночном планшете в присутствии ЛИФ или ретиное-
вой кислоты. Клетки фиксировали 3.7%-ным рас-
твором параформальдегида (Sigma, США) в течение
10 мин при комнатной температуре, после чего пер-
меабилизировали клеточную мембрану в течение
15 мин 0.1%-ным раствором Triton X-100 (Sigma,
США), затем блокировали неспецифические сайты
связывания 3%-ным раствором бычьего сывороточ-
ного альбумина (VWR, США) при комнатной темпе-
ратуре в течение 1 ч. Для специфической окраски на
Oct4 клетки инкубировали с первичными антитела-
ми при 4°C в течение 12 ч, и далее с раствором вто-
ричных антител, конъюгированных с Alexa Fluor
568, при комнатной температуре в течение 1 ч. Ядра
клеток окрашивали 0.05 мкг/мкл DAPI (Sigma,
США). Окрашенные клетки анализировали с помо-
щью флуоресцентного микроскопа The EVOS® FL
Auto Imaging System (Life Technologies, США), обо-
рудованного флуоресцентными фильтрами, подхо-
дящими для детекции Alexa Fluor 568 (531/40 нм при
возбуждении, 593/40 нм при поглощении) и DAPI
(357/44 нм при возбуждении, 447/60 нм при погло-
щении).

Определение концентрации белка, электрофорети-
ческое разделение белков в денатурирующих условиях
и иммуноблотинг. Для определения концентрации
белка в экстрактах клеток E14 использовали ком-
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мерческий набор Pierce BCA Protein Assay Kit (Ther-
mo Scientific, США), следуя протоколу производите-
ля. Для подготовки проб к электрофоретическому
разделению белков клетки лизировали в стандарт-
ном буфере Лэммли (Laemmli, 1970) при температу-
ре 95°С в течение 10 мин. На дорожку наносили
10 мкг белка. Электрофорез и иммуноблотинг про-
водили по стандартному протоколу. Для детекции
белков использовали специфические антитела к
Oct4 и Gapdh, а также вторичные антитела, конъ-
югированные с пероксидазой хрена, и реактивы для
усиленной хемилюминесценции SuperSignal West
Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientif-
ic, США). Сигнал регистрировали и записывали при
помощи Chemidoc Touch (Bio-Rad, США). Денсито-
метрию полос, соответствующих Oct4 и Gapdh, про-
водили с использованием программы Image Lab
(Bio-Rad, США). Для каждой экспериментальной
точки анализировали три независимо приготовлен-
ных клеточных экстракта. Интенсивности полос
Oct4 нормировали на интенсивности соответствую-
щих полос Gapdh.

Фармакологическая модуляция уровня NAD+ в
клетках Е14. Для стимуляции биосинтеза NAD+

клетки E14 культивировали в течение 1 сут в присут-
ствии 150 мкМ NR (любезно предоставлен проф.
Мари Миго, Университет Южной Алабамы, США).
Для ингибирования синтеза NAD+ в питательную сре-
ду на 1 или 2 сут добавляли ингибитор никотинамид-
фосфорибозилтрансферазы (Nampt) вещество FK866
(Sigma, США) в конечной концентрации 5 мкМ.

ЯМР-метаболомика. Для количественного анали-
за NAD+, NR, глюкозы и лактата в экстрактах клеток
Е14 использовали метод 1Н ЯМР-спектроскопии.
Клетки выращивали на культуральных чашках 10 см,
после достижения конфлюентности 80–90% клетки
промывали 2 раза охлажденным до 4°C PBS и поме-
щали на лед. Экстракцию метаболитов проводили на
чашке 80%-ным метанолом в течение 30 мин при
4°C. Далее клетки соскребали с чашки и центрифу-
гировали при 15000 g в течение 30 мин при 4°С.
Надосадочную жидкость лиофилизировали и ресус-
пендировали в буферном растворе на основе D2O,
содержащем NaH2PO4⋅H2O и Na2HPO4 (рН 6.5) и
1 мМ сахарозу, которая используется в качестве
внутреннего стандарта. Осадки использовали для
количественного определения белка. Регистрацию и
анализ ЯМР-спектров проводили в соответствии с
протоколом, описанным в нашей предыдущей рабо-
те (Shabalin et al., 2018) с помощью DirectDrive NMR
System 700 (1H 700 MHz, Varian, США).

Статистический анализ. Статистический анализ
проводили с использованием программы SigmaPlot
12.5. Для оценки различий между группами исполь-
зовали t-тест, а также однофакторный дисперсион-
ный анализ (One-way ANOVA) с апостериорными

сравнениями по критерию Тьюки. Статистически
значимыми считались различия при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для того чтобы оценить возможные изменения

концентрации внутриклеточного NAD+ при перехо-
де мЭСК из плюрипотентного состояния в диффе-
ренцированное, клетки Е14 выращивали в стан-
дартной питательной среде. Для поддержания плю-
рипотентного состояния клетки культивировали в
присутствии ЛИФ (Wulansari et al., 2021), для запус-
ка дифференцировки среду с ЛИФ убирали и добав-
ляли питательную среду с ретиноевой кислотой. За-
мена ЛИФ на ретиноевую кислоту является стан-
дартным способом получения клеток, лишенных
плюрипотентных свойств, при котором дифферен-
цировка мЭСК преимущественно направлена в про-
изводные эктодермы и клетки первичной энтодер-
мы (Semrau et al., 2017). Степень плюрипотентности
клеток Е14 и клеток через 2 и 4 сут дифференциров-
ки оценивали по морфологическим особенностям
клеточной культуры, а также по наличию маркеров
плюрипотентности – щелочной фосфатазы (Gins-
burg et al., 1990) и транскрипционного фактора Oct4
(Kellner et al., 2010).

Как и ожидали, клетки Е14, культивируемые в
присутствии ЛИФ, образовывали характерные для
плюрипотентных клеток шарообразные колонии,
дающие положительную окраску на щелочную фос-
фатазу (рис. 1а, левая панель) и белок Oct4 (рис. 1б,
верхние панели). Через 2 сут культивирования с рети-
ноевой кислотой клетки перестают формировать
шарообразные колонии, приобретают веретеновид-
ные отростки и меньшее количество клеток красит-
ся на щелочную фосфатазу по сравнению с клетка-
ми, культивируемыми в присутствии ЛИФ (рис. 1а,
средняя панель). После культивирования клеток с ре-
тиноевой кислотой в течение 4 сут, мы наблюдали
только распластанные длинноотростчатые клетки,
которые не окрашивались на щелочную фосфатазу
(рис. 1а, правая панель). При помощи иммуноцито-
химического анализа и иммуноблотинга мы показа-
ли, что фактор плюрипотентности Oct4 не экспрес-
сируется в клетках Е14 после их четырехсуточного
культивирования с ретиноевой кислотой (рис. 1б,
нижние панели и рис. 1в), что также подтверждает по-
терю клетками плюрипотентных свойств.

Далее мы провели количественную оценку кон-
центрации NAD+ в клетках Е14, находящихся в плю-
рипотентном состоянии, и через 4 сут после запуска
их дифференцировки ретиноевой кислотой. Для
этого клетки лизировали 80%-ным метанолом и ана-
лизировали клеточные экстракты при помощи
ЯМР-спектроскопии, как это описано в разделе
“Материал и методика”. На рис. 1г представлены
фрагменты 1Н ЯМР-спектров экстрактов клеток Е14,
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Рис. 1. Переход клеток Е14 из плюрипотентного в дифференцированное состояние не влияет на концентрацию в них NAD+.
Для поддержания плюрипотентного состояния клетки Е14 культивировали в присутствии лейкемия ингибирующего фактора
(ЛИФ), для запуска дифференцировки – в присутствии ретиноевой кислоты (РК) в течение 2 или 4 сут. а – Окраска клеток
на щелочную фосфатазу (ЩФ); масштабный отрезок: 400 мкм. б – Иммуноцитохимический анализ с использованием анти-
тел к Oct4 (красный), ядра окрашены DAPI (синий); масштабный отрезок: 400 мкм. в – Анализ клеток методом иммунобло-
тинга с использованием антител к Oct4 и Gapdh; слева указаны маркеры мол. массы, кДа. г – Фрагменты 1Н ЯМР-спектров
экстрактов клеток Е14, стрелками указаны пики, соответствующие NAD+. д – Количественная оценка уровня NAD+ в экс-
трактах клеток Е14; данные представлены как средние значения и их стандартные отклонения (n = 3).
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содержащих пики, соответствующие NAD+. Коли-
чественный анализ данных спектров показал, что
концентрация NAD+ в экстрактах, полученных из
клеток Е14, находящихся в плюрипотентном состо-
янии, составляет 4.170 ± 0.657 нмоль на 1 мг белка.
При переходе клеток Е14 из плюрипотентного в
дифференцированное состояние уровень внутри-
клеточного NAD+ оставался неизменным (рис. 1д).

Далее нами была проведена оценка возможного
влияния фармакологической модуляции уровня
NAD+ на поддержание клеток Е14 в плюрипотент-
ном состоянии. Культивируемые клетки млекопитаю-
щих могут синтезировать NAD+ из содержащихся во
всех стандартных питательных средах никотинамида и
триптофана. Никотинамид конвертируется белком
Nampt в никотинамидмононуклеотид (NMN), кото-
рый в свою очередь аденилируется до NAD+ (Yang et al.,
2016; Nikiforov et al., 2015).

Для стимуляции биосинтеза NAD+ мы использова-
ли альтернативный эффективный предшественник
NAD+ – NR (нуклеозидная форма витамина B3), кото-
рый после попадания в клетку фосфорилируется до
NMN никотинамидрибозидкиназой (Bieganowski et al.,
2004). К настоящему времени накопилось много под-
тверждений успешного использования NR в качестве
агента, повышающего NAD+, в клетках млекопитаю-
щих различного происхождения (Cercillieux et al.,
2022). В нашей экспериментальной модели культи-
вирование клеток Е14, находящихся в плюрипотент-
ном состоянии, в присутствии 150 мкМ NR в течение
1 сут приводила к увеличению уровня внутриклеточ-
ного NAD+ на 20% по сравнению с контрольными
клетками (рис. 2а, б).

Ранее мы показали, что NR импортируется в
культивируемые клетки человека представителями
семейства уравновешивающих переносчиков (Niki-
forov et al., 2011; Kropotov et al., 2021), после чего по-
мимо фосфорилирования до NMN этот нуклеозид
интенсивно расщепляется до никотинамида цито-
зольной пуриннуклеозидфосфорилазой (PNP) (Kro-
potov et al., 2022). Также мы продемонстрировали,
что PNP-зависимое расщепление NR до никотина-
мида полностью подавляется специфическим инги-
битором белка PNP фородезином, в том числе в
мЭСК линии E14 (Kropotov et al., 2022). Для того,

чтобы усилить действие нуклеозида NR в качестве
предшественника NAD+, клетки E14 культивирова-
ли 1 сут в присутствии NR (150 мкМ) и 5 мкМ форо-
дезина. Подавление PNP-зависимого расщепления
NR до никотинамида приводило к накоплению в
клетках нуклеозида NR (рис. 2а, нижняя панель), од-
нако уровень NAD+ менялся незначительно по срав-
нению с клетками, обработанными только NR (стати-
стически значимых отличий не выявлено) (рис. 2б).
Возможно, в данной экспериментальной модели
NAD+ одинаково эффективно синтезируется как из
NR напрямую, так и из никотинамида, генерируе-
мого в результате расщепления NR, поэтому подав-
ление внутриклеточной конвертации NR в никоти-
намид не приводило к повышению уровня NAD+.
Поэтому для увеличения концентрации внутрикле-
точного NAD+ в последующих экспериментах мы
культивировали клетки E14 с NR без дополнитель-
ной обработки фородезином.

Далее мы оптимизировали условия получения
жизнеспособной культуры плюрипотентных клеток
Е14 со значительно пониженным уровнем NAD+

при помощи фармакологического подавления био-
синтеза NAD+ из никотинамида. Для этого клетки
обрабатывали специфическим ингибитором Nampt
веществом FK866 (Hasmann et al., 2003). Данные
ЯМР-спектроскопии экстрактов мЭСК E14 указы-
вают на то, что уже через 1 сут культивирования кле-
ток в присутствии FK866 происходит полное исто-
щение внутриклеточных запасов NAD+: уровень
NAD+ в клеточных экстрактах находится ниже пре-
дела детекции (рис. 2в).

При помощи МТТ-теста мы также установили,
что после культивирования в присутствии FK866 в
течение 1 сут метаболическая активность клеток Е14
падала на 70%, а через 2 сут понижалась до 4% по
сравнению с контрольными клетками (рис. 2г). При
этом, через 1 сут действия FK866 в клетках Е14 на-
блюдали значительное снижение уровня лактата и
увеличение концентрации глюкозы (рис. 2д), что
также свидетельствует об общем снижении активно-
сти метаболических процессов в клетке, в частности
гликолиза. Несмотря на критическое падение уров-
ня внутриклеточного NAD+, а также снижение об-
щей метаболической активности через 1 сут дей-
ствия FK866, клетки Е14 сохраняют жизнеспособ-

Рис. 2. Модуляция уровня NAD+ в клетках Е14 в плюрипотентном состоянии. Для стимуляции биосинтеза NAD+ клетки
культивировали в течение 1 сут в присутствии 150 мкМ никотинамидрибозида (NR) отдельно или совместно с 5 мкМ форо-
дезином (ФД); для подавления синтеза NAD+ клетки культивировали в присутствии 5 мкМ FK866. а, в, д – Фрагменты 1Н
ЯМР-спектров экстрактов клеток Е14; стрелками указаны пики, соответствующие NAD+, NR, глюкозе и лактату. б – Коли-
чественный анализ данных 1Н ЯМР-спектров, представленных на рис. 2а; даны средние значения и их стандартные откло-
нения (n = 3); среднее значение уровня NAD+ в контрольных клетках принимали за 1; * – разница с контролем достоверна
при p < 0.05 (one-way ANOVA-анализ). г – Метаболическая активность клеток, отн. ед. ( МТТ-тест); показаны средние зна-
чения и стандартные отклонения (n = 3), среднее значение метаболической активности в контрольных клетках принимали за
1; * – разница метаболической активности контрольных клеток и клеток, культивируемых в присутствии FK866, достоверна
при p < 0.05 (попарное сравнение, t-тест ). е – Микрофотографии колоний клеток Е14 до и после культивирования с FK866 в
течение 1 сут, масштабный отрезок: 1000 мкм.
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ность и, более того, морфологию, характерную для
плюрипотентных клеток (рис. 2е).

Итак, чтобы проверить, каким образом повыше-
ние или понижение концентрации внутриклеточно-
го NAD+ может повлиять на поддержание плюрипо-
тентности мЭСК Е14, клетки, культивируемые в
присутствии ЛИФ, обрабатывали NR или FK866, как
описано ранее. Как следует из данных иммуноцитохи-
мического анализа, представленных на рис. 3а, стиму-

ляция синтеза NAD+ введением NR не приводила к
каким-либо заметным изменениям уровня Oct4.
Удивительно, но даже в условиях критического сни-
жения уровня внутриклеточного NAD+ после дей-
ствия FK866 (рис. 2в) мЭСК (Е14) сохраняют марке-
ры плюрипотентности Oct4 (рис. 3а, нижние панели) и
щелочную фосфатазу (рис. 3б). Тем не менее, мы на-
блюдали, что в клетках, обработанных FK866, интен-
сивность флуоресценции при окрашивании клеток на

Рис. 3. Маркеры плюрипотентности в клетках Е14 после стимуляции и подавления биосинтеза NAD+. Клетки выращивали в
присутствии ЛИФ и обрабатывали NR (150 мкM) или FK866 в течение 1 сут. а – Иммуноцитохимический анализ с исполь-
зованием антител к Oct4 (красный); представлены изображения с меньшей (Эксп. 1) и большей (Эксп. 2) интенсивностью
сигнала Oct4 для одного поля зрения; ядра окрашены DAPI (синий). Масштабный отрезок: 200 мкм. б – Окраска клеток на
щелочную фосфатазу (ЩФ) до и после культивирования в присутствии FK866 в течение 1 сут; масштабный отрезок: 500 мкм.
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АНТИПОВА и др.

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



282

ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 3  2023

АНТИПОВА и др.

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.

Keywords: NAD+, NMR spectroscopy, mouse embryonic stem cells Tg2α E14, pluripotency, differentiation, Oct4


