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Ñïîñîáíîñòü ê íåîãðàíè÷åííîé ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêå äåëàåò ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëî-
âûå êëåòêè (ÝÑÊ) ÷åëîâåêà ïðèâëåêàòåëüíûì îáúåêòîì äëÿ ôóíäàìåíòàëüíîé íàóêè è ñîâðåìåííîé ìå-
äèöèíû. Ìàëî èçâåñòíî î ìåõàíèçìàõ, íàïðàâëÿþùèõ êëåòêè â äèôôåðåíöèðîâêó ïî òîìó èëè èíîìó ïó-
òè èëè óäåðæèâàþùèõ èõ â íåäèôôåðåíöèðîâàííîì ñîñòîÿíèè. Àêòèâàöèÿ ýòèõ ìåõàíèçìîâ âî ìíîãîì
îïðåäåëÿåòñÿ ýêñïðåññèåé ãåíîâ, îïîñðåäîâàííîé êàñêàäàìè ïåðåäà÷è ñèãíàëîâ. Âàæíûì êîìïîíåíòîì
ñèãíàëüíûõ ïóòåé ÿâëÿþòñÿ ïðîòåèíêèíàçû. Èçó÷åíèå ýêñïðåññèè ïðîòåèíêèíàç â ÝÑÊ è ýìáðèîèäíûõ
òåëüöàõ (ÝÒ) ïîçâîëèò ïðèáëèçèòüñÿ ê ïîíèìàíèþ ïðîöåññîâ, ïðîèñõîäÿùèõ íà ðàííèõ ýòàïàõ äèôôå-
ðåíöèðîâêè. Íàìè áûëè ïîëó÷åíû áèáëèîòåêè êÄÍÊ, ñîäåðæàùèå ôðàãìåíòû êàòàëèòè÷åñêîãî äîìåíà
ïðîòåèíêèíàç, ýêñïðåññèðóþùèõñÿ â ÝÑÊ è ÝÒ ëèíèé hESM01 è hESM02. Ìåòîäîì Íîçåðí-ãèáðèäèçà-
öèè îáíàðóæåí âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ïðîòåèíêèíàçû MAK-V â ÝÑÊ ÷åëîâåêà. Ïîëóêîëè÷åñòâåí-
íûì ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ïðîòåèíêèíàç MAK-V, A-RAF-1,
MAPK3, IGF1R, NEK3 è NEK7 â ÝÑÊ è ÝÒ ëèíèé hESM01 è hESM02.
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Ïðîöåññû êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè, ïðîòåêàþ-
ùèå íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ýìáðèîãåíåçà îò ñòàäèè ìîðóëû
äî ñòàäèè ïðåèìïëàíòàöèîííîãî ýìáðèîíà, ñîïðîâîæäà-
þòñÿ ïîÿâëåíèåì äèâåðãåíòíûõ ëèíèé êëåòîê: òðîôîýê-
òîäåðìû, êîòîðàÿ äàåò íà÷àëî öèòîòðîôîáëàñòàì è ñèí-
öèòèîòðîôîáëàñòàì ïëàöåíòû, è âíóòðåííåé êëåòî÷íîé
ìàññû áëàñòîöèñòû, êîòîðàÿ äèôôåðåíöèðóåòñÿ âî âñå
îñòàëüíûå òèïû êëåòîê. Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåò-
êè (ÝÑÊ) ïîëó÷àþò èç âíóòðåííåé êëåòî÷íîé ìàññû áëà-
ñòîöèñòû. Îíè îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ê ñàìîïîääåðæà-
íèþ è ïëþðèïîòåíòíîñòüþ, ñïîñîáíîñòüþ äèôôåðåíöè-
ðîâàòüñÿ âî âñå òèïû êëåòîê, ïðîèçâîäíûå òðåõ
çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ. Íàðÿäó ñ ýòèìè ñïîñîáíîñòÿìè è
ñ ñîâîêóïíîñòüþ ðÿäà ãåíåòè÷åñêèõ è ìîðôîëîãè÷åñêèõ
õàðàêòåðèñòèê ÝÑÊ in vitro ÿâëÿþòñÿ àïïðîêñèìèðîâàí-
íûì ýêñïåðèìåíòàëüíûì îáúåêòîì, ýêâèâàëåíòíûì
êëåòêàì âíóòðåííåé êëåòî÷íîé ìàññû áëàñòîöèñòû, è,
òàêèì îáðàçîì, ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé äîñòóïíóþ ìîäåëü
ðàííåãî ýìáðèîãåíåçà. Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ïîëó÷åíû
ÝÑÊ ìíîãèõ âèäîâ, â òîì ÷èñëå ìûøåé (Evans, Kaufman,
1981; Martin, 1981), ïðèìàòîâ è ÷åëîâåêà (Thomson et al.,
1998; Reubinoff et al., 2000). Îáùåé äëÿ âñåõ ëèíèé ÝÑÊ
ÿâëÿåòñÿ ñïîñîáíîñòü ôîðìèðîâàòü ýìáðèîèäíûå òåëüöà
(ÝÒ). Ïðîöåññû, ïðîòåêàþùèå âî âðåìÿ äèôôåðåíöèðîâ-
êè ÝÑÊ â ÝÒ, ÿâëÿþòñÿ ïðåäìåòîì èçó÷åíèÿ êàê ìîäåëü-
íàÿ ñèñòåìà, ýêâèâàëåíòíàÿ äèôôåðåíöèðîâêå êëåòîê
âíóòðåííåé êëåòî÷íîé ìàññû áëàñòîöèñòû. Èçó÷åíèå èç-
ìåíåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ ïîçâîëèò ïðèáëèçèòü-
ñÿ ê ïîíèìàíèþ ïðîöåññîâ ðàííåé ýìáðèîíàëüíîé äèô-
ôåðåíöèðîâêè.

Ñóùåñòâóåò ìíîæåñòâî ìåòîäîâ èäåíòèôèêàöèè è
îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ: âû÷èòàþùàÿ ãèá-
ðèäèçàöèÿ, äèôôåðåíöèàëüíûé äèñïëåé, ðåïðåçåíòàòèâ-
íûé äèôôåðåíöèàëüíûé àíàëèç (RDA), ñåðèéíûé àíàëèç
ýêñïðåññèðóþùèõñÿ ãåíîâ (SAGE) è ìèêðî÷èïû. Äëÿ
èäåíòèôèêàöèè è îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ
ïðè äèôôåðåíöèðîâêå ÝÑÊ â ÝÒ ìû îñòàíîâèëèñü íà ìå-
òîäå, èñïîëüçîâàâøåìñÿ â ðàáîòå Óèëêñà (Wilks, 1989).
Ýòî ïîçâîëèëî íàì ðàáîòàòü ñ îïðåäåëåííîé ãðóïïîé ãå-
íîâ — êèíàçàìè, êîòîðûå îò÷åòëèâî õàðàêòåðèçóþò ïðî-
öåññû, ïðîòåêàþùèå â êëåòêàõ.

Ýóêàðèîòè÷åñêèå ïðîòåèíêèíàçû ïðåäñòàâëÿþò ñî-
áîé îäíî èç îáøèðíåéøèõ áåëêîâûõ ñóïåðñåìåéñòâ.
Ôîñôîðèëèðîâàíèå áåëêîâ, îñóùåñòâëÿåìîå ïðîòåèíêè-
íàçàìè, îáùåïðèçíàííî ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå
âàæíûõ ñïîñîáîâ ðåãóëÿöèè ôóíêöèè áåëêîâ â ýóêàðèî-
òè÷åñêîé êëåòêå. Ôîñôîðèëèðîâàíèå áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ îä-
íèì èç ìåõàíèçìîâ, îïîñðåäóþùèõ êëåòî÷íûå îòâåòû íà
âíåêëåòî÷íûå ñèãíàëû, à òàêæå ñîáûòèÿ, ïðîèñõîäÿùèå
â îïðåäåëåííûå ìîìåíòû êëåòî÷íîãî öèêëà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû ñëåäó-
þùèå êëåòî÷íûå ëèíèè: òåðàòîêàðöèíîìà ÷åëîâåêà
NTERA2A (êëîí D1); ïåðâè÷íûå ýìáðèîíàëüíûå ìûøè-
íûå ôèáðîáëàñòû (ÌÝÔ), âûäåëåííûå èç 12-ñóòî÷íûõ
ýìáðèîíîâ ìûøè; ëèíèè ÷åëîâå÷åñêèõ ÝÑÊ hESM01 è
hESM02 (Lagarkova et al., 2006). ÝÑÊ êóëüòèâèðîâàëè
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ïðè 37 °Ñ è 5 % CO2 íà ôèäåðíîì ñëîå ÌÝÔ, èíàêòèâè-
ðîâàííûõ ìèòîìèöèíîì C. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÝÒ óäàëÿëè
ôèäåðíûé ñëîé îáðàáîòêîé â òå÷åíèå 15 ìèí êîëëàãåíà-
çîé IV (1 ìã/ìë), êîëîíèè ñîñêàáëèâàëè ïëàñòèêîâûì íà-
êîíå÷íèêîì, îñòîðîæíî äèññîöèèðóÿ íà ôðàãìåíòû
(400—600 êëåòîê), è ïåðåíîñèëè íà ÷àøêè, ïîêðûòûå
2%-íîé àãàðîçîé. Íà ñëåäóþùèé äåíü ÝÑÊ ôîðìèðîâàëè
ïëàâàþùèå îêðóãëûå àãðåãàòû. ×åðåç 4—5 ñóò êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ îáðàçîâûâàëèñü ÝÒ.

Î Ò - Ï Ö Ð è ê ë î í è ð î â à í è å ï ð î ò å è í ê è í à ç.
Âûäåëåíèå òîòàëüíîé ÐÍÊ èç îáðàçöîâ ïðîèçâîäèëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì RNeasy® Mini Kit (QIAGEN, Ãåðìàíèÿ).
Ôðàãìåíòû êÄÍÊ ïðîòåèíêèíàç, ýêñïðåññèðóþùèõñÿ â
ÝÑÊ è ÝÒ, áûëè àìïëèôèöèðîâàíû â ÎÒ-ÏÖÐ íà ìàòðè-
öå òîòàëüíîé ÐÍÊ. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè îáðàòíîé
òðàíñêðèïöèè èñïîëüçîâàëè øåñòèíóêëåîòèäíóþ ðàññå-
ÿííóþ çàòðàâêó (Amersham Biosciences, Àíãëèÿ), ôåð-
ìåíò M-MLV RT (Promega, ÑØÀ), èíãèáèòîð ðèáîíóê-
ëåàç (RNasin, Promega, ÑØÀ) è dNTP (Promega, ÑØÀ).
ÏÖÐ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì Taq-ïîëèìåðàçû
(ÎÎÎ «Áèîíåì», Ðîññèÿ) è ïðàéìåðîâ (ÍÏÔ «Ëèòåõ»,
Ðîññèÿ): ÏÊ-1 — 5�-atccac(A/C)gNga(C/T)(C/T)t-3� è
ÏÊ-2 — 3�-cca(a/t)aggacca(g/c)ac(g/a)tc-5� â ñëåäóþùèõ
óñëîâèÿõ: 94 °Ñ, 40 ñ; 40 °Ñ, 2 ìèí; 72 °Ñ, 20 ñ; 35 öèê-
ëîâ. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îëèãîíóêëåîòèäîâ, èñïîëüçóå-
ìûå äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ïðîòåèíêèíàç:
IGF1R (ÏÖÐ-ïðîäóêò 133 í. ï.); ïðÿìîé — 5�-CATGG-
TGGAGAACGACCATA-3R; îáðàòíûé — 5�-CCACT-
TCACGATTAACTGAGA-3�; MAK-V (ÏÖÐ-ïðîäóêò
129 í. ï.); ïðÿìîé — 5�-GTACCAGAAGATGGTAGA-
CAA-3�, îáðàòíûé — 5�-GCCAGTGCCTGCTGAA-
TATT-3�; A-raf-1 (ÏÖÐ-ïðîäóêò 176 í. ï.); ïðÿìîé —
5�-CAGGCTTTCAAGAATGAGAT-3�, îáðàòíûé —
5�-ATGAGCTGGACCATGTCGAA-3�. Óñëîâèÿ àìïëè-
ôèêàöèè ñëåäóþùèå: 94 °Ñ, 40 ñ; X °Ñ, 45 ñ; 72 °Ñ, 20 ñ;
27—35 öèêëîâ. ÐÍÊ ÷åëîâå÷åñêîãî GAPD èñïîëüçîâàëè
êàê êîíòðîëü êîëè÷åñòâà ìàòðèöû äëÿ ÏÖÐ. Ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ïðàéìåðîâ äëÿ GAPD (ÏÖÐ-ïðîäóêò 402 í. ï.):
ïðÿìîé — 5�-GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA-3�, îáðàò-
íûé — 5�-TTCACACCCATGACGAACAT-3�. Àìïëèôè-
êàöèþ ïðîâîäèëè ïðè ñëåäóþùèõ óñëîâèÿõ: 94 °Ñ 60 ñ;
56 °Ñ, 45 ñ; 72 °Ñ, 30 ñ; 24 öèêëà. Êëîíèðîâàíèå ÏÖÐ-
ôðàãìåíòîâ îñóùåñòâëÿëè, èñïîëüçóÿ pGEM®-T Easy
Vectors System I (Promega, ÑØÀ). Äëÿ òðàíñôîðìàöèè
èñïîëüçîâàëè êîìïåòåíòíûå êëåòêè E. coli JM 109 (Pro-
mega, ÑØÀ). Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåëÿëè ìåòîäîì ùå-
ëî÷íîãî ëèçèñà (Sambrook et al., 1989a). Ñåêâåíèðîâàíèå
ïëàçìèäíîé ÄÍÊ ïðîâîäèëè â ÖÊÏ «Ãåíîì».

Ã è á ð è ä è ç à ö è ÿ í ó ê ë å è í î â û õ ê è ñ ë î ò. Ãèáðè-
äèçàöèþ áàêòåðèàëüíûõ êîëîíèé in situ è Íîçåðí-ãèáðè-
äèçàöèþ ïðîâîäèëè ïî Ìàíèàòèñó (Sambrook et al.,
1989b, 1989c) íà ìåìáðàíàõ Hybond-N (Amersham Biosci-
ences, Àíãëèÿ). Çîíäû äëÿ ãèáðèäèçàöèè ïîëó÷àëè ñ ïî-
ìîùüþ Megaprime labeling kit (Amersham Biosciences,
Àíãëèÿ). Äåòåêöèþ îñóùåñòâëÿëè íà ïðèáîðå Cyclone
(Packard).

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ ïðîòåèíêèíàç õàðàêòåðíî íàëè÷èå â ïîëèïåï-
òèäíîé öåïè ãîìîëîãè÷íûõ êàòàëèòè÷åñêèõ äîìåíîâ, ñî-
ñòîÿùèõ èç 250—300 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ (Hardie,
Hanks, 1995). 12 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ êèíàçíîãî äî-
ìåíà ÿâëÿþòñÿ ïðàêòè÷åñêè èíâàðèàíòíûìè äëÿ âñåõ

ïðåäñòàâèòåëåé ñóïåðñåìåéñòâà. Ýòî ïîçâîëÿåò ïîäî-
áðàòü ïðàéìåðû, êîìïëåìåíòàðíûå êàòàëèòè÷åñêîìó äî-
ìåíó.

Ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ ÏÊ-1 è ÏÊ-2 íà ìàòðè-
öå òîòàëüíîé ÐÍÊ áûë àìïëèôèöèðîâàí íàáîð ôðàãìåí-
òîâ äëèíîé îêîëî 220 í. ï., ñîîòâåòñòâóþùèé ÷àñòè êàòà-
ëèòè÷åñêîãî äîìåíà ïðîòåèíêèíàç (ðèñ. 1).

Ïîëó÷åííûå ôðàãìåíòû êëîíèðîâàëè â ïëàçìèäíûé
âåêòîð. Òàêèì îáðàçîì, áûëè ñîçäàíû ÷åòûðå áèáëèîòå-
êè êëîíîâ. Àìïëèôèêàöèþ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ÐÍÊ èç ÝÑÊ ÷åëîâåêà ëèíèé hESM01 è hESM02 è ÝÒ òåõ
æå ëèíèé. Äàëåå ïîëó÷åííûå êëîíû àíàëèçèðîâàëè ïó-
òåì îïðåäåëåíèÿ ïåðâè÷íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé êëî-
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Ðèñ. 1. Ãåëü-ýëåêòðîôîðåç ïðîäóêòîâ ÎÒ-ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíè-
åì âûðîæäåííûõ ïðàéìåðîâ íà êàòàëèòè÷åñêèé êèíàçíûé äî-

ìåí.

Äîðîæêè: 1 — ÎÒ-ÏÖÐ, îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü; 2 — ÏÖÐ, îòðèöàòåëü-
íûé êîíòðîëü; 3 — ìàðêåð, íèæíÿÿ ïîëîñà — 117 í. ï.; 4 — ÏÖÐ-ïðîäóêò
(220 í. ï.), ñîîòâåòñòâóþùèé ÷àñòè êàòàëèòè÷åñêîãî äîìåíà ïðîòåèíêè-
íàç, ýêñïðåññèðóþùèõñÿ â ÝÑÊ ëèíèè hESM01; 5 — ìàðêåð, íèæíÿÿ ïî-
ëîñà — 213 í. ï.; 6 — ìàðêåð, 1 kb DNA Ladder, íèæíÿÿ ïîëîñà 250 í. ï.

Ðèñ. 2. Ïîëóêîëè÷åñòâåííûé ÎÒ-ÏÖÐ-àíàëèç ýêñïðåññèè ïðî-
òåèíêèíàç â ÝÑÊ ÷åëîâåêà ëèíèé ESM01 è ESM02.

ÝÒ — ýìáðèîèäíûå òåëüöà, 7, 10 è 12-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. GAPDH
èñïîëüçîâàí êàê êîíòðîëü êîëè÷åñòâà ìàòðèöû äëÿ ÏÖÐ.



íèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ, îäíîâðåìåííî ïðîâîäèëè èñòî-
ùåíèå áèáëèîòåê ïî íàèáîëåå ÷àñòî ïîâòîðÿþùèìñÿ
òðàíñêðèïòàì. Èñïîëüçóÿ ïîëó÷åííûå áèáëèîòåêè, ìû
ïðîàíàëèçèðîâàëè îêîëî 800 êëîíîâ, ñðåäè êîòîðûõ ïðî-
òåèíêèíàçà MAK-V ñîñòàâèëà 43.6 % îò îáùåãî ÷èñëà
êëîíîâ, MAPKAPK3 — 30.3, MAPKAPK — 23.5 %;
11.2 % êëîíîâ ñîäåðæàëè êÄÍÊ, ñîîòâåòñòâóþùóþ ðè-
áîíóêëåîïðîòåèíàì A3 è B, áåëêàì unk50, hpRNPD,
HDGF2 è PRP8, è ôðàãìåíòû ãåíîìíîé ÄÍÊ. Äðóãèå
ïðîòåèíêèíàçû (NEK3, NEK7, RYK, A-RAF-1, IGF1R è
PKC) áûëè ïðåäñòàâëåíû åäèíè÷íûìè êëîíàìè. Â ðå-
çóëüòàòå ñåêâåíèðîâàíèÿ íàì óäàëîñü èäåíòèôèöèðîâàòü
9 ðàçëè÷íûõ ïðîòåèíêèíàç.

Î ï ð å ä å ë å í è å ó ð î â í ÿ ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ï ð î ò å è í -
ê è í à ç. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ïðîòåèíêè-
íàç íàìè áûë âûáðàí ìåòîä ïîëóêîëè÷åñòâåííîãî
ÎÒ-ÏÖÐ-àíàëèçà. Äëÿ ýòîãî áûëè ïîäîáðàíû ïðàéìåðû,
ñïåöèôè÷íûå äëÿ êàæäîé îòäåëüíî âçÿòîé ïðîòåèíêèíà-
çû èç áèáëèîòåêè. Óðîâåíü ýêñïðåññèè îöåíèâàëè äëÿ
íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ è ÝÒ 12 ñóò êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ëèíèè hESM01 è äëÿ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ è
ÝÒ 7 è 10 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñóñïåíçèè ëèíèè
hESM02.

Àíàëèç ëèíèè hESM01, ïðîâåäåííûé ìåòîäîì
ÎÒ-ÏÖÐ, ïîêàçàë ïðàêòè÷åñêè ðàâíûé óðîâåíü ýêñïðåñ-
ñèè MAK-V êàê â ÝÑÊ, òàê è â ÝÒ (ðèñ. 2). Îäíàêî äëÿ
ëèíèè hESM02 êàðòèíà ïðèîáðåëà íåñêîëüêî èíîé õà-
ðàêòåð: çäåñü ìîæíî íàáëþäàòü ïîâûøåíèå óðîâíÿ ýêñï-
ðåññèè ïðîòåèíêèíàçû MAK-V â ÝÒ 10 ñóò êóëüòèâèðî-
âàíèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ ÝÑÊ è ÝÒ 7 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Äàííûì ìåòîäîì áûëî âûÿâëåíî óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ýêñ-
ïðåññèè IGF1R â ÝÒ 7 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïî ñðàâíå-
íèþ ñ ÝÑÊ è ÝÒ 10 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ äëÿ ëèíèè
hESM02, äëÿ ëèíèè hESM01 òàêîãî èçìåíåíèÿ ýêñïðåñ-
ñèè ìû íå îáíàðóæèëè. Ìû íàáëþäàëè óâåëè÷åíèå ýêñï-
ðåññèè NEK7 â ÝÒ ëèíèè hESM02 10 ñóò êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ ÝÑÊ è ÝÒ 7 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ, â
äðóãîé ëèíèè èçìåíåíèÿ ýêñïðåññèè íå îáíàðóæèëè. Óðî-
âåíü ýêñïðåññèè ïðîòåèíêèíàç A-raf, MAPK3 è NEK3 íå
ðàçëè÷àëñÿ êàê â ÝÑÊ, òàê è â ÝÒ ðàçíîãî âðåìåíè êóëüòè-
âèðîâàíèÿ. Òàêèì îáðàçîì, ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè óðîâåíü
ýêñïðåññèè 6 ïðîòåèíêèíàç èç áèáëèîòåêè.

Äëÿ ïðîòåèíêèíàçû MAK-V âûñîêèé óðîâåíü ýêñ-
ïðåññèè â ÝÑÊ áûë òàêæå ïîäòâåðæäåí ìåòîäîì Íî-
çåðí-ãèáðèäèçàöèè (ðèñ. 3).

Îáñóæäåíèå

Ëèíèè ÝÑÊ íå ÿâëÿþòñÿ èäåíòè÷íûìè, êàæäàÿ èç
íèõ êðîìå ïðèçíàêîâ, îïðåäåëÿþùèõ èõ êàê ñòâîëîâûå
(ïëþðèïîòåíòíîñòü, ñïîñîáíàÿ ê íåîãðàíè÷åííîìó êîëè-
÷åñòâó êëåòî÷íûõ äåëåíèé è âûñîêàÿ ïðîëèôåðàòèâíàÿ
àêòèâíîñòü), èìååò ðÿä îòëè÷èé: ðàçíûé óðîâåíü ýêñ-
ïðåññèè ðÿäà ìàðêåðîâ, êîëè÷åñòâî ñïîíòàííî äèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ êîëîíèé ïðè îäíèõ è òåõ æå óñëîâèÿõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ è ñïîñîáíîñòü ñïîíòàííî äèôôåðåíöè-
ðîâàòüñÿ ïðåèìóùåñòâåííî ïî òîìó èëè èíîìó ïóòè. Íå-
ñîìíåííî, ýòî ìîæåò äèêòîâàòüñÿ ðàçëè÷èåì â ôóíêöèî-
íèðóþùèõ âíóòðè êëåòêè ñèãíàëüíûõ êàñêàäàõ, è ïðîòå-
èíêèíàçû èãðàþò â íèõ ñóùåñòâåííóþ ðîëü. Íàìè
ïîêàçàíî, ÷òî óðîâåíü ýêñïðåññèè îäíèõ è òåõ æå ïðîòå-
èíêèíàç ðàçëè÷àëñÿ ó êëåòî÷íûõ ëèíèé ÝÑÊ. Ïðîòîîí-
êîãåí A-raf õàðàêòåðåí äëÿ âñåõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé ÷åðåç
ïîâåðõíîñòíûå ðåöåïòîðû ôàêòîðîâ ðîñòà, â êîòîðûõ
ïðèíèìàþò ó÷àñòèå RAS-áåëêè. A-raf ïåðåäàåò ñèãíàë ñ
RAS -áåëêîâ ÷åðåç ðÿä ýòàïîâ íà MAPK. Óðîâåíü ýêñ-
ïðåññèè äàííîé ïðîòåèíêèíàçû êàê â ÝÑÊ, òàê è â ÝÒ
ðàçíîãî âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ íå ðàçëè÷àëñÿ, òàê æå
êàê MAPK3 (ðèñ. 2). Íàëè÷èå ýêñïðåññèè âñåõ êîìïîíåí-
òîâ MAPK-ïóòè áûëî äåòåêòèðîâàíî â ïðåèìïëàíòàöè-
îííûõ ýìáðèîíàõ ìûøè (Wang et al., 2004). Â ðÿäå ðàáîò
ïîêàçàíî, ÷òî MAPK-ïóòü ðåãóëèðóåò ìèòîç-ñïåöèôè÷-
íûå ñåìåéñòâà êèíàç, òàêèå êàê ïîëîïîäîáíûå (polo-like)
êèíàçû (Okano-Uchida et al., 2001) è NEK-êèíàçû (Di
Agostina et al., 2002). NEK3 ó÷àñòâóåò â ïåðåäà÷å ñèãíàëà
÷åðåç ïðîëàêòèíîâûé ðåöåïòîð (Tanaka, Nigg, 1999; Mil-
ler et al., 2005), íàìè íå áûëî âûÿâëåíî èçìåíåíèå óðîâ-
íÿ ýêñïðåññèè ýòîé ïðîòåèíêèíàçû â ïðîöåññå äèôôå-
ðåíöèðîâêè ÝÑÊ (ðèñ. 2). NEK7 ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â
ñèãíàëüíîì ïóòè, ðåãóëèðóþùåì ìèòîç (Kandli et al.,
2000; Belham et al., 2003). Ìû îáíàðóæèëè óâåëè÷åíèå
ýêñïðåññèè NEK7 â ÝÒ ëèíèè hESM02 10 ñóò êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ (ðèñ. 2). Ýòè äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè î
âûñîêîé ýêñïðåññèè êîìïîíåíòîâ MAPK-ïóòè è èõ ìè-
øåíåé (NEK) â ïðåèìïëàíòàöèîííûõ ýìáðèîíàõ ìûøè è
êîñâåííî ïîäòâåðæäàþò ïðåäïîëàãàåìóþ ìèòîòè÷åñêóþ
àêòèâíîñòü MAPK-êèíàç íà ýòèõ ñòàäèÿõ, êîòîðàÿ çàêëþ-
÷àåòñÿ â ðåãóëÿöèè âåðåòåíà äåëåíèÿ. Ýòî ñâîéñòâî
MAPK-êèíàç ðàñïðîñòðàíÿåòñÿ íà óçêèé êðóã ëèíèé êëå-
òîê, ýêâèâàëåíòíûõ ðàííèì ñòàäèÿì ýìáðèîíà, è íå õà-
ðàêòåðíî äëÿ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê. Ñèãíàëüíàÿ ñèñòåìà
IGF âûñîêîêîíñåðâàòèâíà ó âñåõ ïîçâîíî÷íûõ. Ñâÿçûâà-
íèå ëèãàíäà ñ IGF1R âåäåò ê àêòèâàöèè äâóõ ãëàâíûõ
ñèãíàëüíûõ ïóòåé MAPK è PI3K/Atk-1 (Jones, Clemmons,
1995; Butler et al., 1998; Blume-Jensen, Hunter, 2001).
IGF1 ñòèìóëèðóåò ñîçðåâàíèå îîöèòîâ è ýìáðèîíàëüíîå
ðàçâèòèå ó ðàçëè÷íûõ âèäîâ (Narula et al., 1996; Herrler et
al., 1998; Moreira et al., 2002; Lin et al., 2003), âêëþ÷àÿ ÷å-
ëîâåêà (Lighten et al., 1998). Ìûøè, íîêàóòíûå ïî IGF1R,
èìåëè íà 45 % ìåíüøóþ ìàññó, ÷åì äèêèé òèï, è óìèðà-
ëè ïðè ðîæäåíèè. Ó íèõ íàáëþäàëèñü ìûøå÷íàÿ ãèïî-
êñèÿ, çàìåäëåííîå ðàçâèòèå êîñòè è èçìåíåííàÿ ìîðôî-
ëîãèÿ öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû (Liu et al., 1993).
Ñèãíàëüíàÿ ñèñòåìà IGF — ïîòåíöèàëüíûé íåéðîíàëü-
íûé èíäóêòîð, îíà íåîáõîäèìà äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ãîëîâ-
íûõ ñòðóêòóð ó ýìáðèîíîâ øïîðöåâîé ëÿãóøêè (Pera et
al., 2001; Richard-Parpaillon et al., 2002). Èññëåäîâàíèÿ íà
ïîëîñàòûõ äàíèî ïîêàçàëè, ÷òî îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè
IGF1R ïðèâîäèò ê ïîëíîé ïîòåðå ãîëîâû è ãëàçíûõ
ñòðóêòóð, îòñóòñòâèþ íîòîõîðäû è ïîÿâëåíèþ àáíîð-
ìàëüíûõ ñîìèòîâ (Eivers et al., 2004). ×òî êàñàåòñÿ ðàí-

Àíàëèç ïðîòåèíêèíàç, ïðåèìóùåñòâåííî ýêñïðåññèðóþùèõñÿ â ëèíèÿõ ÝÑÊ ÷åëîâåêà 563

Ðèñ. 3. Àíàëèç ýêñïðåññèè ïðîòåèíêèíàçû MAK-V â ÝÑÊ ÷åëî-
âåêà ëèíèè ECM01 (1), êëåòêàõ òåðàòîêàðöèíîìû NTERA2A

÷åëîâåêà (2) è ãåïàòîöèòàõ ÷åëîâåêà (3). Ðàäèîàâòîãðàôèÿ.



íèõ ýòàïîâ ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ, òî ñóùåñòâóþò
äàííûå, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî äîáàâëåíèå IGF1 â ñðåäó
äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ áëàñòîöèñò óâåëè÷èâàåò êîëè÷åñò-
âî êëåòîê âíóòðåííåé êëåòî÷íîé ìàññû ó ÷åëîâåêà è
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (Narula et al., 1996; Lighten et al.,
1998). Íàèáîëüøèé óðîâåíü ýêñïðåññèè IGF1R ìû íà-
áëþäàëè â ÝÒ 7 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ, à ê 10-ì ñóò êóëü-
òèâèðîâàíèÿ åãî ýêñïðåññèÿ îñëàáåâàåò è ñòàíîâèòñÿ
ïðàêòè÷åñêè ðàâíîé óðîâíþ ýêñïðåññèè â ÝÑÊ (ðèñ. 2).
Â îäíîé èç ðàáîò (Kim et al., 2005) ïðîäåìîíñòðèðîâàíî,
÷òî íàèáîëüøèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ìÐÍÊ IGF1R â
íåîïëîäîòâîðåííîé áëàñòîöèñòå, â 2- è 4-êëåòî÷íûõ ýì-
áðèîíàõ, è îí ïîñòåïåííî óìåíüøàåòñÿ íà ñòàäèÿõ 8-êëå-
òî÷íîãî ýìáðèîíà, ìîðóëû è áëàñòîöèñòû. MAK-V —
ðîäñòâåííàÿ MARK/Par-1MELK ïðîòåèíêèíàçà — àññî-
öèèðîâàíà ñ íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêîé. MAK-V
ðåãóëèðóåò ýíäîöèòîç (Korobko et al., 2000), âçàèìîäåé-
ñòâóÿ ñ Rabaptin-5 (Korobko et al., 2000). Íîçåðí-ãèáðè-
äèçàöèÿ ïîäòâåðäèëà âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà
MAK-V ÝÑÊ ëèíèè hESM01 — ïðàêòè÷åñêè òàêîé æå,
êàê äëÿ êëåòîê ÷åëîâå÷åñêîé òåðàòîêàðöèíîìû NTE-
RA2A, â îòëè÷èå îò êëåòîê ïå÷åíè, â êîòîðûõ îíà ïðàê-
òè÷åñêè íå äåòåêòèðóåòñÿ (ðèñ. 3). Àíàëèç, ïðîâåäåííûé
ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ, ïîêàçàë ïîâûøåíèå óðîâíÿ ýêñïðåñ-
ñèè äàííîé ïðîòåèíêèíàçû â ÝÒ 10 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
ïî ñðàâíåíèþ ñ ÝÑÊ è ÝÒ 7 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ äëÿ ëè-
íèè hESM02. Îäíàêî óðîâåíü ýêñïðåññèè ïðîòåèíêèíà-
çû ïàäàåò â ÝÒ ëèíèè hESM01 (ðèñ. 2). Äàííûå, ïîëó÷åí-
íûå íà ýìáðèîíàõ øïîðöåâîé ëÿãóøêè, ïîäòâåðæäàþò
âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè MAK-V êàê â íåîïëîäîò-
âîðåííûõ îîöèòàõ, òàê è íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ ýì-
áðèîíà. Íà ñòàäèè ãàñòðóëû ýêñïðåññèÿ MAK-V îãðàíè-
÷èâàåòñÿ ýêòîäåðìîé, íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ ýìá-
ðèîíà — ðàéîíîì íåðâíîé ïëàñòèíêè, à åùå ïîçæå —
òîëüêî ðàéîíîì íåðâíîé òðóáêè (Ruzov et al., 2004).

Òàê êàê ëèíèè ÝÑÊ îáëàäàþò ðàçíûì ïðèîðèòåòîì â
íàïðàâëåíèè äèôôåðåíöèðîâêè, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî äàæå íåçíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ â ýêñïðåññèè ãåíîâ
ïðîòåèíêèíàç êîððåëèðóþò ñ ïðåäïî÷òèòåëüíûì íàïðàâ-
ëåíèåì äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ.
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PROTEIN KINASES ABUNDANTLY EXPRESSED IN UNDIFFERENTIATED HUMAN ESC LINES
AND DERIVED EMBRYOID BODIES
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The ability of human embryonic stem cells (ESCs) to unlimited proliferation and huge differentiation po-
tential makes them very attractive tool both for basic research and biological medicine. There are still little
known about mechanisms that govern their differentiation or keep them in a pluripotency state. A variety of sig-
naling events determines gene expression profiles responsible for such mechanisms activation. Protein kinases
are key components of the signaling cascades. The knowledge about protein kinases expression profile in undif-
ferentiated ESCs and embryoid bodies (EBs) will allow to understand early differentiation events. We construc-
ted cDNA libraries containing fragments of protein kinases catalytic domain that were expressed in undifferenti-
ated cells or EB of hESM01, hESM02 cell lines. We detected high level of MAK-V expression using Nor-
thern-blot hybridization. Semi-quantitative RT-PCR was used to compare the level of abundantly expressed
kinases MAK-V, A-RAF-1, MARK3, IGF1R, NEK3 and NEK7 in undifferentiated ESCs or derived EBs.
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