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Íîâûå ëèíèè ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ) ÷åëîâåêà C612 è C910 ïîëó÷åíû èç áëàñòî-
öèñò íà ñòàäèè âûëóïëåíèÿ. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå mTeSR™ áåç äîáàâîê íà ôèäåðíîì ñëîå ýì-
áðèîíàëüíûõ ìûøèíûõ ôèáðîáëàñòîâ, îáðàáîòàííûõ ìèòîìèöèíîì Ñ. Êëåòêè îõàðàêòåðèçîâàíû ïî
ìàðêåðàì ïëþðèïîòåíòíîñòè: ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû, Oct3/4, SEEA-4, Nanog è Rex1. Ìåòîäîì ïðîòî÷íîé
öèòîôëóîðèìåòðèè âûÿâëåíû ýêñïðåññèÿ òàêèõ ìàðêåðîâ, êàê CD90, CD117, è îòñóòñòâèå èëè ñëàáàÿ
ýêñïðåññèÿ CD13, CD34, CD45, CD130, HLA êëàññà I è HLA êëàññà II, ÷òî ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðíîé îñîáåí-
íîñòüþ ÝÑÊ ÷åëîâåêà. Àíàëèç ñòðóêòóðû êàðèîòèïà ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê ïðîâîäèëè ñ ïðèìåíåíèåì
äèôôåðåíöèàëüíîé îêðàñêè õðîìîñîì íà G-äèñêè. Êàðèîëîãè÷åñêèé àíàëèç âûÿâèë íàëè÷èå êëåòîê ñ
íîðìàëüíûì êàðèîòèïîì êàê ïî ÷èñëó õðîìîñîì, òàê è ïî èõ ñòðóêòóðå. Êëåòêè èññëåäîâàííûõ ëèíèé
ÿâëÿþòñÿ ïëþðèïîòåíòíûìè, ïîñêîëüêó ñïîñîáíû äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ âî âñå òðè çàðîäûøåâûõ ëèñòêà,
÷òî áûëî ïîêàçàíî ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë ê íåñòèíó, âèìåíòèíó, êåðàòèíó (ìàðêåðàì ýêòî-
äåðìû), á-ôåòîïðîòåèíó (ìàðêåðó ýíòîäåðìû), ìûøå÷íîìó á-àêòèíèíó (ìàðêåðó ìåçîäåðìû). Òàêèì îá-
ðàçîì, ïîëó÷åííûå ëèíèè îáëàäàþò âñåìè ñâîéñòâàìè, ïðèñóùèìè ÝÑÊ ÷åëîâåêà, è ìîãóò áûòü èñ-
ïîëüçîâàíû ïðè ðåøåíèè êàê ôóíäàìåíòàëüíûõ, òàê è ïðàêòè÷åñêèõ çàäà÷, â ÷àñòíîñòè âîçìîæíîñòè èõ
ïðèìåíåíèÿ â çàìåñòèòåëüíîé òåðàïèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà, êëåòî÷íûå ëèíèè, èììóíîöèòîõè-
ìèÿ, ïëþðèïîòåíòíîñòü, äèôôåðåíöèðîâêà ñòâîëîâûõ êëåòîê.

Ïåðâûå ïîñòîÿííûå ëèíèè ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê (ÝÑÊ) ÷åëîâåêà áûëè ïîëó÷åíû â ÑØÀ â 1998 ã.
(Thomson et al., 1998). Ýòà ðàáîòà áûëà îòíåñåíà ê îäíîìó
èç íàèáîëåå êðóïíûõ äîñòèæåíèé áèîëîãèè XX âåêà. Òà-
êàÿ îöåíêà îáóñëîâëåíà òåì, ÷òî ëèíèè ÝÑÊ ÷åëîâåêà ìî-
ãóò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê íåîãðàíè÷åííûé èñòî÷íèê òðàíñ-
ïëàíòàöèîííîãî ìàòåðèàëà äëÿ ëå÷åíèÿ ðàçëè÷íûõ òÿæå-
ëûõ çàáîëåâàíèé. Çà ïîñëåäíèå ãîäû ïîñòîÿííûå ëèíèè
ÝÑÊ áûëè ïîëó÷åíû âî ìíîãèõ ëàáîðàòîðèÿõ áîëåå ÷åì
20 ñòðàí (Guhr et al., 2006; Íèêîëüñêèé è äð., 2007), â òîì
÷èñëå â Ðîññèè (Êðûëîâà è äð., 2003; Ãîðäååâà è äð., 2006;
Lagarkova et al., 2006, 2008).

Ïðè ðàáîòå ñ ëþáûìè êëåòî÷íûìè ëèíèÿìè âñåãäà
âîçíèêàåò âîïðîñ î ñòàíäàðòèçàöèè, î ïðàâîìî÷íîñòè
ñðàâíåíèÿ äàííûõ, ïîëó÷åííûõ íà îäíîé è òîé æå ëèíèè,
íî â ðàçíûõ ëàáîðàòîðèÿõ. Äëÿ ÝÑÊ ÷åëîâåêà ïðîáëåìà
ñòàíäàðòèçàöèè ïðèîáðåòàåò èñêëþ÷èòåëüíî áîëüøîå
çíà÷åíèå èç-çà ïåðñïåêòèâû èõ èñïîëüçîâàíèÿ â êëèíèêå.
Ïðè ýòîì ñòàíäàðòíûå ïîêàçàòåëè äëÿ êëåòîê, ïðåäíàç-
íà÷åííûõ äëÿ èññëåäîâàòåëüñêèõ èëè òåðàïåâòè÷åñêèõ
öåëåé, ìîãóò áûòü ðàçëè÷íûìè. Ñ 2004 ã. îáñóæäàåòñÿ âî-
ïðîñ î òîì, ÷òî òàêîå ïîñòîÿííàÿ ëèíèÿ ÝÑÊ, ñêîëü íåèç-
ìåííû åå ñâîéñòâà. Îêàçàëîñü, ÷òî â òå÷åíèå êóëüòèâèðî-
âàíèÿ ìíîãèå ïîñòîÿííûå ëèíèè ÝÑÊ ïðåòåðïåâàþò ãåíå-
òè÷åñêèå è ýïèãåíåòè÷åñêèå èçìåíåíèÿ (Maitra et al.,
2005; Íèêîëüñêèé è äð., 2007; Baker et al., 2007).

Ïîýòîìó äëÿ áóäóùåãî ïðèìåíåíèÿ äèôôåðåíöè-
ðîâàííûõ êëåòîê, ïîëó÷åííûõ íà îñíîâå ÝÑÊ ÷åëîâåêà ñ

öåëüþ òðàíñïëàíòàöèè, íåîáõîäèìî èìåòü çàïàñ íåèçìå-
íåííûõ ÝÑÊ ïðåèìóùåñòâåííî ðàííèõ ïàññàæåé, êîòî-
ðûé íåâîçìîæíî îáåñïå÷èòü áåç ïîëó÷åíèÿ íîâûõ ëèíèé.
Çàäà÷åé íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî ïîëó÷åíèå íîâûõ ëèíèé
ÝÑÊ èç áëàñòîöèñò ÷åëîâåêà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èñòî÷íèêîì êëåòîê äëÿ ïîëó÷åíèÿ ëèíèé ÝÑÊ ïîñëó-
æèëè èçáûòî÷íûå áëàñòîöèñòû, êîòîðûå íå ìîãëè áûòü
èñïîëüçîâàíû â ïðîöåññå ýêñòðàêîðïîðàëüíîãî îïëîäî-
òâîðåíèÿ.

Ï î ë ó ÷ å í è å è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å. Áëàñòîöèñòó
5—6-ñóòî÷íîãî ðàçâèòèÿ, ñàìîñòîÿòåëüíî îñâîáîäèâ-
øóþñÿ îò áåëêîâîé îáîëî÷êè (ïåëëþöèäû) èëè ïîñëå åå
õèìè÷åñêîãî ðàñòâîðåíèÿ ñ ïîìîùüþ êèñëîãî ðàñòâîðà
Òèðîèäå, ïîìåùàëè íà ïîäãîòîâëåííûé ôèäåðíûé ñëîé â
ëóíêó 4-ëóíî÷íîé ïàíåëè. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íà ñðå-
äå mTeSR ïðè ñëåäóþùèõ óñëîâèÿõ: 37 °Ñ, 85 % âëàæíî-
ñòè è 6 % CO2 è åæåäíåâíàÿ ñìåíà ñðåäû â òå÷åíèå
9—11 ñóò.

Â êà÷åñòâå ôèäåðíîé êóëüòóðû èñïîëüçîâàëè ìûøè-
íûå ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû (ÌÝÔ), ïîëó÷åííûå â
ðåçóëüòàòå ýêñïëàíòàöèè 14-ñóòî÷íûõ ýìáðèîíîâ ñàìîê
ëèíèè CBA, ñêðåùåííûõ ñ ñàìöàìè ëèíèèC57Bl/6. Êëåò-
êè ÌÝÔ ðàñòèëè íà ñðåäå DME/F12 ñ äîáàâëåíèåì 2 ìÌ
L-ãëóòàìèíà, ñìåñè ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà, 10 %
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ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè; ïåðåñåâàëè â òå÷åíèå
5 ïàññàæåé â ñîîòíîøåíèè 1 : 2 ñ èñïîëüçîâàíèåì ñìåñè
òðèïñèíà è ÝÄÒÀ è çàìîðàæèâàëè. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ
ôèäåðíîãî ñëîÿ êóëüòóðàëüíóþ ïîñóäó îáðàáàòûâàëè
0.1%-íûì ðàñòâîðîì æåëàòèíà, ïîâåðõ êîòîðîãî âûñåâà-
ëè êëåòêè ÌÝÔ 3—4-ãî ïàññàæåé, ïðåäâàðèòåëüíî îáðà-
áîòàííûå ìèòîìèöèíîì Ñ â êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë â òå-
÷åíèå 2.5 ÷. Ïëîòíîñòü ôèäåðíîé êóëüòóðû ñîñòàâëÿëà
25�103 êë./ñì2.

Áëàñòîöèñòû, ïîìåùåííûå íà ôèäåðíûé ñëîé, íà÷è-
íàëè óâåëè÷èâàòüñÿ â ðàçìåðå ÷åðåç 3 ñóò, è ÷åðåç
9—11 ñóò èç íèõ ïîÿâëÿëèñü êîëîíèè ðàñòóùèõ êëåòîê.
Âûðîñøèå êîëîíèè êëåòîê ðàçäåëÿëè íà 2—4 ÷àñòè ñ ïî-
ìîùüþ ïëàñòèêîâîãî íàêîíå÷íèêà äëÿ ïèïåòêè ïîä ìèê-
ðîñêîïîì ïðè ôàçîâî-êîíòðàñòíîì îñâåùåíèè. Àãðåãàòû
êëåòîê ïåðåíîñèëè íà ñâåæèé ñëîé ÌÝÔ â ëóíêè 4-ëóíî÷-
íîé ïàíåëè. Â äàëüíåéøåì äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ èñïîëü-
çîâàëè êóëüòóðàëüíûå ÷àøêè 35 è 60 ìì è ñðåäó mTeSR
èëè ñðåäó ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: knockout DMEM ñ äîáàâ-
ëåíèåì 20 % knockout serum replacement (çàìåíèòåëÿ ñû-
âîðîòêè), 2 ìÌ L-ãëóòàìèíà, 1 % çàìåíèìûõ àìèíîêèñ-
ëîò, 0.1 ìÌ â-ìåðêàïïòîýòàíîëà, 25 ìêã/ìë ïåíèöèëëèíà
è ñòðåïòîìèöèíà è 6 íã/ìë ðîñòîâîãî ôàêòîðà bFGF. ×å-
ðåç êàæäûå 5—6 ñóò êîëîíèè íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê ðàçäåëÿëè íà 6—10 ÷àñòåé ìåõàíè÷åñêè
ñ ïîìîùüþ ïëàñòèêîâîãî íàêîíå÷íèêà èëè íîæåé è ïåðå-
íîñèëè íà ñâåæèé ôèäåð â ñîîòíîøåíèè 1 : 2; ñðåäó ïîë-
íîñòüþ ìåíÿëè åæåäíåâíî.

Ï ð î ò î ÷ í à ÿ ö è ò î ô î ò î ì å ò ð è ÿ. Èììóíîôåíîòè-
ïèðîâàíèå ÝÑÊ ïðîâîäèëè ñ ïðèìåíåíèåì ïðîòî÷íîãî
öèòîôëóîðèìåòðà Epics XL (Beckman Coulter). Èñïîëüçî-
âàëè àíòèòåëà, ñâÿçàííûå ñ FITC (CD34, CD45, CD90,
CD130, HLA êëàññà I) èëè ñ PE (ôèêîýðèòðèíîì) (CD13,
CD117, HLA êëàññà II). Ïðîáû äëÿ ïðîòî÷íîãî àíàëèçà
ãîòîâèëè ñîãëàñíî óêàçàíèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ.

Î ï ð å ä å ë å í è å ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ì à ð ê å ð î â ï ë þ ð è-
ï î ò å í ò í î ñ ò è Ý Ñ Ê ÷ å ë î â å ê à ñ ï î ì î ù ü þ ï î ë è-
ì å ð à ç í î é ö å ï í î é ð å à ê ö è è (Ï Ö Ð). Äëÿ àíàëèçà
ãåííîé ýêñïðåññèè òîòàëüíóþ ÐÍÊ èç ÝÑÊ, âûäåëÿëè,
èñïîëüçóÿ RNesy Micro Kit ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ôèð-
ìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ñèíòåç êÄÍÊ ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè
RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit â ñîîò-
âåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ñïå-
öèôè÷íûå ãåíû ÝÑÊ ÷åëîâåêà áûëè àìïëèôèöèðîâàíû
Taq DNA polymerase íà àìïëèôèêàòîðå Cyclo Temp ïî
ñëåäóþùåé ïðîãðàììå: ãîðÿ÷èé ñòàðò — äåíàòóðàöèÿ,
93 °Ñ, 3 ìèí, îòæèã ïðàéìåðîâ, 56—67 °Ñ, 2 ìèí, óäëèíå-
íèå öåïè, 72 °Ñ, 1 ìèí 30 ñ; äåíàòóðàöèÿ, 93 °Ñ, 45 ñ; îò-
æèã ïðàéìåðîâ, 56—67 °Ñ, 1 ìèí; óäëèíåíèå öåïè, 72 °Ñ,
1 ìèí 30 ñ (30 öèêëîâ). Çàâåðøàþùåå óäëèíåíèå öåïè —
72 °Ñ, 10 ìèí. Äëÿ àíàëèçà ýêñïðåññèè ñïåöèôè÷åñêèõ ãå-
íîâ ïëþðèïîòåíòíîñòè ÝÑÊ èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå
ïðàéìåðû: oct4 — ïðÿìîé ïðàéìåð 5�cgaccatctgccgctttgag
3� è îáðàòíûé 5�ccccctgtcccccttccta3�, òåìïåðàòóðà îòæèãà
60 °Ñ, ðàçìåð ïðîäóêòà àìïëèôèêàöèè 577 ï. í.; rex 1 —
ïðÿìîé ïðàéìåð 5�gcgtacgcaaattaaagtccaga3� è îáðàòíûé
5�cagcatcctaaacagctcgcagaat3�, òåìïåðàòóðà îòæèãà 56 °Ñ,
ðàçìåð ïðîäóêòà àìïëèôèêàöèè 306 ï. í. (Henderson et al.,
2002); nanog — ïðÿìîé ïðàéìåð 5�caaaggcaaacaacccact3� è
îáðàòíûé 5�ctggatgttctgggtctgg3�, òåìïåðàòóðà îòæèãà
60 °Ñ, ðàçìåð ïðîäóêòà àìïëèôèêàöèè 427 ï. í. (Kim et al.,
2005). Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ãåí gapdh — ïðÿ-
ìîé ïðàéìåð 5�gctcagacaccatggggaaggt3� è îáðàòíûé
5�gtggtgcaggaggcattgctga3�, òåìïåðàòóðà îòæèãà 67 °Ñ, ðàç-
ìåð ïðîäóêòà àìïëèôèêàöèè 474 ï. í. (Zeng et al., 2004).

Ýëåêòðîôîðåç àìïëèôèöèðîâàííîãî ïðîäóêòà ïðîâî-
äèëè â 2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå, ñîäåðæàùåì áóôåð TAE ñ
áðîìèñòûì ýòèäèåì. Â êà÷åñòâå ìàðêåðà ìîëåêóëÿðíîé
ìàññû èñïîëüçîâàëè 1Kb DNA ladder. ÄÍÊ äåòåêòèðîâàëè
â óëüòðàôèîëåòå (302 íì) ïðè ïîìîùè ïðèáîðà Transillu-
minator. Ôîòîãðàôèðîâàíèå ãåëåé ïðîèçâîäèëè öèôðîâûì
ôîòîàïïàðàòîì Canon.

Ê ð è î ê î í ñ å ð â à ö è ÿ. Êîëîíèè íåäèôôåðåíöèðîâàí-
íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ìåõàíè÷åñêè ðàçäåëÿëè íà àãðåãà-
òû ðàçìåðîì â 2—4 ðàçà áîëüøå, ÷åì äëÿ ïåðåñåâà. Ñóñ-
ïåíçèþ ñîáèðàëè â êîíè÷åñêóþ ïðîáèðêó, â êîòîðîé îíè
îñåäàëè â òå÷åíèå 10 ìèí, çàòåì âåðõíèé ñëîé ñðåäû ñëè-
âàëè, à ê ñóñïåíçèè ïî êàïëÿì äîáàâëÿëè ðàâíûé îáúåì
20%-íîãî ðàñòâîðà DMSO â ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêå.
Êðèîâèàëû ñ êëåòêàìè çàìîðàæèâàëè ñî ñêîðîñòüþ
1 °Ñ/ìèí è õðàíèëè â æèäêîì àçîòå. Ðàçìîðîçêó êëåòîê
ïðîâîäèëè, áûñòðî íàãðåâàÿ àìïóëó â âîäÿíîé áàíå ïðè
37 °Ñ, ñîäåðæèìîå ïåðåíîñèëè â êîíè÷åñêóþ ïðîáèðêó,
çàòåì ïî êàïëÿì äîáàâëÿëè 10 ìë òåïëîé ðîñòîâîé ñðåäû.
Ïðîáèðêó öåíòðèôóãèðîâàëè ñî ñêîðîñòüþ 800 îá/ìèí â
òå÷åíèå 3 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Îñàäîê ñóñ-
ïåíäèðîâàëè 1—2 ðàçà â 2 ìë ðîñòîâîé ñðåäû è ðàñïðåäå-
ëÿëè ïî ëóíêàì 4-ëóíî÷íîé ïàíåëè, ñîäåðæàùèì ïðèãî-
òîâëåííûé íàêàíóíå ñëîé ÌÝÔ. Ñðåäó ìåíÿëè åæåäíåâ-
íî, è ÷åðåç 10—12 ñóò â ëóíêàõ âûðàñòàëè 1—2 êîëîíèè
íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÿ. Êîëîíèè ñòâîëîâûõ êëåòîê
âûðàùèâàëè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ, ïîìåùåííûõ â ÷àøêè
Ïåòðè 35 ìì, â òå÷åíèå 4—5 ñóò. Ñòåêëà îêðàøèâàëè ïî
îáùåïðèíÿòîìó ïðîòîêîëó. Êðàòêî: êëåòêè ôèêñèðîâàëè
4%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì íà PBS â òå÷åíèå 20 ìèí,
ïåðìåàáèëèçîâûâàëè 0.1%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà X-100
â òå÷åíèå 10 ìèí, çàáèâêó ïðîâîäèëè â ðàñòâîðå 1%-íîãî
BSA â òå÷åíèå 30 ìèí è èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâûìè è âòî-
ðûìè àíòèòåëàìè ïî 40 ìèí. Âñå îïåðàöèè ïðîâîäèëè
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Â êà÷åñòâå ïåðâûõ àíòèòåë
èñïîëüçîâàëè ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðî-
òèâ SSEA-4 â ðàçâåäåíèè 1 : 50, Oct 3/4 (1 : 100), öèòî-
êåðàòèíà 18 (1 : 50), âèìåíòèíà (1 : 20), á-ôåòîïðîòåèíà
(1 : 500), ìûøå÷íîé èçîôîðìû á-àêòèíèíà (ñóïåðíàòàíò),
ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ íåñòèíà (1 : 100). Â êà-
÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè êîçüè àíòèìûøèíûå
àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóîðîõðîìîì Alex
Fluro488 (1 : 800) èëè Cy3 (1 : 500); äëÿ âûÿâëåíèÿ íåñòè-
íà èñïîëüçîâàëè àíòèêðîëè÷üè àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàí-
íûå ñ Cy3. ßäðà êëåòîê ïîäêðàøèâàëè èîäèñòûì ïðîïè-
äèåì (0.5 ìêã/ìë) èëè DAPI (1 ìêã/ìë). Ïîêðîâíûå ñòåêëà
çàêëþ÷àëè â ãëèöåðèíîâûé áóôåð, ñîäåðæàùèé 1 % ïðî-
ïèëãàëàòà, è àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî
ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî ìèêðîñêîïà Leika TCS CL (Ãåð-
ìàíèÿ).

À ê ò è â í î ñ ò ü ù å ë î ÷ í î é ô î ñ ô à ò à ç û â íåäèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ îïðåäåëÿëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì íàáîðà ðåàãåíòîâ «Sigma Diagnostics Alka-
line Phosphatase (AP) leukocyte» ñîãëàñíî ïðîòîêîëó
ôèðì-ïðîèçâîäèòåëåé.

Ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê à i n v i t r o. Ñïîíòàííóþ äèô-
ôåðåíöèðîâêó ñòâîëîâûõ êëåòîê ïîëó÷àëè, èñïîëüçóÿ ìå-
òîäèêó îáðàçîâàíèÿ ýìáðèîèäíûõ òåë (Itskoviz-Eldor et
al., 2000). Êîëîíèè ñòâîëîâûõ êëåòîê ðàçäåëÿëè ìåõàíè-
÷åñêè íà 4 ÷àñòè è âûäåðæèâàëè â ðîñòîâîé ñðåäå áåç äî-
áàâëåíèÿ bFGF â «âèñÿ÷åé êàïëå» â òå÷åíèå 2 ñóò, à çàòåì
â òå÷åíèå 1 íåä â ñóñïåíçèè â ÷àøêàõ, äíî êîòîðûõ áûëî
ïîêðûòî 1.5%-íûì àãàðîì, äëÿ òîãî ÷òîáû èçáåæàòü ïðè-
êðåïëåíèÿ êëåòîê ê ñóáñòðàòó. Ñðåäó ìåíÿëè ÷åðåç 2 ñóò.
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Ñóñïåíçèþ ýìáðèîèäíûõ òåë ïîìåùàëè â ÷àøêè Ïåòðè ñ
ïîêðîâíûìè ñòåêëàìè, ïîêðûòûìè ðàñòâîðîì 0.1%-íîãî
æåëàòèíà, è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ñóò íà ñðåäå
DMEM/F12 ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé
ñûâîðîòêè. Âûðîñøèå êîëîíèè áûëè îêðàøåíû èììóíî-
öèòîõèìè÷åñêè àíòèòåëàìè ïðîòèâ ìàðêåðîâ äèôôåðåí-
öèðîâêè â ýíòîäåðìó (á-ôåòîïðîòåèíà), ìåçîäåðìó (ìû-
øå÷íàÿ èçîôîðìà á -àêòèíèíà) è ýêòîäåðìó (âèìåíòèíà,
íåñòèíà). Äðóãîé ñïîñîá ñïîíòàííîé äèôôåðåíöèðîâêè
ñîñòîÿë â òîì, ÷òî ïåðåðîñøèå êîëîíèè ñòâîëîâûõ êëåòîê
(7—9 ñóò ïîñëå ïåðåñåâà) ñ ïîìîùüþ êîëëàãåíàçû IV â
êîíöåíòðàöèè 1 ìã/ìë ïåðåñåâàëè íà ÷àøêè Ïåòðè ñ ïî-
êðîâíûìè ñòåêëàìè, îáðàáîòàííûìè æåëàòèíîì, íî áåç
ôèäåðíîãî ñëîÿ ÌÝÔ. Èñïîëüçîâàëè ñðåäó DMEM/F12,
ñîäåðæàùóþ 20 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè, 2 ìÌ
L-ãëóòàìèíà, 1 % çàìåíèìûõ àìèíîêèñëîò, 1%-íûé ðàñò-
âîð ITS (èíñóëèí/òðàíñôåððèí/ñåëåíèò). Ñìåíó ñðåäû
ïðîâîäèëè ÷åðåç êàæäûå 2 ñóò; ÷åðåç 12 ñóò êóëüòèâèðî-
âàíèÿ â ÷àøêå ïîÿâëÿëèñü êîëîíèè ñîêðàùàþùèõñÿ êàð-
äèîìèîöèòîâ; êëåòêè îêðàøèâàëè èììóíîõèìè÷åñêè ñ
èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ïðîòèâ ìûøå÷íîé èçîôîðìû
á-àêòèíèíà (ìàðêåð ìåçîäåðìû).

Ê à ð è î ò è ï è ð î â à í è å. Ïðåïàðàòû ìåòàôàçíûõ õðî-
ìîñîì ïîëó÷àëè ïî îáû÷íîé ñõåìå: íàêîïëåíèå êëåòîê â
ñòàäèè ìåòàôàçû ñ èñïîëüçîâàíèåì ìèòîñòàòèêà, îáðàáîò-
êà èõ ãèïîòîíè÷åñêèì ðàñòâîðîì, ôèêñàöèÿ, ðàñêàïû-
âàíèå êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè íà ïðåäìåòíûå ñòåêëà. Â êà÷å-
ñòâå ìèòîñòàòèêà èñïîëüçîâàëè 0.02%-íûé ðàñòâîð êîë-
õèöèíà. Êîëîíèè ÝÑÊ ñíèìàëè ñ ïîäëîæêè ñìåñüþ
ðàñòâîðà òðèïñèíà ñ ÝÄÒÀ. Ãèïîòîíè÷åñêóþ îáðàáîòêó
ÝÑÊ ïðîâîäèëè 0.56%-íûì ðàñòâîðîì KCl. Âðåìÿ èíêó-
áàöèè ÝÑÊ â ïðèñóòñòâèè êîëõèöèíà è KCl ïîäáèðàëè
ýêñïåðèìåíòàëüíî. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè ñòàíäàðòíûì
ñïîñîáîì â òðåõ ñìåíàõ ñâåæåïðèãîòîâëåííîé îõëàæäåí-
íîé ñìåñè ìåòèëîâîãî ñïèðòà è ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñëî-
òû (3 : 1). Ôèêñèðîâàííûé ìàòåðèàë ðàñêàïûâàëè íà
âëàæíûå îõëàæäåííûå ïðåäìåòíûå ñòåêëà. Ïðåïàðàòû
ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì âûñóøèâàëè ïðè 37 °Ñ.

Õðîìîñîìû îêðàøèâàëè íà G-äèñêè êðàñèòåëåì Ãèì-
çà â ôîñôàòíîì áóôåðå (pH 6.4) ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîé
îáðàáîòêè 0.25%-íûì ðàñòâîðîì òðèïñèíà ïî ìîäèôèöè-
ðîâàííîìó ìåòîäó Ñèáðàéò (Seabright, 1971).

Ìåòàôàçíûå ïëàñòèíêè àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) ñ èñïîëü-
çîâàíèåì èììåðñèîííîãî îáúåêòèâà 100� è ïî ìèêðîôî-
òîãðàôèÿì. Èäåíòèôèöèðîâàëè õðîìîñîìû â ñîîòâåòñòâèè
ñî ñòàíäàðòíîé íîìåíêëàòóðîé (Yunis, 1980; Ìàìàåâà,
2002).

Äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè: knockout DMEM,
knockout çàìåíèòåëü ñûâîðîòêè, L-ãëóòàìèí, çàìåíèìûå
àìèíîêèñëîòû, ITS (èíñóëèí/òðàíñôåððèí/ñåëåíèí), ñìåñü
ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà, ñìåñü òðèïñèíà è ÝÄÒÀ
(Gibco, ÑØÀ), DMEM/F12 (Áèîëîò, Ðîññèÿ), mTeSR
(StemCellTechnology, Êàíàäà), ýìáðèîíàëüíóþ áû÷üþ ñû-
âîðîòêó (HyClone, ÑØÀ), êîëëàãåíàçó IV, ìåðêàïòîýòà-
íîë (ICN, ÑØÀ), bFGF, H2O, DMSO, êèñëûé ðàñòâîð Òè-
ðîèäå, æåëàòèí (Sigma, ÑØÀ), ñòåêëÿííûå íîæè äëÿ ïå-
ðåñåâà êîëîíèé (SweMed AB, Øâåöèÿ), 4-ëóíî÷íûå
ïàíåëè IVF, ÷àøêè Ïåòðè 35 è 60 ìì (Nunc, Äàíèÿ); àíòè-
òåëà: ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ âèìåí-
òèíà, ïðîòèâ á-ôåòîïðîòåèíà, àíòèêðîëè÷üè àíòèòåëà,
êîíúþãèðîâàííûå ñ Cy3 (Sigma, ÑØÀ), ìûøèíûå ìî-
íîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ SSEA-4, öèòîêåðàòèíà 18,
êðîëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ íåñòèíà,
êîçüè àíòèìûøèíûå àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóî-

ðîõðîìîì Alex Fluro488 èëè Cy3 (Chemicon, ÑØÀ), ìû-
øèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ Oct 3/4
(SantaCruz Biotechnology, ÑØÀ), ìûøèíûå ìîíîêëîíàëü-
íûå àíòèòåëà ïðîòèâ á-àêòèíèíà (Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã); äðóãèå ðåàãåíòû: Sigma Diagnos-
tics Alkaline Phosphatase (AP) leukocyte kit, DAPI, PBS,
êîëõèöèí, àãàðîçó, áðîìèñòûé ýòèäèé, EDTA, ìèíåðàëü-
íîå ìàñëî (Sigma, ÑØÀ); 1Kb DNA ladder (Gibco, ÑØÀ);
RevertAid H Minus Ferst Strand ñ DNA Synthesis Kit, Taq
DNA polymerase (recombinant) (Fermentas, Ëèòâà); RNesy
Micro Kit (Oiagen, Èçðàèëü); êðàñèòåëü Ãèìçà, òàáëåòêè
äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ (BDH, Àíãëèÿ); íåôëóîðåñöèðóþùåå
èììåðñèîííîå ìàñëî (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Õîòÿ íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñîìàòè÷åñêèå êëåò-
êè ñ ïîìîùüþ òðàíñôåêöèè îïðåäåëåííûì íàáîðîì ãåíîâ
ìîæíî ðåïðîãðàììèðîâàòü â ÝÑÊ (Ju et al., 2007), ãëàâ-
íûì èñòî÷íèêîì ìàòåðèàëà äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÝÑÊ ÷åëîâåêà
ÿâëÿþòñÿ áëàñòîöèñòû. Áëàñòîöèñòà ñîñòîèò èç äâóõ êëå-
òî÷íûõ òèïîâ: âíóòðåííåé ìàññû è òðîôýêòîäåðìû. ÝÑÊ
ïðîèñõîäÿò èç êëåòîê âíóòðåííåé ìàññû; êëåòî÷íûå ëè-
íèè èç òðîôýêòîäåðìû ïðàêòè÷åñêè íå ïîëó÷àþòñÿ. Îäíà-
êî ïðèñóòñòâèå òðîôýêòîäåðìû çàòðóäíÿåò ðîñò êëåòîê
âíóòðåííåé ìàññû, ïîýòîìó äëÿ óñïåøíîãî ðàçìíîæåíèÿ
â êóëüòóðå èõ íóæíî èçîëèðîâàòü îò òðîôýêòîäåðìû. Äëÿ
ýòîãî ñóùåñòâóþò ìåõàíè÷åñêèé ñïîñîá ñ ïîìîùüþ èãë
(Amit et al., 2002) èëè ëàçåðà (Turetsky et al., 2008) è íàè-
áîëåå ðàñïðîñòðàíåííûé ìåòîä èììóíîõèðóðãèè. Ïî-
ñëåäíèé ìåòîä îñíîâàí íà èñïîëüçîâàíèè ñïåöèôè÷åñêèõ
ñûâîðîòîê ê êëåòêàì ÷åëîâåêà è ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêå
áëàñòîöèñò êîìïëåìåíòîì. Îäíàêî â íàñòîÿùåå âðåìÿ îò
òàêîãî ïîäõîäà ïðåäïî÷èòàþò îòêàçûâàòüñÿ, ïîòîìó ÷òî
ïðîöåäóðà ïðåäïîëàãàåò èñïîëüçîâàíèå ìàòåðèàëîâ æè-
âîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, ÷òî íåäîïóñòèìî äëÿ èñïîëüçî-
âàíèÿ ÝÑÊ â òåðàïåâòè÷åñêèõ öåëÿõ, è ïîòîìó ÷òî íåñòàí-
äàðòíîå êà÷åñòâî èñïîëüçóåìûõ ðåàãåíòîâ ñîçäàåò îïðå-
äåëåííûå òðóäíîñòè. Ýòîò ìåòîä ïîëó÷åíèÿ ÝÑÊ
÷åëîâåêà áûë çàèìñòâîâàí èç ïåðâîíà÷àëüíûõ ðàáîò ïî
ïîëó÷åíèþ ìûøèíûõ ÝÑÊ, îäíàêî ìíîãèå èññëåäîâàòå-
ëè, ïîëó÷àþùèå íîâûå ëèíèè ìûøèíûõ ÝÑÊ, ïðåäïî÷è-
òàþò èçáåãàòü åãî è èñïîëüçóþò öåëüíûå áëàñòîöèñòû
(Bryja et al., 2006). Èñïîëüçîâàíèå áëàñòîöèñò íà ñòàäèè
âûëóïëåíèÿ, êîãäà òðîôýêòîäåðìà íàðóøàåòñÿ åñòåñòâåí-
íûì îáðàçîì, îïèñàíî è äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÝÑÊ ÷åëîâåêà
(Heins et al., 2004). Ëèíèè C612 è C910 áûëè ïîëó÷åíû
íàìè òàêæå èç öåëûõ áëàñòîöèñò áåç èñïîëüçîâàíèÿ ìåòî-
äà èììóíîõèðóðãèè.

Ïîñëå ïîìåùåíèÿ áëàñòîöèñò ñ óäàëåííîé ïåëëþöè-
äîé íà ôèäåðíûé ñëîé ðîñò êëåòîê âíóòðåííåé ìàññû íà-
áëþäàëè íà 3—4-å ñóò. ×åðåç 9—10 ñóò âûðàñòàëè áîëü-
øèå êîëîíèè, êîòîðûå ïåðåñåâàëè ìåõàíè÷åñêè, âûáèðàÿ
êîëîíèè ñ òèïè÷íîé ìîðôîëîãèåé è ðàçäåëÿÿ èõ íà êóñî÷-
êè ñ ïîìîùüþ ïëàñòèêîâîãî íàêîíå÷íèêà ïèïåòêè. Ïî-
ñëåäóþùèå ïàññàæè äåëàëè ÷åðåç 5—6 ñóò. Ê íàñòîÿùåìó
âðåìåíè ìàêñèìàëüíîå ÷èñëî ïàññàæåé (îêîëî 40) ïðîøëà
ëèíèÿ Ñ612. Îáå ëèíèè ïîääåðæèâàþòñÿ íà ôèäåðå ÌÝÔ,
èíàêòèâèðîâàííûõ ìèòîìèöèíîì Ñ, è ïåðåñåâàþòñÿ ìå-
õàíè÷åñêè áåç èñïîëüçîâàíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêè.
Òàêîé ñïîñîá ÿâëÿåòñÿ äîâîëüíî òðóäîåìêèì, íî ïîçâî-
ëÿåò äîëüøå ñîõðàíÿòü èñõîäíûå ñâîéñòâà ëèíèè ïðè
äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè.
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Îáå ëèíèè èìåþò ñõîäíóþ ìîðôîëîãèþ êîëîíèé:
îêðóãëóþ èëè îâàëüíóþ ñ ÷åòêî âûðàæåííûìè ãðàíèöà-
ìè. Êîëîíèè ñîñòîÿò èç ïëîòíî óïàêîâàííûõ êëåòîê ñ âû-
ñîêèì ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêèì îòíîøåíèåì (ðèñ. 1).
Ïîñêîëüêó îáå ëèíèè ïðàêòè÷åñêè íå ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñâî-
èì õàðàêòåðèñòèêàì, èõ ïîäðîáíîå îïèñàíèå áóäåò äàíî â
îñíîâíîì äëÿ ëèíèè C612.

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ ì à ð ê å ð î â ï ë þ ð è ï î ò å í ò í î ñ ò è
Ý Ñ Ê ÷ å ë î â å ê à. Ïëþðèïîòåíòíûå ìàðêåðû îïðåäåëÿëè
ìåòîäàìè èììóíîôëóîðåñöåíöèè, öèòîõèìèè è ÏÖÐ
(ðèñ. 2, 3). Íà ðèñ. 2 âèäíî, ÷òî êëåòêè ýêñïðåññèðóþò ïî-
âåðõíîñòíûé ïëþðèïîòåíòíûé ìàðêåð SSEA-4 è Oct-4,
êîòîðûé ëîêàëèçóåòñÿ â ÿäðå. Ýêñïðåññèÿ Oct-4 ïîêà-
çàíà òàêæå è ìåòîäîì ÏÖÐ. Ïîìèìî ýòîãî, ÏÖÐ âûÿâèëà
ýêñïðåññèþ ãåíîâ nanog è rex1. Êëåòêè áûëè ïîçèòèâíû
ïðè îêðàñêå íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó. Îêðàñêà êëåòîê íà
ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó ïîçâîëÿåò íå òîëüêî îöåíèòü èõ
ïëþðèïîòåíòíîñòü â ðàñòóùèõ êîëîíèÿõ, íî è ãåòåðîãåí-
íîñòü âñåé ïîïóëÿöèè (O’Conner et al., 2008). Ïðàêòè÷å-
ñêè 100 % êîëîíèé ëèíèè Ñ612 îêðàøèâàþòñÿ íà ùåëî÷-

íóþ ôîñôàòàçó (ðèñ. 3), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî
ëèíèÿ Ñ612 ïî ýêñïðåññèè ïëþðèïîòåíòíûõ ìàðêåðîâ ãî-
ìîãåííà. Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû ïîëó÷åíû íà ëè-
íèè C910.

Ê à ð è î ò è ï è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ñ èñïîëüçîâàíèåì
îêðàñêè íà G-äèñêè ïîêàçàë, ÷òî ïîëó÷åííûå íàìè êëåòêè
èìåþò íîðìàëüíûé êàðèîòèï êàê ïî ÷èñëó, òàê è ïî
ñòðóêòóðå õðîìîñîì. Íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåí êàðèîòèï
êëåòêè ëèíèè Ñ612 íà 10-ì ïàññàæå.

È ì ì ó í î ô å í î ò è ï è ð î â à í è å. Îáùåïðèíÿòûìè
ìàðêåðàìè ïëþðèïîòåíòíîñòè ÝÑÊ ÷åëîâåêà ÿâëÿþòñÿ
òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû Nanog, Oct-4, ïîâåðõíîñòíûå
ãëèêîëèïèäíûå (SSEA3 è SSEA4) è êåðàòèí-ñóëüôàòíûå
(TRA-1-60 è TRA-1-81) àíòèãåíû è äð. Îäíàêî îêàçàëîñü
÷òî ÝÑÊ ÷åëîâåêà ýêñïðåññèðóþò òàêæå ïîâåðõíîñòíûå
àíòèãåíû, ðàíåå ðàññìàòðèâàåìûå êàê ìàðêåðû äðóãèõ
êëåòîê (Carpenter et al., 2004). Íà ðèñ. 5 ïðåäñòàâëåíû ðå-
çóëüòàòû èììóíîôåíîòèïèðîâàíèÿ êëåòîê C612 ñ àíòèòå-
ëàìè ê ãåìîïîýòè÷åñêèì ìàðêåðàì è HLA-àíòèãåíàì. Ñî-
ãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàííûì, HLA-I-àíòèãåíû, ýêñïðåñ-
ñèðóþùèåñÿ ïî÷òè âî âñåõ êëåòêàõ îðãàíèçìà ÷åëîâåêà, â
ÝÑÊ ýêñïðåññèðóþòñÿ ñëàáî; àíòèãåíû HLA-II îáíàðó-
æèâàåìûå íà ïîâåðõíîñòè B-ëèìôîöèòîâ, ìàêðîôàãîâ è
äåíäðèòàõ, â ÝÑÊ ïðàêòè÷åñêè íå âûÿâëÿþòñÿ (Drukker et
al., 2002). Ñ ýòèìè íàáëþäåíèÿìè ïîëíîñòüþ ñîâïàäàþò
íàøè ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öè-
òîìåòðèè (ðèñ. 5). Íà ðèñ. 5 âèäíî, ÷òî êëåòêè C612 õà-
ðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè CD90 (èçâå-
ñòíûé òàêæå êàê Thy-1-àíòèãåí) è CD117 (èçâåñòíûé òàê-
æå êàê c-kit). CD90-àíòèãåí, îáíàðóæåííûé âïåðâûå íà
òèìîöèòàõ, âïîñëåäñòâèè áûë èäåíòèôèöèðîâàí ó ìíîãèõ
êëåòîê, õîòÿ ïî-ïðåæíåìó ôóíêöèÿ åãî îñòàåòñÿ ìàëîïî-
íÿòíîé. Îêàçàëîñü, ÷òî åãî ïðèñóòñòâèå ÿâëÿåòñÿ òèïè÷-
íûì è äëÿ ÝÑÊ (Carpenter et al., 2004; Vodyanik et al.,
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Ðèñ. 1. Òèï ðîñòà ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà ëèíèé C612 (à) è C910 (á) ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà ôèäåðíîì ñëîå
(à, á) èëè â ñóñïåíçèè íà íåàäãåçèâíîé ïîâåðõíîñòè äëÿ îáðàçîâàíèÿ ýìáðèîèäíûõ òåëåö (â).

Ôàçîâûé êîíòðàñò. Îá. 10�.

Ðèñ. 2. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé (à, á) è ÏÖÐ-àíàëèç (â) ýêñïðåññèè ïëþðèïîòåíòíûõ ìàðêåðîâ â êëåòêàõ ëèíèè C612.

Ðèñ. 3. Ýêñïðåññèÿ ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû â êëåòêàõ ëèíèè
C612.

à — ÷àøêà Ïåòðè ñ îêðàøåííûìè êîëîíèÿìè; á — îòäåëüíûå êîëîíèè
ïîä ìèêðîñêîïîì, Îá. 10�.
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Ðèñ. 4. Óðîâåíü ýêñïðåññèè ïîâåðõíî-
ñòíûõ ìàðêåðîâ êëåòîê ëèíèè C61, ïî-
ëó÷åííûé ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòî-

ôëóîðèìåòðèè (óêàçàí â %).

Ïî îñè àáñöèññ — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíöèè; ïî îñè îðäèíàò — ÷èñëî êëåòîê;
êëåòêè îêðàøåíû FITC (ðÿä I) èëè ôèêîýðèò-
ðèíîì (PE, ðÿä II); Ì1 è Ì2 — çîíû ïîäñ÷åòà

îêðàøåííûõ êëåòîê.

Ðèñ. 5. Êàðèîòèï êëåòîê ëèíèè C610 (2n = 46, XX).



2005; Zhou et al., 2007). Â ïîëó÷åííûõ íàìè ëèíèÿõ ÝÑÊ
òàêæå îáíàðóæåí âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ýòîãî àí-
òèãåíà. Òèïè÷íûì äëÿ ÝÑÊ (Hoffman, Carpenter, 2005;
Vodyanik et al., 2005) ÿâëÿåòñÿ âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåñ-
ñèè àíòèãåíà CD117 (c-kit), êîòîðûé áûë îòêðûò êàê ïî-
âåðõíîñòíûé ìàðêåð ãåìàïîýòè÷åñêèõ ïðåäøåñòâåííèêîâ
â êîñòíîì ìîçãå. Ýòîò àíòèãåí ÿâëÿåòñÿ òèðîçèí-êèíàç-
íûì ðåöåïòîðîì III äëÿ öèòîêèííîãî ôàêòîðà ñòâîëîâûõ
êëåòîê (SCF). CD117 êîíòðîëèðóåò æèçíåñïîñîáíîñòü
êëåòîê è èõ äèôôåðåíöèðîâêó. Äðóãèå ãåìàïîýòè÷åñêèå
ìàðêåðû (CD13, CD34 è CD45) â èçó÷àåìûõ íàìè êëåòêàõ
ýêñïðåññèðîâàëèñü ñëàáî èëè âîâñå íå èäåíòèôèöèðîâà-
ëèñü (ðèñ. 4). Íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê C612 (ðèñ. 5) íå âû-
ÿâëåí òàêæå àíòèãåí CD130 (èëè gp130).

Äàííûå îá ýêñïðåññèè gp130 â ÝÑÊ ïðîòèâîðå÷èâû.
Ñ îäíîé ñòîðîíû, îí íå èäåíòèôèöèðóåòñÿ ìåòîäîì ïðî-
òî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè (Carpenter et al., 2004; Hoff-
man, Carpenter, 2005); ñ äðóãîé ñòîðîíû, åãî ýêñïðåññèÿ
âûÿâëÿåòñÿ ÏÖÐ è èììóíîáëîòèíãîì (Daheron et al., 2004;
Humphrey et al., 2004; Davey et al., 2007). Gp130 ÿâëÿåòñÿ
ðåöåïòîðîì äëÿ öèòîêèíîâ ñåìåéñòâà LIF/IL6 è èãðàåò
âàæíóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè ïëþðèïîòåíòíîñòè è ñàìî-
îáíîâëåíèÿ ìûøèíûõ ÝÑÊ. Èçâåñòíî, ÷òî ïëþðèïîòåíò-
íîñòü ìûøèíûõ ÝÑÊ ðåãóëèðóåòñÿ LIF. Íåäèôôåðåíöè-
ðîâàííîå ñîñòîÿíèå ìûøèíûõ ÝÑÊ ïîääåðæèâàåòñÿ àêòè-
âàöèåé STAT3, êîòîðàÿ ðåãóëèðóåòñÿ ñèãíàëüíûì ïóòåì
÷åðåç CD130 (Yoshida et al., 1994). Â ÝÑÊ ÷åëîâåêà LIF
òàêæå èíäóöèðóåò ôîñôîðèëèðîâàíèå STAT3 è ïåðåìå-
ùåíèå åãî â ÿäðî (Daheron et al ., 2004). Îäíàêî, íåñìîòðÿ
íà âîçìîæíóþ ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ñèãíàëüíîãî
ïóòè STAT3—LIF, ïëþðèïîòåíòíûå ñâîéñòâà ÝÑÊ ÷åëî-
âåêà â îòëè÷èå îò ìûøèíûõ ÝÑÊ íå çàâèñÿò îò LIF.
Â ïëþðèïîòåíòíûõ ÝÑÊ ÷åëîâåêà, êóëüòèâèðóåìûõ íà
ïîäëîæêàõ, çàìåíÿþùèõ ôèäåðíûå êëåòêè, STAT3 íåàê-
òèâåí, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá èíûõ ñèãíàëüíûõ ìåõàíèç-
ìàõ, êîíòðîëèðóþùèõ ñàìîîáíîâëåíèå ÝÑÊ ÷åëîâåêà
(Daheron et al., 2004).

Ä è ô ô å ð å í ö è ð î â î ÷ í û å ï î ò å í ö è è ê ë å ò î ê
C 6 1 2 è C 9 1 0. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè in vitro ÝÑÊ ÷åëî-
âåêà ñîõðàíÿþò ñïîñîáíîñòü äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ âî âñå
3 çàðîäûøåâûõ ëèñòêà, ò. å. ïðàêòè÷åñêè âî âñå êëåòêè
âçðîñëîãî îðãàíèçìà. Ñïîíòàííóþ äèôôåðåíöèðîâêó êëå-
òîê C612 è C910 èíäóöèðîâàëè èëè ïîñåâîì ïåðåðîñøèõ
êîëîíèé ÝÑÊ â ñðåäå ñ ñûâîðîòêîé íà ïîäëîæêó, ïîêðû-
òóþ æåëàòèíîì, ò. å. íà áåñôèäåðíûé ñëîé, èëè ïðåäâà-
ðèòåëüíî ïîëó÷àëè ýìáðèîèäíûå òåëüöà è çàòåì ïåðåíî-
ñèëè èõ â òå æå óñëîâèÿ. Ýìáðèîèäíûå òåëüöà îáû÷íî ïî-
ëó÷àþò (Itskovitz-Eldor et al., 2000), êóëüòèâèðóÿ àãðåãàòû
ÝÑÊ â ðîñòîâîé ñðåäå áåç äîáàâëåíèÿ bFGF â ñóñïåíçèîí-

íûõ óñëîâèÿõ, ò. å. â ñîñóäàõ, ó êîòîðûõ ïîâåðõíîñòü íå
îáëàäàåò àäãåçèâíûìè ñâîéñòâàìè (íåêóëüòóðàëüíàÿ ïëà-
ñòèêîâàÿ ïîñóäà). Äëÿ òîãî ÷òîáû àãðåãàòû ÝÑÊ íå ïðè-
êðåïëÿëèñü ê ñóáñòðàòó, ìû ïîêðûâàëè ïîâåðõíîñòü ÷à-
øåê 1.5%-íûì àãàðîì. ×åðåç 10—12 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê â òàêèõ óñëîâèÿõ îáðàçîâûâàëèñü ýìáðèîèäíûå
òåëüöà. Ñíà÷àëà áîëüøèíñòâî èç íèõ ÿâëÿåòñÿ ïðîñòûìè
ýìáðèîèäíûìè òåëüöàìè, êîòîðûå ñîñòîÿëè èç ïëîòíî
óïàêîâàííûõ êëåòîê. Ñî âðåìåíåì â öåíòðå òàêèõ ñòðóê-
òóð îáðàçóåòñÿ ïîëîñòü, â êîòîðîé íàêàïëèâàåòñÿ æèä-
êîñòü. Òàêèå ñòðóêòóðû íàçûâàþò öèñòè÷åñêèìè ýìáðèî-
èäíûìè òåëüöàìè è â íèõ îáíàðóæèâàþò êëåòêè, ïðèíàä-
ëåæàùèå âñåì 3 çàðîäûøåâûì ëèñòêàì. Íà ðèñ. 1, â
âèäíû ýìáðèîèäíûå òåëüöà (ïðîñòûå è öèñòè÷åñêèå), îá-
ðàçîâàííûå êëåòêàìè ëèíèè C612. Êëåòêè ýìáðèîèäíûõ
òåëåö, âûñåÿííûå íà àäãåçèâíûå ïîäëîæêè, ïîäâåðãàþòñÿ
äàëüíåéøåé ñïîíòàííîé äèôôåðåíöèðîâêå. Ñïîñîáíîñòü
ÝÑÊ C612 äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â ðàçíûõ íàïðàâëåíèÿõ
áûëà èññëåäîâàíà ìåòîäîì èììóíîôëóîðåñöåíöèè â ïî-
ìîùü ìàðêåðîâ, ñïåöèôè÷íûõ äëÿ êëåòîê, ïðîèñõîäÿùèõ
èç ðàçíûõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ (ðèñ. 6). Â ñïîíòàííî
äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ êóëüòóðàõ êëåòêè C612 îêðàøèâà-
ëèñü àíòèòåëàìè ïðîòèâ íåñòèíà, öèòîêåðàòèíà 18, âè-
ìåíòèíà (ìàðêåðîâ ýêòîäåðìû), á-ôåòîïðîòåèíà (ìàðêåðà
ýíòîäåðìû), ìûøå÷íîé èçîôîðìû á-àêòèíèíà (ìàðêåðà
ìåçîäåðìû), à òàêæå íàáëþäàëîñü ñïîíòàííîå ñîêðà-
ùåíèå êàðäèîìèîöèòîâ, ò. å. èõ ôóíêöèîíàëüíàÿ äèôôå-
ðåíöèðîâêà. Ýòè íàáëþäåíèÿ ïîäòâåðæäàëè èììóíîôëó-
îðåñöåíòíûì èññëåäîâàíèåì. Ïðè îêðàñêå òàêèõ êóëüòóð
àíòèòåëàìè ïðîòèâ ìûøå÷íîé èçîôîðìû á-àêòèíèíà, ëî-
êàëèçîâàííîãî â Z-äèñêàõ ìèîôèáðèëë, â êëåòêàõ õîðîøî
âèäíà èñ÷åð÷åííîñòü (ðèñ. 6, á).

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè ëèíèè C612 è C910
õàðàêòåðèçóþòñÿ âñåìè ñâîéñòâàìè ÝÑÊ ÷åëîâåêà (ñàìî-
îáíîâëåíèåì, ýêñïðåññèåé ïëþðèïîòåíòíûõ ìàðêåðîâ,
ñïîñîáíîñòüþ äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â êëåòêè âñåõ òðåõ çà-
ðîäûøåâûõ ëèñòêîâ) è ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû êàê â
ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèÿõ, òàê è â ïðàêòè÷åñêèõ
öåëÿõ äëÿ ðåøåíèÿ ìåäèöèíñêèõ è ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ
çàäà÷.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
ÔÀÍÈ (ãîñêîíòðàêò ¹ 02.512.11.2219).

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Ãîðäååâà Î. Ô., Êðàñíèêîâà Í. Þ., Ëàðèîíîâà À. Â., Êðû-
ëîâà Ò. À., Ïîëÿíñêàÿ Ã. Ã., Çèíîâüåâà Ð. Ä., Ãóëÿåâ Ä. Â.,
Ïðûæêîâà Ä. Â., àêàäåìèê Íèêîëüñêèé Í. Í., àêàäåìèê Õðó-
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Ðèñ. 6. Ñïîíòàííàÿ äèôôåðåíöèðîâêà êëåòîê ëèíèè C612.

Îêðàñêà êëåòîê íà íåñòèí (à), ìûøå÷íûé á-àêòèíèí (á), âèìåíòèí (â), á-ôåòîïðîòåèí (ã), öèòîêåðàíòèí 18 (ä). Îá. 63�.
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NOVEL HUMAN EMBRYONIC STEM CELL LINES C612 AND C910

I. V. Kozhucharova,1 I. I. Fridlyanskaya,1 Z. V. Kovaleva,1 N. A. Pugovkina,1 L. L. Alekseenko,1

V. V.Zenin,2 K. M. Ivantsov,2 O. K. Leontieva,2 T. M. Grinchuk,1 N. N. Nikolsky1, *
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Novel human embryonal stem cell lines C612 and C910 have been established from hatching blastocytes.
Cells were cultivated in mTeST™ medium on mouse fibroblast feeder-layers. They express common pluripotent
markers such as alkaline phosphatase, Oct 3/4, SEEA-4, Nanog, Rex1. Immunophenotyping of these cells by
flow cytometry revealed expression of CD90 (Thy-1) and CD117 (c-kit) antigens and weak or no expression of
CD13, CD34, CD45, CD130, HLA class I and HLA class II antigens. This pattern of surface antigen expression
is common for human embryonic stem cells. G-banding assay of C612 and C910 metaphase plates showed that
karyotypic structure of these cells was normal both in chromosome number and structure. The cells are pluripo-
tent because of their capability to generate embryoid bodies, undergo spontaneous differentiation and express
markers of all germ layers: nestin, keratin, vimentin (ectoderm), á-fetoprotein (entoderm), and muscle á-actinin
(mesoderm). Thus, C612 and C910 cells have all attributes of typical human embryonic stem cells (diploid, ca-
pable of self-renewal, express pluripotent markers and differentiate into three germ layers) and may be of poten-
tial use for fundamental and regenerative medicine researches.

K e y w o r d s: human embryonic stem cells, cell lines, pluripotent markers, spontaneous differentiation, im-
munofluorescention.
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