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Ïîëó÷åíèå íîâîé ñóáëèíèè ÝÑÊ÷ SC6-FF â àëëîãåííîé áåñôèäåðíîé ñèñòåìå êóëüòèâèðîâàíèÿ

Èç ëèíèè ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà (ÝÑÊ÷) SC6, ðàíåå âûäåëåííûõ è êóëüòèâèðî-
âàâøèõñÿ â óñëîâèÿõ ôèäåðà, ïîëó÷åíà íîâàÿ ñóáëèíèÿ SC6-FF â áåñôèäåðíîé ñèñòåìå. Â êà÷åñòâå êëþ-
÷åâûõ êîìïîíåíòîâ áåñôèäåðíîé ñèñòåìû èñïîëüçîâàëè âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ è êîíäèöèîíèðîâàííóþ
ñðåäó îò ëèíèè ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà SC5-MSC. Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçóåìàÿ áåñ-
ôèäåðíàÿ ñèñòåìà ïî îòíîøåíèþ ê êóëüòèâèðóåìûì â íåé êëåòêàì ÿâëÿåòñÿ àëëîãåííîé. Ñóáëèíèÿ
SC6-FF ïðîøëà â óñëîâèÿõ áåñôèäåðíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ áîëåå 100 óäâîåíèé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè è
ñîõðàíèëà íîðìàëüíûé äèïëîèäíûé êàðèîòèï ÷åëîâåêà 46, ÕÕ. Ñðåäíåå âðåìÿ óäâîåíèÿ êëåòî÷íîé ïî-
ïóëÿöèè ñîñòàâëÿåò 23.7 ± 0.8 ÷, ÷òî íå îòëè÷àåòñÿ îò âðåìåíè óäâîåíèÿ êëåòîê èñõîäíîé ëèíèè SC6.
Ãèñòîõèìè÷åñêèé è èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèçû ìàðêåðîâ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ÷ ïîêàçà-
ëè íàëè÷èå â êëåòêàõ àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû, à òàêæå ýêñïðåññèþ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòî-
ðà Oct-4 è ïîâåðõíîñòíûõ âèäîñïåöèôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ SSEA-4 è TRA-1-60. Íåíàïðàâëåííàÿ äèôôå-
ðåíöèðîâêà êëåòîê ñóáëèíèè SC6-FF ïðèâåëà ê ïîÿâëåíèþ êëåòîê, îòëè÷àþùèõñÿ ïî ñâîèì ðàçìåðàì è
ìîðôîëîãèè îò èñõîäíîé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè. Ïîñëåäóþùàÿ èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ îêðàñêà ïîçâî-
ëèëà âûÿâèòü â ïîëó÷åííîé ïîïóëÿöèè êëåòêè, íåñóùèå ìàðêåðû, õàðàêòåðíûå äëÿ ïðîèçâîäíûõ ýêòî-
äåðìû (íåñòèí), ìåçîäåðìû (àëüôà-àêòèíèí) è ýíòîäåðìû (àëüôà-ôåòîïðîòåèí). Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åí-
íûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ïîëó÷åííàÿ ñóáëèíèÿ SC6-FF ïî âñåì
õàðàêòåðèñòèêàì ñîîòâåòñòâóåò ñòàòóñó ÝÑÊ÷.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: áåñôèäåðíàÿ ñèñòåìà êóëüòèâèðîâàíèÿ, ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷å-
ëîâåêà, ýêñïðåññèÿ ìàðêåðîâ, äèôôåðåíöèðîâêà, êàðèîòèï.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÂÊÌ — âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, ÝÑÊ÷ — ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè ÷åëîâåêà.

Ïëþðèïîòåíòíûå ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè
÷åëîâåêà (ÝÑÊ÷) ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïåðñïåêòèâíûé ìà-
òåðèàë äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèÿõ ìîëåêóëÿðíîé è êëåòî÷íîé áèîëîãèè, à òàêæå äëÿ
ïðèêëàäíûõ èññëåäîâàíèé â îáëàñòè ýìáðèîëîãèè, òîêñè-
êîëîãèè è ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû. Øèðîêèé ñïåêòð
âîçìîæíîãî èñïîëüçîâàíèÿ äàííûõ êëåòî÷íûõ ïîïó-
ëÿöèé îáóñëîâëåí èõ ñïîñîáíîñòüþ ê íåîãðàíè÷åííîé
ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêîé âî âñå òèïû ñîìàòè-
÷åñêèõ êëåòîê, à òàêæå â ëèíèþ ïîëîâûõ êëåòîê. Èññëå-
äîâàíèÿ ïîñëåäíèõ ëåò äîêàçàëè âîçìîæíîñòü èõ äèôôå-
ðåíöèðîâêè â êëåòêè, ñîîòâåòñòâóþùèå ñïåöèàëèçèðî-
âàííûì êëåòêàì âçðîñëîãî îðãàíèçìà, â ÷àñòíîñòè â
èíñóëèíïðîäóöèðóþùèå êëåòêè (Baharvand et al., 2006;
Bose et al., 2012; Narayanan et al., 2014), êàðäèîìèîöèòû
(Pal et al., 2013; Devalla et al., 2015; Lei et al., 2015), ãåïà-
òîöèòû (Miki et al., 2011; Cameron et al., 2015; Davidson
et al., 2015; Szkolnicka et al., 2014) è íåéðàëüíûå ïðåäøå-
ñòâåííèêè (Sundberg et al., 2011; Zeltner et al., 2014; Zhang
et al., 2014). Ðÿäîì àâòîðîâ ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü äèôôå-
ðåíöèðîâêè ÝÑÊ÷ in vitro â ïåðâè÷íûå ïîëîâûå êëåòêè
(Cai et al., 2013; Duggal et al., 2013; Wang et al., 2013).

Óñïåøíîå èñïîëüçîâàíèå ÝÑÊ÷ äëÿ ôóíäàìåíòàëü-
íûõ èññëåäîâàíèé è ïðèêëàäíûõ ìåäèöèíñêèõ çàäà÷ âîç-
ìîæíî ëèøü ïðè óñëîâèè ñîçäàíèÿ ñòàíäàðòíûõ è âîñ-
ïðîèçâîäèìûõ ñèñòåì êóëüòèâèðîâàíèÿ, ïîçâîëÿþùèõ
ïîëó÷àòü äîñòàòî÷íûå êîëè÷åñòâà êàê ñàìèõ íåäèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ, òàê è èõ ïðîèçâîäíûõ.

Ïîääåðæàíèå íåäèôôåðåíöèðîâàííîãî ñîñòîÿíèÿ è
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ÝÑÊ÷ çàâèñèò îò âçàèìî-
äåéñòâèÿ ìíîæåñòâà ñèãíàëüíûõ ñèñòåì, êîòîðûå â ñâîþ
î÷åðåäü ðåãóëèðóþòñÿ ðàçëè÷íûìè ôàêòîðàìè, â òîì ÷èñëå
ðàñòâîðèìûìè ìîëåêóëàìè ôàêòîðîâ ðîñòà è êîìïîíåíòàìè
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ). Òàêèì îáðàçîì, êóëüòèâè-
ðîâàíèå ÝÑÊ÷ òðåáóåò ñîçäàíèÿ ñëîæíîé ìíîãîêîìïîíåíò-
íîé ñèñòåìû, ñòàáèëüíîñòü êîòîðîé áóäóò îïðåäåëÿòü ñâîé-
ñòâà êóëüòèâèðóåìûõ â íåé êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé. Èçâå-
ñòíî, ÷òî ëèíèè ÝÑÊ â áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì äðóãèå
ñòâîëîâûå êëåòêè, ïîäâåðæåíû ãåíåòè÷åñêîé íåñòàáèëüíî-
ñòè. Óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÿâëÿþòñÿ âàæíûì ôàêòîðîì,
âíîñÿùèì ñóùåñòâåííûé âêëàä â ïîÿâëåíèå ãåíåòè÷åñêîé
íåñòàáèëüíîñòè ëèíèé ÝÑÊ÷ (Ïîëÿíñêàÿ, 2014).

Òðàäèöèîííî äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÝÑÊ÷ èñïîëüçó-
þò â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà ñëîé ôèäåðíûõ ìèòîòè÷åñêè
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èíàêòèâèðîâàííûõ êëåòîê è ðîñòîâóþ ñðåäó, â ñîñòàâ êî-
òîðîé âõîäÿò ðàçëè÷íûå ðîñòîâûå ôàêòîðû. Ôèäåðíûìè
êëåòêàìè ÷àñòî ñëóæàò ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû
ìûøè (Thomson et al., 1998; Park et al., 2003), à òàêæå ðàç-
ëè÷íûå êëåòêè ÷åëîâåêà (Hovatta et al., 2003; Richards
et al., 2003; Koltsova et al., 2011; Zhang et al., 2011). Ôè-
äåðíûå êëåòêè ÿâëÿþòñÿ ïðîäóöåíòàìè êîìïîíåíòîâ
ÂÊÌ è ðàñòâîðèìûõ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, êîòîðûå â ñâîþ
î÷åðåäü îáåñïå÷èâàþò ïðèêðåïëåíèå ÝÑÊ ê êóëüòóðàëü-
íîé ïîâåðõíîñòè è ðåãóëèðóþò ïðîöåññû èõ ïðîëèôå-
ðàöèè è ïîääåðæàíèÿ îñíîâíûõ ñâîéñòâ. Èñïîëüçîâà-
íèå ôèäåðíîé ñèñòåìû êóëüòèâèðîâàíèÿ, îäíàêî, èìååò
ðÿä íåäîñòàòêîâ. Âî-ïåðâûõ, ôèäåðíîå êóëüòèâèðîâàíèå
ïðåäïîëàãàåò íàëè÷èå äâóõ âçàèìîäåéñòâóþùèõ êëå-
òî÷íûõ ñèñòåì, ñâîéñòâà êàæäîé èõ êîòîðûõ çàâèñÿò îò
âîçäåéñòâèÿ âíåøíèõ ôàêòîðîâ (óñëîâèé êóëüòèâèðîâà-
íèÿ), à èõ èçìåíåíèÿ áóäóò îïîñðåäîâàííî âëèÿòü íà
ñâîéñòâà ñîêóëüòèâèðóþùèõñÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé.
Âî-âòîðûõ, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ïîïóëÿöèÿ ôèäåðíûõ
êëåòîê ïîäâåðãàåòñÿ ìèòîòè÷åñêîé èíàêòèâàöèè, âñåãäà
åñòü âåðîÿòíîñòü êîíòàìèíàöèè ïîïóëÿöèè ÝÑÊ÷ ôèäåð-
íûìè êëåòêàìè. Êðîìå îïèñàííûõ ïðîáëåì åñòü è åùå
îäíà — âîçìîæíîñòü êîíòàìèíàöèè ÝÑÊ ïàòîãåíàìè êñå-
íîãåííîãî è àëëîãåííîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (Martin et al.,
2005; Heiskanen et al., 2006; Stacey et al., 2006; Cobo et al.,
2008; Kubikova et al., 2009). Èñïîëüçîâàíèå â êà÷åñòâå
ôèäåðà ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè, à òàêæå
ñûâîðîòêè æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ â ñîñòàâå ðîñòîâîé
ñðåäû íåñåò ðèñê êîíòàìèíàöèè ÝÑÊ÷. Ýòîò ðèñê ñâÿ-
çàí íå òîëüêî ñ òàêèìè ïàòîãåíàìè æèâîòíîãî ïðîèñõîæ-
äåíèÿ, êàê âèðóñû (Cobo et al., 2008), íî è ñ îòäåëüíûìè
ìîëåêóëàìè, êîòîðûå, âñòðàèâàÿñü â ìåìáðàíó ÝÑÊ÷, ìî-
ãóò äàëåå âûçûâàòü èììóííóþ ðåàêöèþ (Martin et al.,
2005).

Àëëîãåííûå êîìïîíåíòû (ôèäåðíûå êëåòêè è ñûâî-
ðîòêà êðîâè ÷åëîâåêà) â ñèñòåìàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÝÑÊ
÷åëîâåêà áîëåå ïðèåìëåìû, ÷åì êñåíîãåííûå, îäíàêî è
îíè äîëæíû áûòü ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì òùàòåëüíî èçó-
÷åíû íà ïðåäìåò íàëè÷èÿ ðàçëè÷íûõ ïàòîãåíîâ.

Àëüòåðíàòèâîé ôèäåðíîìó êóëüòèâèðîâàíèþ ÿâëÿåò-
ñÿ èñïîëüçîâàíèå áåñôèäåðíûõ ñèñòåì êóëüòèâèðîâàíèÿ
ÝÑÊ÷. Íàèáîëåå ïîïóëÿðíûì ñóáñòðàòîì äëÿ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ÝÑÊ÷ â áåñôèäåðíîé ñèñòåìå ÿâëÿåòñÿ Ìàòðè-
ãåëü — êîììåð÷åñêèé ïðîäóêò, ïîëó÷àåìûé èç êëåòîê
ñàðêîìû ìûøè, ïðåäñòàâëÿþùèé ñîáîé ñìåñü ðÿäà ðîñ-
òîâûõ ôàêòîðîâ è òàêèõ êîìïîíåíòîâ ÂÊÌ, êàê êîëëàãåí
IV òèïà, ëàìèíèí, ïðîòåîãëèêàíû è ýíòàêòèí (Greenlee
et al., 2004). Ìàòðèãåëü â ñî÷åòàíèè ñ íàáîðîì ðîñòîâûõ
ôàêòîðîâ èëè êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäîé îò ôèäåðíûõ
êëåòîê — íàèáîëåå ÷àñòî èñïîëüçóåìàÿ ñèñòåìà áåñôè-
äåðíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ÝÑÊ÷ (Xu et al., 2001, 2005;
Rosler et al., 2004; Stojkovic et al., 2005; Wang et al., 2005;
Choo et al., 2008; Montes et al., 2009; Tsai et al., 2010; Hi-
guchi et al., 2011; Sanchez et al., 2012). Íåñìîòðÿ íà ñâîþ
ïîïóëÿðíîñòü è äîñòóïíîñòü, Ìàòðèãåëü ïî îòíîøåíèþ ê
ÝÑÊ÷ ÿâëÿåòñÿ êñåíîãåííûì ïðîäóêòîì, à ñîîòâåòñòâåí-
íî íå èñêëþ÷àåò ðèñêà êîíòàìèíàöèè êëåòîê ïàòîãåíàìè
æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (Carlson et al., 2011). Êðîìå
òîãî, ñîñòàâ Ìàòðèãåëÿ îò ïàðòèè ê ïàðòèè ìîæåò âàðüè-
ðîâàòü, ÷òî âëèÿåò íà åãî ñïîñîáíîñòü ïîääåðæèâàòü ðîñò
íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê è íà âîñïðîèçâîäèìîñòü
ðåçóëüòàòîâ èññëåäîâàíèé.

Àëüòåðíàòèâîé êñåíîãåííîìó ÂÊÌ ìîæíî ñ÷èòàòü
ìàòðèêñ, íàðàáîòàííûé ôèäåðíûìè êëåòêàìè ÷åëîâå÷å-
ñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Åãî èñïîëüçîâàíèå ïîçâîëÿåò ñî-

çäàòü àëëîãåííóþ ñèñòåìó êóëüòèâèðîâàíèÿ ÝÑÊ÷. Äëÿ
ïîëó÷åíèÿ òàêîãî ìàòðèêñà ôèäåðíûå êëåòêè ñíà÷àëà êó-
ëüòèâèðóþò â òå÷åíèå íåêîòîðîãî âðåìåíè íà ïîâåðõíî-
ñòè êóëüòóðàëüíîãî ïëàñòèêà, à ïîòîì ïîñðåäñòâîì ðàç-
ëè÷íûõ ìåòîäîâ óäàëÿþò (Klimanskaya et al., 2005; Abra-
ham et al., 2010; Meng et al., 2010; Ilic et al., 2012).

Ñóáñòðàò, íàðàáîòàííûé ôèäåðíûìè êëåòêàìè, ìî-
æåò áûòü èñïîëüçîâàí è ïðè ñîçäàíèè àóòîãåííîé ñèñòå-
ìû êóëüòèâèðîâàíèÿ ÝÑÊ÷. Äëÿ ýòîãî â êà÷åñòâå êëå-
òîê-ïðîäóöåíòîâ èñïîëüçóþò êëåòêè, ïîëó÷åííûå ïî-
ñðåäñòâîì äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ÷ òîé ëèíèè, êëåòêè
êîòîðîé áóäóò â äàëüíåéøåì ïåðåâåäåíû â áåñôèäåðíóþ
ñèñòåìó êóëüòèâèðîâàíèÿ (Fu et al., 2011).

Èçó÷åíèå îòäåëüíûõ êîìïîíåíòîâ ÂÊÌ, â ÷àñòíîñòè
Ìàòðèãåëÿ, ïîêàçàëî, ÷òî íå âñå èç íèõ â îäèíàêîâîé ñòå-
ïåíè ñïîñîáíû ïîääåðæèâàòü ðîñò íåäèôôåðåíöèðîâàí-
íûõ ÝÑÊ÷ (Xu et al., 2001). Àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ôèáðîíåêòèíîì è êîëëàãåíîì IV òèïà èñïîëüçî-
âàíèå ëàìèíèíà êàê ñóáñòðàòà áåñôèäåðíîé ñèñòåìû
êóëüòèâèðîâàíèÿ áîëåå ïåðñïåêòèâíî (Xu et al., 2001).
Îäíàêî äðóãèå àâòîðû ïîêàçàëè âîçìîæíîñòü êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ÝÑÊ÷ è íà ñóáñòðàòå èç êîëëàãåíà (Furue et al.,
2008; Jones et al., 2010), ôèáðîíåêòèíà (Xu et al., 2001;
Amit et al., 2004; Noaksson et al., 2005; Hayashi et al.,
2010), âèòðîíåêòèíà (Braam et al., 2008; Li et al., 2010) è
Å-êàäãåðèíà (Nagaoka et al., 2010).

Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî íåìàëîâàæíóþ ðîëü, îïðåäåëÿþ-
ùóþ ýôôåêòèâíîñòü ñèñòåìû áåñôèäåðíîãî êóëüòèâèðî-
âàíèÿ, èãðàåò è ïîäáîð ñîñòàâà ðîñòîâîé ñðåäû. Óâåëè÷å-
íèå êîíöåíòðàöèè îñíîâíîãî ôàêòîðà ðîñòà ôèáðîáëà-
ñòîâ (bFGF), à òàêæå âíåñåíèå â ñîñòàâ ñðåäû àêòèâèíà À
è òðàíñôîðìèðóþùåãî ðîñòîâîãî ôàêòîðà b1 (TGFb1) ïî-
çâîëÿåò îòêàçàòüñÿ îò èñïîëüçîâàíèÿ êîíäèöèîíèðîâàí-
íîé ñðåäû îò ìûøèíûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ
(Amit et al., 2004; Beattie et al., 2005; Xu et al., 2005). Êðî-
ìå òîãî, ñóùåñòâóþò è ñðåäû îïðåäåëåííîãî õèìè÷åñêîãî
ñîñòàâà, â êîòîðûå âõîäÿò íå òîëüêî êóëüòóðàëüíàÿ ñðåäà
è çàìåíèòåëü ñûâîðîòêè, íî è íàáîð ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ â
îïðåäåëåííîé êîíöåíòðàöèè. Â ðÿäå ñëó÷àåâ èõ èñïîëü-
çîâàíèå ïîçâîëÿåò ýôôåêòèâíî êóëüòèâèðîâàòü ÝÑÊ÷, íî
åñòü è ïðèìåðû èõ íåóäà÷íîãî èñïîëüçîâàíèÿ (Villa-Diaz
et al., 2010; Hughes et al., 2011; Nandivada et al., 2011; Va-
lamehr et al., 2011).

Àëüòåðíàòèâîé ñóáñòðàòàì èç ïðèðîäíûõ èëè ðåêîì-
áèíàíòíûõ áåëêîâ ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíèå èñêóññò-
âåííî ñèíòåçèðîâàííûõ ïåïòèäîâ, ñîäåðæàùèõ äîìåíû
êîìïîíåíòîâ ÂÊÌ, ðåöåïòîðû ê êîòîðûì åñòü íà ïîâåðõ-
íîñòè ÝÑÊ÷ (Klim et al., 2010; Kolhar et al., 2010; Melko-
umian et al., 2010). Ðÿäîì àâòîðîâ ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü
äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ëèíèé ÝÑÊ÷ íà ñèíòåòè÷å-
ñêèõ ïîëèìåðàõ (Malhstedt et al., 2010; Villa-Diaz et al.,
2010; Nandivada et al., 2011). Êðîìå òîãî, ðàçðàáàòûâà-
þòñÿ ñèñòåìû ñóñïåíçèîííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ (Stei-
ner et al., 2010; Amit et al., 2011; Baharvand et al., 2012; Ot-
suji et al., 2014) è êóëüòèâèðîâàíèÿ íà 3D-íîñèòåëÿõ (Ge-
recht et al., 2007; Li et al., 2010; Jang et al., 2013).

Àíàëèç äàííûõ ëèòåðàòóðû ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âûâîä
î òîì, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü òîé èëè èíîé ñèñòåìû áåñôè-
äåðíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ÝÑÊ÷ îïðåäåëÿåòñÿ íå îòäåëü-
íûìè åå êîìïîíåíòàìè, à èõ ñî÷åòàíèåì. Âåðîÿòíî, íåäî-
ñòàòêè â ñîñòàâå ÂÊÌ ìîãóò áûòü êîìïåíñèðîâàíû êîì-
ïîíåíòàìè, âõîäÿùèìè â ñîñòàâ ðîñòîâîé ñðåäû, è
íàîáîðîò. Êðîìå òîãî, íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü è òî, ÷òî
ðàçíûå ëèíèè ÝÑÊ÷ ìîãóò ïî-ðàçíîìó àäàïòèðîâàòüñÿ ê
ïðåäëàãàåìûì óñëîâèÿì áåñôèäåðíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ
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ââèäó èõ ìåæëèíåéíûõ ðàçëè÷èé, îáóñëîâëåííûõ ãåíåòè-
÷åñêîé èíäèâèäóàëüíîñòüþ.

Èñïîëüçîâàíèå õèìè÷åñêè îïðåäåëåííûõ ñòàíäàðò-
íûõ ñóáñòðàòîâ è êîìïîíåíòîâ ðîñòîâûõ ñðåä, ñïîñîáíûõ
íåîãðàíè÷åííî ïîääåðæèâàòü ðîñò íåäèôôåðåíöèðîâàí-
íûõ ÝÑÊ÷ â áåñôèäåðíîé ñèñòåìå, íåñîìíåííî ÿâëÿåòñÿ
îäíîé èç îñíîâíûõ çàäà÷ âñåõ èññëåäîâàòåëåé, ðàáîòàþ-
ùèõ ñ ëèíèÿìè ÝÑÊ÷. Îäíàêî ïîêà íàðÿäó ñ îòñóòñòâèåì
åäèíîé ñòàíäàðòíîé ñèñòåìû êóëüòèâèðîâàíèÿ ÝÑÊ÷
åñòü è äðóãàÿ ïðîáëåìà — íå âñå ïðåäëàãàåìûå ê èñïîëü-
çîâàíèþ êîìïîíåíòû áåñôèäåðíûõ ñèñòåì êóëüòèâèðîâà-
íèÿ äîñòóïíû øèðîêîìó êðóãó èññëåäîâàòåëåé. Íåêîòî-
ðûå èç ïðèâåäåííûõ âûøå ñóáñòðàòîâ (ïîäëîæåê) íå
ïðåäñòàâëåíû íà ðûíêå, à ïðåäñòàâëåííûå çà÷àñòóþ èìå-
þò î÷åíü âûñîêóþ ñòîèìîñòü è äëÿ ðÿäà ýêñïåðèìåíòîâ
èõ èñïîëüçîâàíèå îêàçûâàåòñÿ íåðåíòàáåëüíûì.

Ðàíåå íàìè áûëà ðàçðàáîòàíà ñèñòåìà áåñôèäåðíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ ÝÑÊ÷, êëþ÷åâûìè êîìïîíåíòàìè êîòî-
ðîé áûëè ÂÊÌ è êîíäèöèîíèðîâàííàÿ ñðåäà îò ìåçåí-
õèìíûõ êëåòîê ëèíèè SC5-MSC, ïîëó÷åííîé èç ëèíèè
ÝÑÊ÷ (SC5). Èñïîëüçîâàíèå ýòèõ ïðîäóêòîâ ïîçâîëèëî
ñîçäàòü àóòîãåííóþ ñèñòåìó êóëüòèâèðîâàíèÿ äëÿ ÝÑÊ÷
ëèíèè SC5 è àëëîãåííóþ äëÿ ëèíèè SC7 è ñîîòâåòñòâåí-
íî ïîëó÷èòü äâå íîâûå áåñôèäåðíûå ñóáëèíèè SC5-FF è
SC7-FF, îáëàäàþùèå âñåìè õàðàêòåðèñòèêàìè ïëþðèïî-
òåíòíûõ ÝÑÊ÷ (Êîëüöîâà è äð., 2012).

Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ áûëà ñôîðìó-
ëèðîâàíà öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — ïîëó÷èòü áåñôèäåð-
íóþ ñóáëèíèþ ÝÑÊ÷ åùå èç îäíîé ëèíèè — SC6, âûäå-
ëåííîé ðàíåå è êóëüòèâèðóåìîé â óñëîâèÿõ ôèäåðà. Ïî-
ëó÷åíèå íîâîé áåñôèäåðíîé ñóáëèíèè ÝÑÊ÷ áóäåò
ñïîñîáñòâîâàòü íå òîëüêî ðàçíîîáðàçèþ óæå èìåþùåãîñÿ
áàíêà ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà, íî è ïîçâîëèò îïðåäå-
ëèòü, ÿâëÿåòñÿ ëè èñïîëüçóåìàÿ áåñôèäåðíàÿ ñèñòåìà
êóëüòèâèðîâàíèÿ óíèâåðñàëüíîé è ìîæíî ëè åå ðåêîìåí-
äîâàòü äëÿ ðàáîòû ñ øèðîêèì ñïåêòðîì ëèíèé ÝÑÊ÷.

Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîé ðàáîòû áûëà ïîëó÷åíà íî-
âàÿ áåñôèäåðíàÿ ñóáëèíèÿ ÝÑÊ÷, ïðåäñòàâëåííàÿ êëåòî÷-
íîé ïîïóëÿöèåé, îáëàäàþùåé âñåìè ñâîéñòâàìè è õàðàê-
òåðèñòèêàìè, ïðèñóùèìè ïëþðèïîòåíòíûì ñòâîëîâûì
êëåòêàì, è ìàêñèìàëüíî àäàïòèðîâàííîé ê áåñôèäåðíîé
ñèñòåìå êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ áåñôèäåðíîé ñóáëèíèè SC6-FF èñïî-
ëüçîâàëè ðàíåå ïîëó÷åííóþ èç ïðåäèìïëàíòàöèîííîé
áëàñòîöèñòû è êóëüòèâèðóåìóþ â óñëîâèÿõ ôèäåðà ëè-
íèþ ÝÑÊ÷ — SC6 (Êîëüöîâà è äð., 2011). Â êà÷åñòâå ôè-
äåðíûõ êëåòîê èñïîëüçîâàëè ëèíèþ ìåçåíõèìíûõ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê, âûäåëåííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà ðàííåãî
ýìáðèîíà ÷åëîâåêà, — FetMSC, ïîëó÷åííóþ èç ÖÊÏ
«Êîëëåêöèÿ êóëüòóð êëåòîê ïîçâîíî÷íûõ». Ïîäðîáíûå
õàðàêòåðèñòèêè ýòîé ëèíèè ïðåäñòàâëåíû â ïðåäûäóùåé
ðàáîòå (Êðûëîâà è äð., 2012).

Â êà÷åñòâå ïðîäóöåíòà ÂÊÌ è êîíäèöèîíèðîâàííîé
ñðåäû èñïîëüçîâàëè ëèíèþ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê SC5-MSC, ïîëó÷åííóþ ðàíåå èç ëèíèè SC5, ÷òî ïî-
çâîëèëî ñîçäàòü àëëîãåííóþ ñèñòåìó áåñôèäåðíîãî êóëü-
òèâèðîâàíèÿ äëÿ êëåòîê ëèíèè SC6. Ïîäðîáíàÿ ìåòîäèêà
âûäåëåíèÿ è êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ëèíèè SC5-MSC
áûëà îïèñàíà ðàíåå (Êðûëîâà è äð., 2012).

Êîíäèöèîíèðîâàííóþ ñðåäó îò êëåòîê ëèíèè SC5-ÌSC
ïîëó÷àëè ñëåäóþùèì îáðàçîì: èç êóëüòóðàëüíîãî ôëàêîíà

ñ êëåòî÷íûì ìîíîñëîåì îòáèðàëè âñþ ñðåäó, â êîòîðîé
êóëüòèâèðîâàëè êëåòêè, ïðîìûâàëè êëåòêè ðàñòâîðîì
PBS, íå ñîäåðæàùèì èîíîâ Ca2+ è Mg2+, è çàòåì äîáàâëÿ-
ëè ñðåäó äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÝÑÊ, íå ñîäåðæàùóþ
îñíîâíîãî ôàêòîðà ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ (bFGF, Chemicon,
ÑØÀ) è èìåþùóþ ñëåäóþùèé ñîñòàâ: 80 % DMEM/F12
(Áèîëîò, Ðîññèÿ), 20 % Knockout Serum Replacement (Gib-
co, ÑØÀ), 2 ìÌ L-ãëþòàìèíà (Sigma, ÑØÀ), 1 % çàìåíè-
ìûõ àìèíîêèñëîò (Sigma, ÑØÀ) è 0.1 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòà-
íîëà (Sigma, ÑØÀ). Êëåòêè èíêóáèðîâàëè â ýòîé ñðåäå â
òå÷åíèå 24 ÷ â CO2-èíêóáàòîðå ïðè 37 °Ñ è 90%-íîé
âëàæíîñòè. Çàòåì ñðåäó îòáèðàëè, îòôèëüòðîâûâàëè è
ëèáî ñðàçó èñïîëüçîâàëè äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ðîñòîâîé
ñðåäû äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÝÑÊ â áåñôèäåðíîé ñèñòåìå,
ëèáî àëèêâîòèðîâàëè ïî ñòåðèëüíûì ïðîáèðêàì è çàìî-
ðàæèâàëè ïðè –20 °Ñ. Â çàìîðîæåííîì ñîñòîÿíèè êîíäè-
öèîíèðîâàííóþ ñðåäó ìîæíî õðàíèòü â òå÷åíèå íåñêîëü-
êèõ ìåñÿöåâ è èñïîëüçîâàòü ïî ìåðå íåîáõîäèìîñòè.

ÂÊÌ îò ëèíèè SC5-MSC ïîëó÷àëè ñëåäóþùèì ñïî-
ñîáîì: êëåòêè ðàññåâàëè íà ÷àøêè Ïåòðè â êîíöåíòðàöèè,
îáðàçóþùåé ïëîòíûé ìîíîñëîé, èíêóáèðîâàëè èõ â
CO2-èíêóáàòîðå ïðè 37 °Ñ è 90 % âëàæíîñòè â òå÷åíèå
2 íåä, ìåíÿÿ êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó êàæäûå 3—4 ñóò. Ìå-
õàíè÷åñêîå ñíÿòèå êëåòî÷íîãî ìîíîñëîÿ ïðîâîäèëè ïðè
ïîìîùè ïèïåòêè, îòäåëÿÿ êðàé ìîíîñëîÿ îò ÷àøêè Ïåòðè
è òîé æå ïèïåòêîé àêêóðàòíî ñìûâàÿ åãî ñ êóëüòóðàëüíîé
ïîâåðõíîñòè. Ïîñëå ñíÿòèÿ ìîíîñëîÿ êëåòîê ïîâåðõíîñòü
êóëüòóðàëüíîãî ïëàñòèêà ñ îñòàâøèìèñÿ íà íåé áåëêàìè
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ïðîìûâàëè 2 ðàçà ðàñòâîðîì
PBS áåç èîíîâ Ca2+ è Mg2+, âûñóøèâàëè è õðàíèëè ïðè
–20 °Ñ. Â ïðåäûäóùåé ðàáîòå ìû îïðåäåëèëè ñîñòàâ
ÂÊÌ, ïîëó÷åííîãî îïèñàííûì ñïîñîáîì, êîòîðûé âêëþ-
÷àë â ñåáÿ ôèáðîíåêòèí, ëàìèíèí è êîëëàãåí 1 (Êîëüöîâà
è äð., 2012).

Äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÝÑÊ÷ â áåñôèäåðíîé ñèñòåìå
èñïîëüçîâàëè ðîñòîâóþ ñðåäó, ïîëîâèíà êîòîðîé ñîñòîÿ-
ëà èç 80 % DMEM/F12 (Áèîëîò, Ðîññèÿ), 20 % Knockout
Serum Replacement (Gibco, ÑØÀ), 2 ìÌ L-ãëþòàìèíà
(Sigma, ÑØÀ), 1 % çàìåíèìûõ àìèíîêèñëîò NEAA (Sig-
ma, ÑØÀ) è 0.1 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà (Sigma, ÑØÀ), à
äðóãàÿ ïîëîâèíà èìåëà òîò æå ñîñòàâ, íî áûëà êîíäèöèî-
íèðîâàííîé îò êëåòîê ëèíèè SC5-ÌSC è ñîäåðæàëà bFGF
â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 32 íã/ìë.

Ïåðåñåâ êîëîíèé ÝÑÊ îñóùåñòâëÿëè ìåõàíè÷åñêèì
ñïîñîáîì, íàðåçàÿ èõ ñ ïîìîùüþ îäíîðàçîâîãî ñêàëüïå-
ëÿ. Ïåðåñåâàëè êîëîíèè êàæäûå 5—6 ñóò. Ñìåíó ñðåäû
ïðîâîäèëè åæåäíåâíî. Äëÿ ðàñ÷åòà âðåìåíè óäâîåíèÿ
êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè èçìåðÿëè ïëîùàäü íå ìåíåå 20 êî-
ëîíèé â òå÷åíèå 4—5 ñóò. Êîëîíèè ÝÑÊ ôîòîãðàôèðîâà-
ëè åæåäíåâíî ïðè îäèíàêîâîì óâåëè÷åíèè, à èõ ïëîùàäü
îïðåäåëÿëè ïðè ïîìîùè êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû
WCIF ImageJ.

Ê à ð è î ò è ï è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ïðîâîäèëè íà
20-ì ïàññàæå. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïðåïàðàòîâ ìåòàôàçíûõ
õðîìîñîì çà 4 ÷ äî ôèêñàöèè â êóëüòóðó ÝÑÊ ââîäèëè
êîëöåìèä KaryoMAX (0.1 ìêã/ìë, Gibco), êëåòêè äèññî-
öèèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñìåñè òðèïñèíà è âåðñåíà (1 : 3) è
ïðîâîäèëè ãèïîòîíè÷åñêóþ îáðàáîòêó ñìåñüþ 0.075 Ì
ðàñòâîðà KÑl è 1%-íîãî ðàñòâîðà öèòðàòà íàòðèÿ. Êëåòêè
ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîëà è ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñ-
ëîòû (3 : 1) (Ðåàêòèâ, Ðîññèÿ). Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî êà-
ðèîòèïè÷åñêîãî àíàëèçà ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê õðîìîñî-
ìû îêðàøèâàëè âîäíûì ðàñòâîðîì Ãèìçà (1 : 50; Sigma,
ÑØÀ). Ìîäàëüíîå ÷èñëî õðîìîñîì è ïðåäåëû èçìåí÷è-
âîñòè êëåòîê ïî ÷èñëó õðîìîñîì îïðåäåëÿëè ïðè àíàëèçå
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100 ìåòàôàç; äîëþ ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê îïðåäåëÿëè ïðè
àíàëèçå 500 ìåòàôàç.

Äëÿ ñòðóêòóðíîãî êàðèîòèïè÷åñêîãî àíàëèçà ïðîâî-
äèëè äèôôåðåíöèàëüíîå G-îêðàøèâàíèå õðîìîñîì â ñî-
îòâåòñòâèè ñ ðàíåå îïèñàííîé ìåòîäèêîé (Ozkinay, Mitel-
man, 1979). Àíàëèçèðîâàëè 75 ìåòàôàç. Kàðèîòèï ëèíèè
àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Axio Imager.M1
(Carl Zeiss, ÔÐÃ) ñ ñèñòåìîé àâòîìàòè÷åñêîãî êàðèîòèïè-
ðîâàíèÿ Ikaros 4 Karyotyping System (MetaSystems, ÔÐÃ)
è îïèñûâàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ Ìåæäóíàðîäíîé ñèñòåìîé
öèòîãåíåòè÷åñêîé íîìåíêëàòóðû õðîìîñîì ÷åëîâåêà
ISCN (Shaffer et al., 2009).

Ä ë ÿ î ï ð å ä å ë å í è ÿ ñ ò à ò ó ñ à Ý Ñ Ê ïðîâîäèëè ãè-
ñòîõèìè÷åñêèé àíàëèç àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû.
Äëÿ ýòîãî êëåòêè â òå÷åíèå 20 ìèí ôèêñèðîâàëè 4%-íûì
ïàðàôîðìàëüäåãèäîì, à çàòåì â òå÷åíèå 30 ìèí îáðàáàòû-
âàëè BCIP/NBT Liquid Substrate System (Sigma, ÑØÀ)
ïðè 37 °Ñ. Àíàëèçèðîâàëè êëåòêè ïîä ñâåòîâûì ìèêðî-
ñêîïîì (Nicon eclipse TS 100, ßïîíèÿ).

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û é à í à ë è ç ýêñïðåññèè
òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Oct-4 ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë (Santa Cruz, ÑØÀ). Äëÿ
âèäîâîé èäåíòèôèêàöèè ÝÑÊ ïðîâîäèëè èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíûé àíàëèç ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãå-
íîâ, ñâîéñòâåííûõ òîëüêî ÝÑÊ ÷åëîâåêà, — SSEA-4 è
TRA-1-60. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå àí-
òèòåëà SSEA-4 è TRA-1-60 (Millipore, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå
âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè èììóíîãëîáóëèíû êðîëè-
êà, êîíúþãèðîâàííûå ñ FITC (Millipore, ÑØÀ). Èììó-
íîôëóîðåñöåíòíóþ îêðàñêó ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé,
ðàíåå îïèñàííîé ìåòîäèêå (Êîëüöîâà è äð., 2011).

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ñòàòóñà ïëþðèïîòåíòíîñòè ÝÑÊ
ïðîâîäèëè ñïîíòàííóþ äèôôåðåíöèðîâêó ñîãëàñíî ñòàí-
äàðòíîé ìåòîäèêå, ÷åðåç ñòàäèþ ôîðìèðîâàíèÿ ýìáðèî-
èäíûõ òåëåö (Êîëüöîâà è äð., 2011). Ìàðêåðû äèôôåðåí-
öèðîâêè â ïðîèçâîäíûå òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ âûÿâ-
ëÿëè ìåòîäîì èììóíîôëóîðåñöåíöèè. Â êà÷åñòâå ïåðâûõ
àíòèòåë èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ïðîòèâ íåñòèíà (ðàçâåäå-
íèå 1 : 50; Millipore, ÑØÀ), õàðàêòåðèçóþùåãî êëåòêè ýê-
òîäåðìàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, a-ôåòîïðîòåèíà (AFP,
ðàçâåäåíèå 1 : 50; Sigma, ÑØÀ), õàðàêòåðèçóþùåãî ýíòî-
äåðìàëüíûå êëåòêè, è a-àêòèíèíà (ðàçâåäåíèå 1 : 50; Sig-
ma, ÑØÀ), õàðàêòåðèçóþùåãî êëåòêè ìåçîäåðìàëüíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ. Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè
FITC-êîíúþãèðîâàííûå èììóíîãëîáóëèíû êðîëèêà (Mil-
lipore, ÑØÀ).

Àíàëèç èììóíîôëóîðåñöåíòíîé îêðàñêè ïðîâîäèëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Leica TCS
SP5.

Ðåçóëüòàòû îáðàáàòûâàëè ñòàòèñòè÷åñêè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòî-
âåðíûìè ïðè âåðîÿòíîñòè íóëåâîé ãèïîòåçû, Ð < 0.05.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Êëàñòåðû êëåòîê, ïåðåíîñèìûå íà íîâûé ñóáñòðàò
ïðè ïåðåñåâå êîëîíèé â áåñôèäåðíîé ñèñòåìå êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ, êàê ïðàâèëî, â òå÷åíèå ïåðâûõ 12 ÷ èìåþò ñôå-
ðè÷åñêóþ ôîðìó ïîäîáíî ýìáðèîèäíûì òåëüöàì è îñòà-
þòñÿ â ñóñïåíçèîííîì ñîñòîÿíèè. Â ïîñëåäóþùèå ñóòêè
ýòè ñôåðû ïðèêðåïëÿþòñÿ ê ïîâåðõíîñòè ÷àøêè Ïåòðè, è
íà÷èíàåòñÿ ïðîöåññ ïðîëèôåðàöèè êëåòîê è ôîðìèðîâà-
íèå ïëîñêèõ êîëîíèé. Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî íà ïåðâûõ ïàñ-
ñàæàõ â èçìåíåííûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðîèñõî-

äèò ïðîöåññ àäàïòàöèè ÝÑÊ÷. Äëÿ ïîïóëÿöèè ÝÑÊ÷ ñâîé-
ñòâåííà íåêîòîðàÿ ãåòåðîãåííîñòü — â íåé îáÿçàòåëüíî
ïðèñóòñòâóþò êîììèòèðîâàííûå êëåòêè. Ñìåíà óñëîâèé
ïðîâîöèðóåò óñèëåíèå äèôôåðåíöèðîâêè, ïîýòîìó íà
ïåðâûõ ïàññàæàõ íàáëþäàåòñÿ ðîñò íå òîëüêî íåäèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ÷ (÷òî îïðåäåëÿåòñÿ ïî õàðàêòåðíîé
äëÿ íèõ ìîðôîëîãèè ñàìèõ êëåòîê è ôîðìèðóþùèõñÿ èç
íèõ êîëîíèé), íî è èõ äèôôåðåíöèðîâàííûõ ïðîèçâîä-
íûõ, á*îëüøàÿ ÷àñòü êîòîðûõ, êàê ïðàâèëî, ðàñïîëàãàåòñÿ
ïî êðàþ êîëîíèé. Àêòèâèçàöèÿ äèôôåðåíöèðîâêè íà ïåð-
âûõ ïàññàæàõ ïðè ñìåíå óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ îïèñà-
íà â ðàáîòàõ áîëüøèíñòâà àâòîðîâ, èñïîëüçóþùèõ ðàç-
íûå ñèñòåìû áåñôèäåðíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ (Carpenter
et al., 2004; Rosler et al., 2004; Meng et al., 2012). Íà ïåð-
âûõ ïàññàæàõ ïðîâîäèëè òùàòåëüíûé îòáîð êîëîíèé êëå-
òîê íóæíîé ìîðôîëîãèè. Òàêàÿ ñåëåêöèÿ ñî âðåìåíåì
ïðèâåëà ê òîìó, ÷òî äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè îáíàðó-
æèâàëèñü âñå ðåæå è ïîïóëÿöèþ ñòàëè ïðåäñòàâëÿòü ïëî-
ñêèå êîëîíèè ïëîòíî óïàêîâàííûõ ìåëêèõ êëåòîê ñ âûñî-
êèì ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêèì ñîîòíîøåíèåì (ðèñ. 1).

Ïîñëåäîâàòåëüíîå èçìåðåíèå ðàñòóùèõ êîëîíèé
(àíàëèçèðîâàëè ðîñò 21 êîëîíèè) è ñîîòíåñåíèå ýòèõ äàí-
íûõ ñ âðåìåíí*ûìè äèàïàçîíàìè, â êîòîðûõ ïðîâîäèëè
çàìåðû, ïîçâîëèëè îïðåäåëèòü ñðåäíåå âðåìÿ îäíîãî óä-
âîåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè. Îíî ñîñòàâèëî 23.7 ± 0.8 ÷.
Êëåòî÷íàÿ ñóáëèíèÿ ïðîøëà áîëåå 100 óäâîåíèé êëåòî÷-
íîé ïîïóëÿöèè. Îäíîâðåìåííî áûëî îïðåäåëåíî ñðåäíåå
âðåìÿ îäíîãî óäâîåíèÿ äëÿ ïîïóëÿöèè êëåòîê èñõîäíîé
ëèíèè SC6, ðàñòóùèõ íà ñëîå ôèäåðíûõ êëåòîê (àíàëèçè-
ðîâàëè ðîñò 23 êîëîíèé). Îíî ñîñòàâèëî 23.3 ± 0.5 ÷. Ñòà-
òèñòè÷åñêè àíàëèç íå âûÿâèë çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé
(Ð > 0.05). Îòñóòñòâèå äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé ïî ýòîìó
ïàðàìåòðó ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðè ïåðåâîäå
êëåòîê èç îäíîé ñèñòåìû êóëüòèâèðîâàíèÿ â äðóãóþ ïðî-
èçîøåë íå îòáîð íåáîëüøîé ïîïóëÿöèè êëåòîê, ñïîñîá-
íîé ê ïðîëèôåðàöèè è ïîääåðæàíèþ îñíîâíûõ ñâîéñòâ â
îòñóòñòâèå ôèäåðà, à àäàïòàöèÿ áîëüøåé ÷àñòè êëåòîê ê
ïðåäëàãàåìûì óñëîâèÿì êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ýòî â ñâîþ
î÷åðåäü ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èñïîëüçóåìàÿ áåñ-
ôèäåðíàÿ ñèñòåìà êóëüòèâèðîâàíèÿ èìååò â ñâîåì ñîñòà-
âå âñå ýëåìåíòû, íåîáõîäèìûå äëÿ ïîääåðæàíèÿ ðîñòà
ÝÑÊ÷.

Êîëè÷åñòâåííûé êàðèîòèïè÷åñêèé àíàëèç ëèíèè
SC6-FF ïîêàçàë, ÷òî ëèíèÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ âûñîêîé ÷àñ-
òîòîé êëåòîê ñ ìîäàëüíûì ÷èñëîì õðîìîñîì, ðàâíûì 46
(95.5 ± 2.0), è äîëåé ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê (7.5 ± 1.2), ÷òî
âûøå, ÷åì â èñõîäíîé ëèíèè SC6 (2.8 ± 0.7), Ð < 0.01 (Êîëü-

510 À. Ì. Êîëüöîâà è äð.

Ðèñ. 1. Êîëîíèÿ êëåòîê ñóáëèíèè ÝÑÊ÷ SC6-FF.

Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 200 ìêì.



öîâà è äð., 2011). Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî â ðàíåå ïîëó-
÷åííûõ äâóõ ñóáëèíèÿõ, êóëüòèâèðóþùèõñÿ â áåñôèäåð-
íîé ñèñòåìå, òàêæå íàáëþäàåòñÿ ïîâûøåíèå ÷àñòîòû ïî-
ëèïëîèäíûõ êëåòîê (Êîëüöîâà è äð., 2011, 2012).
Èçâåñòíî, ÷òî â êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèÿõ in vitro, ëèøèâ-
øèõñÿ êîíòðîëÿ ñî ñòîðîíû èíòåãðàëüíûõ ñèñòåì îðãà-
íèçìà, îñíîâíûìè òèïàìè êëåòî÷íîãî âçàèìîäåéñòâèÿ
ñòàíîâÿòñÿ ôèçè÷åñêèå êîíòàêòû ìåæäó êëåòêàìè è ìåæ-
äó êëåòêàìè è ñóáñòðàòîì, à òàêæå õèìè÷åñêàÿ ñâÿçü ÷å-
ðåç ìåòàáîëèòû â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå. Ýòè âçàèìîäåéñò-
âèÿ îáúåäèíÿþò êëåòêè, ñîñòàâëÿþùèå êëåòî÷íóþ ïîïó-
ëÿöèþ, â àâòîíîìíóþ åäèíóþ ñèñòåìó. Ìåæêëåòî÷íûå
êîíòàêòû îñóùåñòâëÿþò êàê ñòðóêòóðíûå, òàê è ôóíêöèî-
íàëüíûå ñâÿçè ìåæäó êëåòêàìè. Âàæíûì òèïîì ìåæêëå-
òî÷íûõ êîíòàêòîâ ÿâëÿþòñÿ ùåëåâûå êîíòàêòû, êîòîðûå
ñîñòàâëÿþò îñíîâó «ìåòàáîëè÷åñêîé êîîïåðàöèè» (Cox
et al., 1972; Hooper, Sooper, Subak-Sharpe, 1981; Øàðîâ-
ñêàÿ è äð., 2009). Ñ ó÷åòîì ýòîé èíôîðìàöèè íàáëþäàå-
ìîå óâåëè÷åíèå ÷àñòîòû ïîëèïëîèäîâ â «áåñôèäåðíûõ»
êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèÿõ ïî ñðàâíåíèþ ñ «ôèäåðíûìè» ïî-
ïóëÿöèÿìè, îòðàæàþùåå óâåëè÷åíèå äîçû îïðåäåëåííûõ
ãåíîâ, ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî ïîëèïëîèäèÿ
ÿâëÿåòñÿ àäàïòèâíûì ìåõàíèçìîì, îáåñïå÷èâàþùèì êà-
ðèîòèïè÷åñêóþ ñòàáèëüíîñòü ïîëó÷åííûõ ñóáëèíèé.

Ñòðóêòóðíûé êàðèîòèïè÷åñêèé àíàëèç G-äèôôåðåí-
öèàëüíî îêðàøåííûõ õðîìîñîì ïðè óðîâíå ðàçðåøåíèÿ
400—550 äèñêîâ íà ãàïëîèäíûé íàáîð ïîêàçàë, ÷òî ëè-
íèÿ SC6-FF èìååò íîðìàëüíûé êàðèîòèï ÷åëîâåêà: 46,
ÕÕ (ðèñ. 2). Ïðè êàðèîòèïèðîâàíèè 75 êëåòîê ýòîé ëèíèè
âûÿâëåíû ðàçðûâû õðîìîñîì â ÷åòûðåõ êëåòêàõ (õðîìà-
òèäíûå ðàçðûâû â ëîêóñàõ 1p36.1 è 6p11, õðîìîñîìíûé
ðàçðûâ â ëîêóñå 16p11.2, íåèäåíòèôèöèðîâàííûé ïàðíûé
ôðàãìåíò) è ñòðóêòóðíàÿ ïåðåñòðîéêà — äåëåöèÿ êîðîò-
êîãî ïëå÷à Õ-õðîìîñîìû del(X)(p11.1). Êëîíàëüíûå àíî-
ìàëèè õðîìîñîì îòñóòñòâóþò.

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ïëþðèïîòåíòíîãî ñòàòóñà ïîëó-
÷åííîé ñóáëèíèè ïðîâåäåíà ãèñòîõèìè÷åñêàÿ îêðàñêà êî-
ëîíèé íà íàëè÷èå àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû. Òåì-
íàÿ îêðàñêà êëåòîê êàê ðåçóëüòàò ðåàêöèè ñïåöèôè÷íîãî
ñóáñòðàòà è ñàìîé ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû ñâèäåòåëüñòâóåò
î íàëè÷èè åå àêòèâíîñòè â êëåòêàõ ñóáëèíèè SC6-FF
(ðèñ. 3). Àêòèâíîñòü ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû õàðàêòåðíà äëÿ
ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê âíóòðåííåé êëåòî÷íîé ìàññû
áëàñòîöèñòû, èç êîòîðîé ïîëó÷àþò ëèíèè ÝÑÊ÷, è îíà
èñ÷åçàåò íà ïîñëåäóþùèõ ñòàäèÿõ ðàííåé äèôôåðåíöè-
ðîâêè (Henderson et al., 2002). Òàêèì îáðàçîì, àêòèâíîñòü
ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðíûì ïðèçíàêîì
ïëþðèïîòåíòíûõ ÝÑÊ÷ è èñïîëüçóåòñÿ â ðóòèííîé ðàáî-
òå êàê áûñòðûé è íåäîðîãîé ìåòîä èõ èäåíòèôèêàöèè
(O’Connor et al., 2008). Òåì íå ìåíåå àêòèâíîñòü ùåëî÷-
íîé ôîñôàòàçû íå ÿâëÿåòñÿ óíèêàëüíûì ìàðêåðîì ïëþ-
ðèïîòåíòíîñòè, òàê êàê îíà òàêæå âûÿâëÿåòñÿ âî ìíîãèõ
òêàíÿõ âçðîñëîãî îðãàíèçìà è àññîöèèðîâàíà ñ êëåòî÷íîé
äèôôåðåíöèðîâêîé (McComb et al., 1979; Fedarco et al.,
1990; Owen et al., 1990; Andracchi, Korte, 1991).

Îïðåäåëåíèå ïëþðèïîòåíòíîãî ñòàòóñà ïîëó÷åííîé
êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ïðîâîäèëè ïîñðåäñòâîì èììóíî-
ôëóîðåñöåíòíîé îêðàñêè àíòèòåëàìè ïðîòèâ àíòèãåíîâ
Oct-4, SSEA-4 è TRA-1-60. Èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ îêðà-
ñêà âûÿâèëà íàëè÷èå âñåõ òðåõ ìàðêåðîâ, õàðàêòåðíûõ
äëÿ ïëþðèïîòåíòíûõ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ÷
(ðèñ. 4, à—ã).

Îäíîâðåìåííàÿ èäåíòèôèêàöèÿ ïåðå÷èñëåííûõ ìàð-
êåðîâ ÿâëÿåòñÿ íåîòúåìëåìûì óñëîâèåì ïðè îïðåäåëå-
íèè ñòàòóñà ÝÑÊ÷. SSEA-4 è TRA-1-60 ïðåäñòàâëÿþò ñî-

áîé ïîâåðõíîñòíûå âèäîñïåöèôè÷íûå ìàðêåðû ÝÑÊ÷.
SSEA-4 ÿâëÿåòñÿ ãëèêîëèïèäîì, à TRA-1-60 — îäíèì èç
ýïèòîïîâ ïðîòåîãëèêàíà ïîäîêñàëèíà, êîòîðûé â ñâîþ
î÷åðåäü âõîäèò â ñîñòàâ ñåìåéñòâà ñèàëîìóöèíîâ CD34 è
ÿâëÿåòñÿ êîìïîíåíòîì ñïåöèôè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ñ
ñåëåêòèíîì. Îáà ìàðêåðà âïåðâûå áûëè îáíàðóæåíû íà
ïîâåðõíîñòè êëåòîê òåðàòîêàðöèíîì (Shevinsky et al.,
1982; Kannaji et al., 1983; Schopperle et al., 2003), à ïîçä-
íåå èõ íàëè÷èå áûëî ïîêàçàíî è íà ÝÑÊ÷ (Thomson et al.,
1998; Richards et al., 2003). Òåì íå ìåíåå èõ ôóíêöèîíàëü-
íàÿ ðîëü â ÝÑÊ÷ íåÿñíà.

Èññëåäîâàíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ, ëåæàùèõ â
îñíîâå ðåãóëÿöèè ïðîöåññîâ ðàííåãî ðàçâèòèÿ è ðîëè
òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Oct-4 â íèõ, ïðîâîäèëè ìíî-
ãèå àâòîðû (Pesce, Scholer, 2001; Rodriguez et al., 2007).
Êðîìå òîãî, ïðè ïîëó÷åíèè èíäóöèðîâàííûõ ïëþðèïî-
òåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê èç ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ïîêà-
çàíî, ÷òî èíäóêöèÿ ýêñïðåññèè ýòîãî ãåíà èãðàåò êëþ÷å-
âóþ ðîëü â ïðèîáðåòåíèè è ïîääåðæàíèè êëåòêàìè ïëþ-
ðèïîòåíòíîãî ñòàòóñà (Radzisheuskaya, Silva, 2014). Íî
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Ðèñ. 2. Êàðèîòèï ñóáëèíèè SC6-FF (46, XX).

Ðèñ. 3. Ãèñòîõèìè÷åñêèé àíàëèç àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôà-
òàçû â íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ ñóáëèíèè SC6-FF.

Òåìíàÿ îêðàñêà êëåòîê ñâèäåòåëüñòâóåò î íàëè÷èè àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé
ôîñôàòàçû. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 200 ìêì.



êðîìå ýòîãî òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà, ïî-âèäèìîìó,
íåîáõîäèìî åùå íàëè÷èå äîïîëíèòåëüíûõ ôàêòîðîâ —
Sox-2, Klf-4 è c-Myc (Takahashi, Yamanaka, 2007) èëè
Sox-2, Nanog è LIN28 (Yu et al., 2007). Ñòîèò îòìåòèòü,
÷òî â ëèòåðàòóðå âñå ÷àùå ïîÿâëÿþòñÿ äàííûå îá ýêñï-
ðåññèè ãåíîâ ýòèõ ôàêòîðîâ â êëåòêàõ, íå ÿâëÿþùèõñÿ
ïëþðèïîòåíòíûìè, íàïðèìåð â ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòêàõ (ÌÑÊ) (Rieske et al., 2005; Gang et al., 2007; He
et al., 2013; Lou et al., 2014).

Ýêñïðåññèÿ SSEA-4 òàêæå ïîêàçàíà ìíîãèìè àâòîðà-
ìè äëÿ ÌÑÊ. Åñòü äàííûå î òîì, ÷òî èíãèáèðîâàíèå

SSEA-3 è SSEA-4 íå âëèÿåò íà ïëþðèïîòåíòíûå ñâîéñòâà
ÝÑÊ÷ (Brimble et al., 2007). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, åñòü äàí-
íûå î òîì, ÷òî ÌÑÊ, ïîëó÷åííûå èç êîñòíîãî ìîçãà è ýêñ-
ïðåññèðóþùèå SSEA-4, èìåþò áîëåå âûñîêóþ ïðîëèôå-
ðàòèâíóþ àêòèâíîñòü, ÷åì ÌÑÊ, íå ýêñïðåññèðóþùèå
ýòîãî ìàðêåðà (Gang et al., 2007). Ïîêà äàííûå ïî ýòîìó
âîïðîñó íå ñèñòåìàòèçèðîâàíû. Íå âñåãäà èìååò ìåñòî
îäíîâðåìåííàÿ ýêñïðåññèÿ â ÌÑÊ âñåõ àíòèãåíîâ, õàðàê-
òåðíûõ äëÿ ÝÑÊ÷. Íå îòìå÷åíî ÷åòêîé çàâèñèìîñòè ýêñï-
ðåññèè ýòèõ ìàðêåðîâ îò ñòàäèè îíòîãåíåçà, íà êîòîðîé
íàõîäèòñÿ èñòî÷íèê ïîëó÷åíèÿ ëèíèé ÌÑÊ, êîòîðàÿ ïî-
êàçàíà â íàøèõ ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ, à òàêæå â ïðîàíàëè-
çèðîâàííûõ íàìè ìíîãî÷èñëåííûõ ëèòåðàòóðíûõ èñòî÷-
íèêàõ (Êîëüöîâà è äð., 2015). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ôóíêöè-
îíàëüíàÿ ðîëü ìàðêåðîâ ÝÑÊ äëÿ ÌÑÊ íåÿñíà. Òåì íå
ìåíåå íà îñíîâàíèè ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà äàííûõ ïî
ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ ÝÑÊ è ñîïîñòàâëåíèÿ èõ ñ ðÿäîì õà-
ðàêòåðíûõ ñâîéñòâ ÌÑÊ ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ âûäâè-
íóòî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ïëþðèïîòåíòíûå ìàðêå-
ðû ìîãóò ñïîñîáñòâîâàòü ïîâûøåííîé ïðîëèôåðàòèâíîé
àêòèâíîñòè è ðàñøèðåíèþ ìóëüòèïîòåíòíîãî ïîòåíöèàëà
ÌÑÊ (Gang et al., 2007; Roubelakis et al., 2007; Riekstina
et al., 2009; Wu et al., 2011).

Ïëþðèïîòåíòíîñòü îïðåäåëÿåòñÿ ñïîñîáíîñòüþ ê
äèôôåðåíöèðîâêå êàê âî âñå òèïû ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê,
òàê è â ëèíèþ ïîëîâûõ êëåòîê. Îñíîâíûì äîêàçàòåëüñò-
âîì ïëþðèïîòåíòíîñòè ÿâëÿåòñÿ ïîëó÷åíèå äèôôåðåíöè-
ðîâàííûõ ïðîèçâîäíûõ. Äëÿ åå ïîäòâåðæäåíèÿ in vitro
ïðîâîäÿò èíäóêöèþ íåíàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ñ
ïîñëåäóþùèì âûÿâëåíèåì ìàðêåðîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ
êëåòîê-ïðîèçâîäíûõ òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ. Íåíà-
ïðàâëåííàÿ äèôôåðåíöèðîâêà êëåòîê ñóáëèíèè SC6-FF
ïðèâåëà ê ïîÿâëåíèþ êëåòîê, îòëè÷àþùèõñÿ ïî ñâîèì
ðàçìåðàì è ìîðôîëîãèè îò êëåòîê èñõîäíîé ïîïóëÿöèè.
Ïîñëåäóþùàÿ èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ îêðàñêà ïîçâîëèëà
âûÿâèòü â ïîëó÷åííîé ïîïóëÿöèè êëåòêè, íåñóùèå ìàðêå-
ðû, õàðàêòåðíûå äëÿ ïðîèçâîäíûõ ýêòîäåðìû (íåñòèí),
ìåçîäåðìû (a-àêòèíèí) è ýíòîäåðìû (a-ôåòîïðîòåèí)
(ðèñ. 4, ä—ç). Íåñòèí ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé áåëîê ïðîìåæó-
òî÷íûõ ôèëàìåíòîâ è èçâåñòåí êàê ìàðêåð íåéðàëüíûõ
ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê. Ïðè äèôôåðåíöèðîâêå ÝÑÊ÷ åãî
ýêñïðåññèÿ îáíàðóæèâàåòñÿ óæå íà 2—6-å ñóò ïîñëå ôîð-
ìèðîâàíèÿ ýìáðèîèäíûõ òåëåö, ïðåèìóùåñòâåííî â êëåò-
êàõ ïîâåðõíîñòíîãî ýêòîäåðìàëüíîãî ñëîÿ (Wiese et al.,
2004). Ýêñïðåññèÿ ýìáðèîíàëüíî-ñïåöèôè÷íîãî áåëêà —
a-ôåòîïðîòåèíà — íà ñàìîì ðàííåì ýòàïå ýìáðèîíàëüíî-
ãî ðàçâèòèÿ èìååò îïðåäåëåííóþ äèíàìèêó è õàðàêòåðíà
äëÿ êëåòîê ðàííåãî êðîâåòâîðåíèÿ, èìåþùèõ ïåðâîíà-
÷àëüíî ýíòîäåðìàëüíîå ïðîèñõîæäåíèå (Gitlin, Boesman,
1966; Àáåëåâ, 1994). Èñïîëüçîâàíèå êàðäèàëüíîãî a-àê-
òèíèíà êàê ìàðêåðà ðàííåé ìåçîäåðìàëüíîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè ÝÑÊ÷ ÿâëÿåòñÿ òðàäèöèîííûì (Gepstein, 2002;
Mummery et al., 2003) è îïðåäåëÿåòñÿ òåì, ÷òî îí ÿâëÿåòñÿ
íå òîëüêî ìàðêåðîì ïîïåðå÷íîïîëîñàòîé ìûøå÷íîé òêà-
íè, íî è ìàðêåðîì ðàííèõ ñòàäèé ìèîãåíåçà, ÷òî áûëî ïî-
êàçàíî íà ýìáðèîíàõ ìûøè (Sasson et al., 1988).

Òàêèì îáðàçîì, íà îñíîâàíèè ïðèâåäåííûõ ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûõ äàííûõ ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ïî-
ëó÷åííàÿ ñóáëèíèÿ ÝÑÊ÷ — SC6-FF — ïî âñåì õàðàêòå-
ðèñòèêàì ñîîòâåòñòâóåò ïëþðèïîòåíòíûì ÝÑÊ. Áåñôèäåð-
íàÿ ñèñòåìà, êëþ÷åâûìè êîìïîíåíòàìè êîòîðîé ÿâëÿþòñÿ
ÂÊÌ è êîíäèöèîíèðîâàííàÿ ñðåäà îò êëåòîê ëèíèè
SC5-MSC, êîòîðóþ èñïîëüçîâàëè â äàííîé ðàáîòå äëÿ ïî-
ëó÷åíèÿ ñóáëèíèè ÝÑÊ÷ SC6-FF, áûëà óñïåøíî èñïîëü-
çîâàíà ñ ýòîé öåëüþ è ðàíåå, äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñóáëèíèé

512 À. Ì. Êîëüöîâà è äð.

Ðèñ. 4. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ
íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ è ìàðêåðîâ ðàííåé äèôôåðåíöè-
ðîâêè â ïðîèçâîäíûå òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ. Ôëóîðåñöåí-

òíîå ìå÷åíèå ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè.

à, ä — êîíòðîëü (âòîðûå àíòèòåëà); á—ã — àíòèòåëà ïðîòèâ Oct-4,
SSEA-4 è TRA-1-60 ñîîòâåòñòâåííî; å—ç — àíòèòåëà ïðîòèâ íåñòèíà
(ìàðêåð ýêòîäåðìû), àëüôà-àêòèíèíà (ìàðêåð ìåçîäåðìû) è àëüôà-ôå-
òîïðîòåèíà (ìàðêåð ýíòîäåðìû) ñîîòâåòñòâåííî. ßäðà îêðàøåíû DAPI.
ÍÄ — íåäèôôåðåíöèðîâàííûå, ÇË — çàðîäûøåâûå ëèñòêè. Ìàñøòàá-

íûé îòðåçîê — 100 ìêì.



SC5-FF è SC7-FF. Ýòî ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âûâîä î åå óíè-
âåðñàëüíîñòè è ðåêîìåíäîâàòü åå ê èñïîëüçîâàíèþ ïðè
áåñôèäåðíîì êóëüòèâèðîâàíèè è äðóãèõ ëèíèé ÝÑÊ÷.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü ïðîô. Í. Í. Ìàìà-
åâó è Ò. Ë. Ãèíäèíîé (Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ìåäèöèíñêèé
óíèâåðñèòåò èì. È. Ï. Ïàâëîâà) çà âîçìîæíîñòü èñïîëü-
çîâàíèÿ ñèñòåìû àâòîìàòè÷åñêîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ
Ikaros 4 Karyotyping System (MetaSystems, ÔÐÃ).
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A new human embryonic stem cell subline SC6-FF has been derived from SC6 cells in allogenic fee-
der-free culture system. Extracellular matrix proteins and conditioned medium from mesenchymal stem cell
line SC6-MSC were the key components of the feeder-free culture system that therefore was allogenic for
SC6-FF cells. SC6-FF subline has underwent more than 100 cell population doublings and retained normal dip-
loid human karyotype: 46, XX. The average doubling time of the cell population was 23.7 ± 0.8 h that does not
differ from that for the parent SC6 line. The presence of undifferentiated hESCs markers, alkaline phosphatase
activity, Oct-4, SSEA-4 and TRA-1-60, has been verified by histochemical and immunofluorescence analysis.
Non-directional differentiation of SC6-FF subline has led to development of cells that differ in size and mor-
phology from the cells in the parent population. These cells demonstrate the ability of differentiation in the deri-
vates of three germ layers by expressing the characteristic markers of the ectoderm (alpha-fetoprotein), meso-
derm (a-actinin) and endoderm (a-fetoprotein) cells. We can conclude that the obtained characteristics of the
new feeder-free SC6-FF sub-line correspond to the status of the human embryonic stem cells.

K e y w o r d s: a feeder-free culture system, human embryonic stem cells, marker expression, differentiati-
on, karyotype.
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