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HOXB4 ïðèíàäëåæèò ê âûñîêîêîíñåðâàòèâíîìó ñåìåéñòâó
ãîìåîáîêñíûõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ HOX, èãðàþùèõ
âàæíåéøóþ ðîëü â ìîðôîãåíåçå ìíîãîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ.
HÎÕ ñåìåéñòâî õàðàêòåðèçóåòñÿ íàëè÷èåì âûñîêîêîíñåðâà-
òèâíîãî ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåãî äîìåíà; êëàñòåðíûì ðàñïîëîæå-
íèåì ãåíîâ â õðîìîñîìàõ; îñîáûì ïîðÿäêîì âíóòðè ãðóïïû,
îòðàæàþùèì ïðîñòðàíñòâåííî-âðåìåííóþ õàðàêòåðèñòèêó
ýêñïðåññèè â ýìáðèîãåíåçå. HOXB4 - ìóëüòèôóíêöèîíàëüíûé
òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð, ñïîñîáíûé èíäóöèðîâàòü è ïîäàâ-
ëÿòü àïîïòîç, ñòèìóëèðîâàòü è ðåïðåññèðîâàòü ïðîëèôåðàöèþ
è äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê. Â ýìáðèîãåíåçå HOXB4 ó÷àñòâó-
åò â ðàçâèòèè ýïèäåðìèñà, íåðâíîé è ñêåëåòíîé ñèñòåì [6].
Îñîáàÿ ðîëü ïðèíàäëåæèò HOXB4 â ðåãóëÿöèè ãåìàòîïîýçà
ìëåêîïèòàþùèõ. Ýêòîïè÷åñêàÿ ýêñïðåññèÿ HOXB4 â ñòâî-
ëîâûõ êëåòêàõ êðîâè ìûøè ïðèâîäèò ê áîëåå ÷åì 1000-
êðàòíîìó óâåëè÷åíèþ ÷èñëà ïîëèêëîíàëüíûõ ãåìàòîïîýòè-
÷åñêèõ ïðåäøåñòâåííèêîâ, ïðåèìóùåñòâåííî ëèìôîèäíîãî è
ìèåëîèäíîãî ðÿäà, áåç ïðèçíàêîâ òðàíñôîðìàöèè êëåòîê [7].

Ýêñïðåññèÿ HoxB4 â ÷åëîâå÷åñêîì êîñòíîì ìîçãå è â
ïóïîâèííîé êðîâè óñèëèâàåò ðåïîïóëÿöèîííóþ ñïîñîáíîñòü
ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, íå óñèëèâàåò èõ äèô-
ôåðåíöèðîâêó è íå èíäóöèðóåò ëåéêåìèþ [9]. Íîêàóò HoxB4
ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ êëåòîê â ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ îðãà-
íàõ è óìåíüøåíèþ êîëè÷åñòâà ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ïðåäøå-
ñòâåííèêîâ ó ìûøåé [10]. Îäíàêî, èñïîëüçóÿ ëåíòèâèðóñíóþ
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Öåëüþ äàííîãî èññëåäîâàíèÿ áûëî âûÿñíèòü, âëèÿåò ëè ñåêðåòè-
ðóåìûé òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð HOXB4 íà äèôôåðåíöèðîâêó ÝÑÊ
÷åëîâåêà â ýíäîòåëèé. HOXB4 - ìóëüòèôóíêöèîíàëüíûé òðàíñêðèï-
öèîííûé ôàêòîð, ñïîñîáíûé èíäóöèðîâàòü èëè ïîäàâëÿòü àïîïòîç,
ñòèìóëèðîâàòü èëè ðåïðåññèðîâàòü ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöè-
ðîâêó êëåòîê. Èçâåñòíà âàæíàÿ ðîëü HOXB4 â ðåãóëÿöèè ãåìîïîýçà.
Äëÿ âûÿñíåíèÿ âëèÿíèÿ HOXB4 íà äèôôåðåíöèðîâêó â ýíäîòåëèé
áûëî ïðîâåäåíî êîêóëüòèâèðîâàíèå ÝÑÊ ÷åëîâåêà ñî ñòðîìàëüíûìè
êëåòêàìè ëèíèè OP9 è êëåòêàìè ëèíèè OP9hoxb4, ñåêðåòèðóþùèìè
òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð HOXB4-TAT. Ïðîâåäåííûé èììóíîãèñ-
òîõèìè÷åñêèé àíàëèç íå âûÿâèë ðàçëè÷èå ýêñïðåññèè êëåòêàìè
ýíäîòåëèàëüíûõ ìàðêåðîâ â çàâèñèìîñòè îò èñïîëüçóåìîãî ôèäåðà,
íî ìàðêåðû çðåëîãî ýíäîòåëèÿ (CD105) è ñîñóäîïîäîáíûå ñòðóêòóðû,
ðàñòóùèå íà ôèäåðå èç OP9hoxB4, ïðîÿâëÿëèñü áûñòðåå, ÷åì íà
ôèäåðå OP9. Òàêèì îáðàçîì, íàøè äàííûå ïîçâîëÿþò óòâåðæäàòü,
÷òî ñåêðåòèðóåìûé HOXB4-TAT îêàçûâàåò âëèÿíèå íà êîíòðîëèðóå-
ìóþ äèôôåðåíöèðîâêó ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà ïî
ýíäîòåëèàëüíîìó ïóòè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ýíäîòåëèé, äèôôåðåíöèðîâêà, ÝÑÊ ÷åëîâåêà,
HOXB4.

Ââåäåíèå
Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ïîëó÷åí öåëûé ðÿä äîêàçàòåëüñòâ

îáùåãî ïðîèñõîæäåíèÿ ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ è ýíäîòåëèàëü-
íûõ êëåòîê â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ. Këåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè,
ïîòåíöèàëüíî ñïîñîáíûå îáðàçîâûâàòü ãåìàòîïîýòè÷åñêèå
è ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè, áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû in vitro
íà ìîäåëè ÝÑÊ ìûøè [1-3] è ïîçæå in vivo ïðè èçó÷åíèè ãàñ-
òðóëÿöèè ìûøèíîãî ýìáðèîíà [4]. Ïðè äèôôåðåíöèðîâêå
ÝÑÊ ìûøè áûëî òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî êëîíîãåííûå ãåìà-
òîïîýòè÷åñêèå ïðåäùåñòâåííèêè ìîãóò ïðîèñõîäèòü èç
VE-cadherin+CD45� êëåòîê ýíäîòåëèàëüíîãî òèïà [5]. Íàìè
âåäóòñÿ ðàáîòû ïî ïðÿìîé äèôôåðåíöèðîâêå ÝÑÊ ÷åëîâåêà
â êëåòêè ýíäîòåëèÿ è ðàçðàáàòûâàþòñÿ ìåòîäû ñåëåêöèè
äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê. Èñïîëüçóÿ êîëëàãåí IV è êîë-
ëàãåí I â êà÷åñòâå ìàòðèêñà, ñïåöèàëüíóþ ñðåäó è VEGF è
bFGF â êà÷åñòâå ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, íàì óäàëîñü ïîëó÷èòü
êëåòî÷íûå ïîïóëÿöèè, â êîòîðûõ ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè ñî-
ñòàâëÿþò áîëåå 50% (ñòàòüÿ ãîòîâèòñÿ ê ïå÷àòè). Èçâåñòíî,
÷òî íà ãåìàòîïîýòè÷åñêóþ äèôôåðåíöèðîâêó ÝÑÊ çíà÷è-
òåëüíîå âëèÿíèå îêàçûâàåò êîêóëüòèâèðîâàíèå ñ ìûøèíû-
ìè ñòðîìàëüíûìè êëåòêàìè, à òàêæå ãèïåðýêñïðåññèÿ
òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà HOXB4 [6-8]. Ó÷èòûâàÿ îá-
ùåå ïðîèñõîæäåíèå ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ è ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòîê, íå èñêëþ÷åíî, ÷òî îáà ôàêòîðà ìîãóò ñóùåñòâåííûì
îáðàçîì ñòèìóëèðîâàòü ïðîöåññû äèôôåðåíöèðîâêè.

The effect of the transcription factor HOXB4 on differentiation
abilities of human ESCs to endothelial lineage was the aim of the present
study. HOXB4 is a multifunctional transcription factor inducing or
inhibiting apoptosis, promoting or repressing cell proliferation and
differentiation. HOXB4 plays an important role in development and
hematopoesis. OP9 stromal cells or OP9hoxb4 cells secreting
transcription factor HOXB4-TAT were co-cultured with human
embryonic stem cells to induce endothelial differentiation. OP9hoxb4
feeder cells significantly promoted timing of endothelium maturation
both on the level of immunological makers expression and functionally
in comparison with OP9 feeder. Thus our data indicate that secreted
HOXB4-TAT largely influence controlled differentiation of human ESCs
to endothelial cells.

Key words: endothelium, differentiation, hESCs, HOXB4.
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ýêñïðåññèþ HoxB4 â ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ êëåòêàõ, ïîëó÷åí-
íûõ èç ÷åëîâå÷åñêèõ ÝÑÊ, íå óäàëîñü óâåëè÷èòü âðåìÿ æèç-
íè òàêèõ êëåòîê ïðè ïîäñàäêå èììóíîäåôèöèòíûì ìûøàì
[11]. Â ëèíèè ÝÑÊ ÷åëîâåêà, ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðóþùåé
HOXB4, êëåòêè ìîæíî ïîääåðæèâàòü â íåäèôôåðåíöèðîâàí-
íîì ñîñòîÿíèè, à ïðè äèôôåðåíöèðîâêå ñ îáðàçîâàíèåì
ýìáðèîèäíûõ òåëåö íàáëþäàåòñÿ ïðåèìóùåñòâåííàÿ äèô-
ôåðåíöèðîâêà â ãåìàòîïîýòè÷åñêèå êëåòêè [12]. Íåäàâíî
áûë ïîêàçàí äîçî-çàâèñèìûé ýôôåêò äåéñòâèÿ HOXB4 íà
ïðîëèôåðàöèþ ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê [13].

Öåëüþ äàííîãî èññëåäîâàíèÿ áûëî âûÿñíèòü, âëèÿåò ëè
ñåêðåòèðóåìûé òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð HOXB4 íà äèô-
ôåðåíöèðîâêó ÝÑÊ ÷åëîâåêà â ýíäîòåëèé.

Ïðåäïîñûëêîé ê èññëåäîâàíèþ ïîñëóæèë ðÿä îïóáëè-
êîâàííûõ äàííûõ î ñòèìóëèðóþùåì âëèÿíèè HoxB4 íà
äèôôåðåíöèðîâêó ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê, à òàêæå
íàáëþäåíèÿ ïðîô. À.ß. Ìåäâèíñêîãî î ñòèìóëèðóþùåé ðîëè
HOXB4 ïðè ýíäîòåëèàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêå CD45-FLK1+

êëåòîê èç AGM (aorta-gonad-mesonephros) ýìáðèîíîâ
ìûøè (íåîïóáëèêîâàííûå äàííûå).

 Äëÿ èçó÷åíèÿ ðîëè HOXB4 â äèôôåðåíöèðîâêå ÝÑÊ ÷å-
ëîâåêà ìû ñðàâíèëè äèôôåðåíöèðîâêó ÝÑÊ ÷åëîâåêà ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè íà äâóõ ðàçíûõ ôèäåðàõ. Ïåðâûé ôèäåð
ïðåäñòàâëÿë ñîáîé ëèíèþ ñòðîìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè
OP9. Â íàó÷íîé ëèòåðàòóðå èìåþòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå ñâå-
äåíèÿ îá óâåëè÷åíèè êîëè÷åñòâà è ñêîðîñòè äèôôåðåíöè-
ðîâêè êëåòîê êðîâè ïðè êîêóëüòèâèðîâàíèè ñ ýòîé ëèíèåé
ñòâîëîâûõ êëåòîê êðîâè, êëåòîê, îáëàäàþùèõ ñâîéñòâàìè
ãåìàíãèîáëàñòà è ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ìûøè
è ÷åëîâåêà [8, 14, 15]. OP-9 òàêæå ïîääåðæèâàåò ïðîëèôå-
ðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó ýíäîòåëèàëüíûõ FLk1+ ïðåäøå-
ñòâåííèêîâ, ïðîèñõîäÿùèõ èç ÝÑÊ ìûøè [16].

Âòîðûì ôèäåðîì ñëóæèëè êëåòêè OP9-HoxB4. Ýòî ëè-
íèÿ êëåòîê íà îñíîâå ëèíèè OP9, ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðóþ-
ùàÿ ñåêðåòèðóåìûé HoxB4 ñ TAT (transduction domain of HIV
transactivating protein) äëÿ òðàíñëîêàöèè â ÿäðî.

Ìàòåðèàë è ìåòîäû
Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëèñü êëåòî÷íûå ëèíèè ýìáðèîíàëüíûõ

ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà ESM02 è ESM03 [17] ñ 25 ïî 41
ïàññàæ, êóëüòèâèðîâàíèå ïðîèñõîäèëî â ñëåäóþùèõ óñëîâèÿõ:
Knockout DMEM (Invitrogen), 20% ôåòàëüíàÿ áû÷üÿ ñûâîðîò-
êà (Invitrogen, ES qualified), 2 ìÌ L-ãëóòàìèí (Invitrogen), 0.1 ìÌ
β-ìåðêàïòîýòàíîë (Sigma), 1% ñìåñü àìèíîêèñëîò (Invitrogen),
ðåêîìáèíàíòíûé bFGF (4 íã/ml) (Chemicon), ïåíèöèëëèí/
ñòðåïòîìèöèí (50 ÅÄ/ìë; 50 ìêã/ìë) (Invitrogen) ïðè 37°Ñ è
5% ÑO

2 
íà ôèäåðíîì ñëîå ÌÝÔ, èíàêòèâèðîâàííûõ ìèòîìè-

öèíîì Ñ â æåëàòèíèçèðîâàííûõ 35 ìì êóëüòóðàëüíûõ ÷àøêàõ
Ïåòðè (Corning è Greiner). Êëåòî÷íûå ëèíèè OP9, OP9hîõB4
(ïîëó÷åíû â RIKEN Center for Developmental Biology, ßïîíèÿ)

è ïåðâè÷íûå èíàêòèâèðîâàííûå ìûøèíûå ýìáðèîíàëüíûå
ôèáðîáëàñòû (ÌÝÔ) êóëüòèâèðîâàëèñü â ñðåäå α-MEM,
20% ôåòàëüíàÿ áû÷üÿ ñûâîðîòêà, ïåíèöèëëèí/ñòðåïòîìè-
öèí (50 ÅÄ/ìë; 50 ìêã/ìë), 2 ìÌ L-ãëóòàìèí (Invitrogen).

Äëÿ èíäóêöèè ýíäîòåëèàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè êîëîíèè
íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ ñíèìàëè ìåõàíè÷åñêîé äèññåê-
öèåé (êàê îïèñàíî âûøå) è ïåðåíîñèëè íà ÷àøêè Ïåòðè, ïî-
êðûòûå êîëëàãåíîì IV òèïà (Sigma) â ñðåäó, ñîäåðæàùóþ
DMEM/F12 (HyClone), 15% ôåòàëüíîé áû÷åé ñûâîðîòêè
(HyClone, characterized), 1% ñìåñü àìèíîêèñëîò (Invitrogen),
ïåíèöèëëèí/ñòðåïòîìèöèí (50 ÅÄ/ìë; 50 ìêã/ìë)
(Invitrogen), ðåêîìáèíàíòíûé bFGF (4 íã/ìë), SCF (20 íã/ìë) �
VEGF îò 10 äî 25 íã/ìë (Chemicon).

Äëÿ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà ýìáðèîíàëüíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê è ýìáðèîèäíûõ òåëåö èñïîëüçîâàëèñü ñëå-
äóþùèå àíòèòåëà: ïåðâè÷íûå (anti-human CD31, anti-human
vWF, anti-human CD105 (BD)) è âòîðè÷íûå (goat anti-mouse
Alexa Fluor 488 èëè 546 Ig (Molecular Probes)).

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå
Ïðè èñïîëüçîâàíèè OP9hoxB4 è OP9 äëÿ èíäóêöèè ýíäî-

òåëèàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè êëåòêè âûñåâàëè â ïëîòíîñòè
îêîëî 50% ìîíîñëîÿ â îäèíàêîâûå 6-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû.
Ïîñëå ïðèêðåïëåíèÿ OP9hoxB4 è OP9 íà íèõ âûñåâàëè êî-
ëîíèè ÝÑÊ ÷åëîâåêà, ïðåäâàðèòåëüíî îñâîáîæäåííûå ñ ïî-
ìîùüþ êîëëàãåíàçû îò ôèäåðà ÌÝÔ. Êóëüòèâèðîâàíèå ïðî-
âîäèëîñü â òå÷åíèå 5-10 äíåé â ñðåäå äëÿ äèôôåðåíöèðîâêè
ýíäîòåëèÿ ñ ìåíüøèì (5 íã/ìë) ñîäåðæàíèåì âñåõ ðîñòîâûõ
ôàêòîðîâ. Ñîñòîÿíèå êëåòîê è ñòåïåíü èõ äèôôåðåíöèðîâêè
îöåíèâàëèñü ÷åðåç 7 äíåé ïî ñëåäóþùèì ïàðàìåòðàì: êî-
ëè÷åñòâî êëåòîê â êîëîíèè; ìîðôîëîãèÿ êëåòîê â êîëîíèè;
äèàìåòð êîëîíèè; êîëè÷åñòâî ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê è ñòå-
ïåíü èõ äèôôåðåíöèðîâêè.

×èñëî êëåòîê â êîëîíèè îöåíèâàëîñü ñëåäóþùèì îáðà-
çîì: ïî 20 êîëîíèé ñ êàæäîãî èç ôèäåðîâ ñíèìàëè ìåõàíè-
÷åñêè íàêîíå÷íèêîì îò ïèïåòêè, ïðîìûâàëè äâàæäû PBS è
èíêóáèðîâàëè 15 ìèíóò â íàãðåòîì äî 37°Ñ 0,05% òðèïñè-
íå, ïîñëå ÷åãî èíàêòèâèðîâàëè ïîñëåäíèé äîáàâëåíèåì FBS.
Êëåòêè öåíòðèôóãèðîâàëè, ðàçáàâëÿëè â 500 ìêë ñðåäû
DMEM è ïîäñ÷èòûâàëè â êàìåðå Ãîðÿåâà.

Ê ñîæàëåíèþ, íàì íå óäàëîñü ïîëó÷èòü ñòàòèñòè÷åñêè
äîñòîâåðíûõ äàííûõ î òîì, åñòü ëè ðàçíèöà â îáùåì êîëè-
÷åñòâå êëåòîê â êîëîíèÿõ, ðàñòóùèõ íà OP9hoxB4 è OP9. Ýòî
ìîæíî îáúÿñíèòü è îáúåêòèâíûìè, è ñóáúåêòèâíûìè ôàê-
òîðàìè: êëåòêè â êîëîíèè ïîñëå 7 äíåé äèôôåðåíöèðîâêè
íàõîäÿòñÿ â ðàçíûõ åå ñòàäèÿõ, ïîïóëÿöèÿ ãåòåðîãåííà è
èìååò ðàçíóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê òðèïñèíó. Â òî âðåìÿ êàê
îäíè ãðóïïû êëåòîê åùå íå óñïåâàþò ðàñïàñòüñÿ íà îäèíî÷-
íûå, äðóãèå «ïåðåòðèïñèíèâàþòñÿ» è ñëèïàþòñÿ â êîíãëî-
ìåðàòû. Ïîäñ÷åò, òàêèì îáðàçîì, çàòðóäíåí, è ìû ðåøèëè,

Ðèñ. 1. Ìîðôîëîãèÿ êîëîíèé ÝÑÊ ÷åëîâåêà ëèíèè ESM02 íà 10 äåíü êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ðàçëè÷íûõ ôèäåðàõ:
À - êîëîíèè ÝÑÊ íà ôèäåðå èç ÌÝÔ; Â - êîëîíèè ÝÑÊ íà ôèäåðå èç OP9; Ñ - êîëîíèè ÝÑÊ íà ôèäåðå èç OP9hoxB4
Ñòðåëêàìè óêàçàíû ñîñóäèñòîïîäîáíûå ñòðóêòóðû
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÷òî îí íå ìîæåò ñ÷èòàòüñÿ äîñòîâåðíûì. Äðóãîé ñïîñîá ïîä-
ñ÷åòà � îêðàøèâàíèå ôèêñèðîâàííûõ êîëîíèé DAPI òàêæå
íå äàë îáíàäåæèâàþùèõ ðåçóëüòàòîâ, ïîòîìó ÷òî êîëîíèè �
ñòðóêòóðà ìíîãîñëîéíàÿ, è ÿäðà ÷àñòî çàñëîíÿþò äðóã äðóãà,
äåëàÿ ïîäñ÷åò ïðàêòè÷åñêè íåâîçìîæíûì.

Òåì íå ìåíåå, íà ôèäåðàõ OP9hoxB4 è OP9 êîëîíèè èìå-
ëè ÿâíûå ðàçëè÷èÿ â ìîðôîëîãèè è ðàçìåðå (ðèñ. 1). Ïî-
ñêîëüêó êîëîíèè âûðàñòàëè äîñòàòî÷íî áîëüøèå, õîðîøî
âèäíûå íåâîîðóæåííûì ãëàçîì, äëÿ îïðåäåëåíèÿ ðàçìåðà
ïðèìåíÿëàñü êàê ìèêðîñêîïèÿ (ñîîòíåñåíèå óâåëè÷åíèÿ
îáúåêòèâà ñ ðàçìåðîì îáúåêòà â ñâåòëîì ïîëå), òàê è ïðî-
ñòîå èçìåðåíèå ëèíåéêîé (ôèêñèðîâàííóþ â ìåòàíîëå ÷àøêó
ñ êîëîíèÿìè ïåðåâîðà÷èâàëè, îòìå÷àëè òîíêèì ôëîìàñòå-
ðîì ãðàíèöû êîëîíèè è èçìåðÿëè äèàìåòð). Èçìåðåíèÿ ïî-
êàçàëè, ÷òî êîêóëüòèâèðîâàíèå ÝÑÊ ñ OP9 è OP9hoxB4 âå-
äåò ê ñóùåñòâåííîìó óâåëè÷åíèþ ðàçìåðà êîëîíèé óæå
ïîñëå òðåõ äíåé êîêóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 2). Ìîðôîëîãèÿ
äèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ íà äâóõ ôèäåðàõ òàêæå îòëè÷à-
ëàñü: â êîëîíèÿõ, êîòîðûå ðîñëè íà OP9hoxB4, áûëî áîëüøå
ñòðóêòóð, ïîäîáíûõ ñîñóäèñòîé ñåòè (óêàçàíû ñòðåëêàìè íà
ðèñ. 1, á) è áîëüøå êëåòîê, èìåþùèõ áîëåå âûñîêèé ñòàòóñ
äèôôåðåíöèðîâêè (ìåíüøåå ñîîòíîøåíèå ÿäðî/öèòîïëàç-
ìà, áîëüøèé ðàçìåð è äð. õàðàêòåðèñòèêè).

Äëÿ òîãî ÷òîáû îïðåäåëèòü, êàê ïîâëèÿëî êóëüòèâèðîâàíèå
íà ðàçíûõ ôèäåðàõ íà äèôôåðåíöèðîâêó ýíäîòåëèÿ èç ÝÑÊ,

Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü äèàìåòðà äèôôåðåíöèðóþùåéñÿ
êîëîíèè ÝÑÊ îò èñïîëüçóåìîãî ôèäåðà: OP9 ëèáî
OP9hoxB4.

áûë ïðîâåäåí èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèé àíàëèç êîëîíèé íà
8-10-é äåíü êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïðîâåäåííûé èììóíîãèñòî-
õèìè÷åñêèé àíàëèç âûÿâèë ðàçëè÷èå â ýêñïðåññèè êëåòêà-
ìè ýíäîòåëèàëüíûõ ìàðêåðîâ â çàâèñèìîñòè îò èñïîëüçóå-
ìîãî ôèäåðà. Óðîâåíü ýêñïðåññèè CD31 è vWF è ñëîæíîñòü
ñåò÷àòûõ ñòðóêòóð áûëè âûøå â êëåòêàõ, ðàñòóùèõ íà ôèäåðå
èç OP9hoxB4, ÷åì íà OP9. Áîëåå òîãî, íà 9-é äåíü êîêóëü-
òèâèðîâàíèÿ ïîçäíèé ýíäîòåëèàëüíûé ìàðêåð CD105 îá-
íàðóæèâàëñÿ òîëüêî â êëåòêàõ, ïîäâåðãàâøèõñÿ âëèÿíèþ
HOXB4 (ðèñ. 3).

Ïîä äåéñòâèåì HOXB4 íàáëþäàëàñü àêòèâíàÿ ìèãðàöèÿ
ñîñóäèñòîïîäîáíûõ ñòðóêòóð çà ãðàíèöó êîëîíèè, ÷òî ïîä-
òâåðæäàåòñÿ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèì àíàëèçîì (ðèñ. 4)
Ïîäîáíîé ìèãðàöèè â êîëîíèÿõ, ðàñòóùèõ íà OP9, íà òîì æå
ñðîêå äèôôåðåíöèðîâêè (10 äíåé) ìû íå íàáëþäàëè.

Òàêèì îáðàçîì, íàøè äàííûå ïîçâîëÿþò óòâåðæäàòü, ÷òî
ñåêðåòèðóåìûé ôèäåðíûìè êëåòêàìè òðàíñêðèïöèîííûé
ôàêòîð HOXB4, ñëèòûé ñ ÒÀÒ áåëêîì, îêàçûâàåò âëèÿíèå íà
ñêîðîñòü è ñòåïåíü äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ ÷åëîâåêà ïî ýí-
äîòåëèàëüíîìó ïóòè. Ìåõàíèçìû ïîäîáíîãî ñòèìóëèðóþùåãî
äåéñòâèÿ, à òàêæå óâåëè÷èâàåò ëè HOXB4 ÷èñëî ýíäîòåëè-
àëüíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ ïðè äèôôåðåíöèðîâêå ÝÑÊ ÷åëî-
âåêà, îñòàåòñÿ ïîêà íåèçâåñòíûì. Ñëåäóåò òàêæå îòìåòèòü,
÷òî â äàííîé ðàáîòå ìû ñêîíöåíòðèðîâàëè óñèëèÿ íà èçó÷å-
íèè ýíäîòåëèàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ ÷åëîâåêà è èñ-
ïîëüçîâàëè ñðåäû, êîòîðûå íå ñïîñîáñòâóþò äèôôåðåí-
öèðîâêå ÝÑÊ ïî ïóòè ãåìàòîïîýçà. Íàïðèìåð, â ñðåäàõ
îòñóòñòâîâàëè èíòåðëåéêèí-3 è GM-CSF, îáÿçàòåëüíûå äëÿ
ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ äèôôåðåíöèðîâîê. Âîïðîñ î òîì, âëèÿ-
åò ëè HOXB4 íà óâåëè÷åíèå ïîïóëÿöèè ãåìàíãèîáëàñòîâ â
äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ ÝÑÊ è/èëè íà ñäâèã äèôôåðåíöè-
ðîâêè ãåìàíãèîáëàñòà â ñòîðîíó êðîâåòâîðíûõ èëè ýíäîòå-
ëèàëüíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ, îñòàåòñÿ îòêðûòûì.

Ìû íå ìîæåì èñêëþ÷èòü âîçìîæíîñòè íå ïðÿìîãî, à
îïîñðåäîâàííîãî âîçäåéñòâèÿ HOXB4 íà äèôôåðåíöèðîâ-
êó ÝÑÊ ÷åëîâåêà â ýíäîòåëèé. Ñóùåñòâóåò âåðîÿòíîñòü, ÷òî
HOXB4 îêàçûâàåò âëèÿíèå íà ñàìó ëèíèþ OP9, à îíà, â ñâîþ
î÷åðåäü, ñåêðåòèðóåò â ñðåäó ôàêòîðû, ñòèìóëèðóþùèå äèô-
ôåðåíöèðîâêó ÝÑÊ. Ñîçäàíèå êîíòðîëüíîé ëèíèè OP9,
òðàíñôèöèðîâàííîé ïëàçìèäîé, ñîäåðæàùåé HOXB4 áåç
TAT ýëåìåíòà, êîòîðûé áû íå ñåêðåòèðîâàëñÿ âî âíåøíþþ
ñðåäó, ïîçâîëèò â áóäóùåì ïðîÿñíèòü ýòîò âîïðîñ.

Ðèñ. 3. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèé
àíàëèç ÝÑÊ ïîñëå 10 äíåé
êîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ OP9
è OP9hoxB4.
Ýêñïðåññèÿ ýíäîòåëèàëüíûõ
ìàðêåðîâ CD31 (êðàñíûé),
vWF(êðàñíûé), CD105
(çåëåíûé), ÿäðà îêðàøåíû DAPI
(ñèíèé).
Âòîðè÷íûå àíòèòåëà Alexa Fluor
546 (êðàñíûé) è Alexa Fluor 488
(çåëåíûé)
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Ðèñ. 4. Ðàñïðîñòðàíåíèå ñîñóäèñòîïîäîáíûõ ñòðóêòóð çà ãðàíèöó êîëîíèè íà ôèäåðå èç OP9hoxB4 íà 10 äåíü êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Ñòðåëêà è ïóíêòèðíàÿ ëèíèÿ óêàçûâàþò íà ãðàíèöó êîëîíèè:
À - Ýêñïðåññèÿ ýíäîòåëèàëüíîãî ìàðêåðà CD31 (êðàñíûé), ÿäðà îêðàøåíû DAPI (ñèíèé). Âòîðè÷íûå àíòèòåëà Alexa Fluor 546;
Â - ôîòîãðàôèÿ òîé æå êîëîíèè â ñâåòëîì ïîëå


