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ДИФ ЕРЕНЦІЮ ВАННЯ ІН ДУКО В А Н И Х П ЛЮ РИПО ТЕНТНИХ СТОВБУРОВИХ КЛ ІТИ Н  
В КА РДІО М ІО ЦИТИ В СУС ПЕНЗІЙН ІЙ  КУЛЬТУРІ З ПО С ТІЙНИМ  ПЕРЕМІШ УВАННЯМ  

ТА  В С П ЕЦІА Л ЬН И Х ПЛАНШ ЕТАХ З М ІКРОЛУНКАМ И

Щоб підвищити ефективність диференціювання індукованих плюрипотентніх клітин миші в кардіоміоцити, ми 
порівняли два методи отримання ембріоїдних тілець: диференціювання в суспензійній культурі з постійним пере­
мішуванням та формування ембріоїдних тілець визначеного розміру в мікролунках AggreWeH планшет. Використо­
вували трансгенну клітинну лінію індукованих плюрипотентних стовбурових клітин AT25. Клітини лінії експресу- 
вали IRES-фланкований зелений флуоресцентний білок (еGFP), під контролем кардіоспецифічного a-MHC промоу­
тера. Для перевірки ефективності процесів диференціювання були застосовані методи проточної цитометрії та 
флуоресцентної мікроскопії. Диференціювання плюрипотентних стовбурових клітин у AggreWeИ планшетах без 
додавання факторів диференціювання виявилось більш ефективним ніж диференціювання в суспензійній культурі 
з постійним перемішуванням. Проте перевіривши дію дорзоморфіну, ДМСО, аскорібінової кислоти, G-CSF під час 
диференціювання згаданими вище методами найбільшу кількість кардіоміоцитів отримали на 11-у добу дифернці- 
ювання методом суспензійної культури з постійним перемішуванням з додаванням аскорбінової кислоти. Кількість 
GFP+ клітин становила 2,71 ± 0,07 %.
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тільця, кардіоміоцити, диференціювання.

Вступ. Диференціація плюрипотентних стовбурових 
клітин в кардіоміоцити є важливим етапом створення 
функціональних тканин серця. Найбільш відомим метод 
індукції диференціювання in vitro є формування клітин­
них агрегатів, які називають ембріоїдні тільця (ЕТ) [11]. 
Ззовні ЕТ вкриті шаром ектодермальних клітин, всере­
дині містять ядро з ендодермальних клітин, а між двома 
цими шарами знаходяться мезодермальні клітини [6]. 
Для того, щоб стимулювати формування різних типів 
клітин з ембріональних стовбурових клітин або індуко­
ваних плюрипотентних стовбурових клітин (ІПСК) вико­
ристовуються три основні методи формування ЕТ: фо­
рмування ЕТ в суспензійній культурі в неадгерентних 
чашках Петрі, культивування в середовищі з напіврідкої 
метилцелюлози, та метод "висячої краплі" [4, 19].

Під час застосування першого методу поодинокі 
плюрипотентні стовбурові клітин (ПСК) спонтанно об'єд­
нуються і утворюють агрегати клітини. Однак кількість 
клітин в кожному окремому агрегаті відрізняється. Тому 
сформовані ЕТ є гетерогенними за розміром та формою 
[16], і процес диференціації всередині кожного ЕТ відбу­
вається спонтанно і непередбачуваною. За допомогою 
цього методу були отримані клітин різних типів: нервових 
клітини-попередники [13], клітин судин [2], кардіоміоцити 
[8], хондроцити [5], клітини печінки [7] та інші.

Культивування в напіврідкому середовищі, що міс­
тить метилцелюлозу переважно використовують для 
диференціювання гемопоетичних клітин [14]. Окремі 
клітини висівають в напіврідке середовище, в якому 
відбувається утворення ЕТ. Недоліком цього способу є 
те, що матрикс середовища не дозволяє вільне розпо­
всюдження факторів які додаються в ході експеримен­
ту. Крім того важко проводити будь-які процедури по­
в'язані з розкапуванням напівтвердого середовища [10].

ЕТ, сформовані методом висячої краплі мають тен­
денцію до утворення клітин мезодермального похо­
дження, а саме кардіоміоцитів [15], гладких м'язових 
клітин [18], хондроцитів [3], клітин нирок [9], адипоцитів 
[1], гепатоцитів [17] і інших. Цей метод складається з 
двох етапів: агрегації чітко визначеної кількості ПСК в 
краплі певного розміру та дозріванні утворених ЕТ під 
час їх прикріплення до поверхні культурального пласти­
ку. Оскільки розмір краплі обмежений до 20-50 мкл, 
проводити зміну середовища в навколо ЕТ неможливо, 
а отже майже неможливо впливати на процес дифере­
нціювання під час формування ЕТ.

Зважаючи на те наскільки важливим є утворення ЕТ 
для процесів диференціювання ПСК необхідним є до­
слідження та покращення методів, які використовують­
ся для формування ЕТ. Тому для того, щоб поліпшити 
ефективність диференціювання ПСК в кардіоміоцити, 
ми порівняли два новітні методи отримання ЕТ, які по­
єднують деякі з переваг основних способів генерації 
ЕТ. Перший з них це диференціювання в суспензійній 
культурі з постійним перемішуванням. Неадгерентні ча­
шки Петрі інкубують в СО2 інкубаторі на горизонтально­
му орбітальному шейкері. Постійний рух ЕТ покращує їх 
постачання киснем і дає можливість формувати культури 
високої щільності [20]. Другий метод це -  формування ЕТ 
визначеного розміру в мікролунках AggreWeN планшет. 
Кожна лунка планшета містить певну кількість міролунок. 
Після перенесення суспензій клітин різної концентрації у 
кожній такій мікролунці формується ЕТ визначених роз­
мірів у залежності від заданої кількості клітин в суспензії. 
Для того щоб сформувати ЕТ розміром 500 клітин кожне 
використовували суспензію клітин яка містила 6х105 клі­
тин в 2 мл середовища диференціювання.

Матеріали та методи. У роботі були використана- 
лінія ІПСК миші АТ25. Лінія клітин АТ25 була отримана 
з фібробластів кінчика хвоста миші під дією індукуючих 
факторів с-тус, КІЇ4, Sox2, 0 ^4 , Nanong у лабораторії 
Р. Яніша та А. Мейснера (США). Ця лінія плюрипотент­
них стовбурових клітин була генетично модифікованою. 
Клітини експресували пуроміцин^-ацетил-трансферазу 
та IRES-зв'язаний зелений флуоресцентний протеїн 
(GFP) під контролем кардіоспецифічного а-МНС промо­
тора. Генетична модифікація була виконана А. Фатіма в 
лабораторії Т. Саріча (Німеччина). Здатність кардіоміо­
цитів експресувати GFP під контролем кардіоспецифіч­
ного а-МНС промотора дала нам змогу застосувати 
методи проточної цитофлуориметрії та флуоресцентної 
мікроскопії для перевірки ефективності процесів дифе­
ренціювання [12].

Недиференційовані лінії стовбурових клітин підтри­
мували на підложці з фідерних клітин, отриманих із лінії 
фібробластів миші MEF-Neo у поживному середовищі, 
що складалось із середовища DMEM (^гїгодеп, Німеч­
чина), до якого додавали 15 % фетальної телячої сиро­
ватки (FBS, ^гїгодеп, Німеччина), 1 % незамінних амі­
нокислот (^гїгодеп, Німеччина), 50 цМ 2-мерка- 
птоетанолу (Іпугїгодеп, Німеччина) та 1000 Од/мл рос­
тового фактору LIF (МІМІроге, США).
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Під час диференціювання у планшетах AggreWell 
(AggreWell, StemCell Technologies) використовували 
6*105 клітин у 2 мл середовища диференціювання. Та­
кий об'єм одноклітинної суспензії поміщали у кожну 
лунку планшети AggreWell, яка містила мікролунки. З 
кожної такої лунки можна отримати до 1200 ЕТ. Клітини 
культивували у планшетах 48 год. у СО2-інкубаторі за 
температури 37 °С та 5 % СО2. Середовище диферен­
ціювання складалось із середовища IMDM (Invitrogen, 
Німеччина), до якого додавали 20 % FBS, 1 % незамін­
них амінокислот, 50 цМ 2-меркаптоетанолу. На 2-гу 
добу культивування проводили підрахунок ЕТ під світ­
ловим мікроскопом, та переносили суспензію ЕТ у неад- 
герентні чашки Петрі із середовищем диференціювання. 
Подальше культивування проводили в СО2-інкубаторі на 
орбітальному шейкері (GFL 3006, GFL, Braunschweig, 
Німеччина). Середовище культивування замінювали 
через 7 діб, на 9-у добу після формування ЕТ.

Починаючи з 6-ої доби після початку формування 
ЕТ кожної доби визначали наявність ЕТ, що спонтанно 
скорочуються та наявність GFP+ клітин. Після 9-ої доби 
від початку процесу диференціювання перевірку і під­
рахунок ЕТ, що містять кардіоміоцити, проводили кож­
ної 2-ої доби, тобто на 9-ту, 11-ту, 13-ту, 15-ту, 17-ту 
добу диференціювання.

Морфологічне дослідження і прямий підрахунок кі­
лькості ЕТ, що скорочуються, та GFP+ клітин прово­
дили за стандартними методиками світлової та флуо­
ресцентної мікроскопії. Використовували мікроскоп 
Axiovert 10 (ZEISS, Німеччина), об'єктиви зі збільшен­
ням *10, х20, *40.

Проточну цитофлуориметрію проводили на проточ­
ному цитофлуориметрі FACScan (BD Pharmingen), при 
цьому набирали популяцію з 10000 клітин. Аналіз даних 
проводили за допомогою програмного забезпечення 
FSC Express 4 Flow Research Edition (De Novo Software, 
США). Наявність мертвих клітин визначали із викорис­
танням забарвлення пропідієм йодидом (Sigma, Німеч­
чина). Підрахунок кількості живих клітин проводили в 
гемоцитометрі за стандартною методикою.

Кожен експеримент проводили тричі у трьох повто­
рах. Цифрові данні аналізували з використанням про­
грамного забезпечення Microsoft Office Excel 2007. До­
стовірність середніх значень двох сукупностей визна­
чали за допомогою t-критерію Стьюдента, статистичну 
достовірність визначали на рівні Р < 0,05.

Результати та їх обговорення. Для того щоб під­
вищити ефективність диференціювання ПСК в кардіо- 
міоцитів, ми порівняли два новітні методи отримання 
ЕТ: диференціювання в суспензійній культурі з постій­
ним перемішуванням та формування ЕТ визначеного 
розміру в мікролунках AggreWell планшет.

Рис.1. Схематичне зображення процесу диференціювання ПСК в кардіоміоцити різними методами
А -  у суспензійній культурі з постійним перемішуванням: 1 -  культура ПСК; 2 -  ембріоїдні тільця в чашці Петрі;
3 -  чашки Петрі з ембріоїдними тільцями на орбітальному шейкері; 4 -  ембріоїдні тільця після культивування.

Б -  формування ЕТ визначеного розміру в мікролунках AggreWeN планшет: 1 -  схематичне зображення AggreWeN планшет; 
2 -  схематичне зображення мікролунок; 3- ембріоїдні тільця в AggreWeN планшеті;

4 -  ембріоїдні тільця після культивування в AggreWeN планшетах

Результати порівняння динаміки диференціювання 
ІПСК в AggreWell планшетах та суспензійній культурі з 
постійним перемішуванням показали, що під час дифе­
ренціювання клітин у планшетах AggreWell спостерігало­
ся подовження часу диференціювання у порівнянні з 
часом диференціювання в суспензійній культурі (рис. 2.). 
Так, у суспензійний культурі перші поодинокі 
GFP+клітини були помітні на 7-у добу диференціювання;

на 9-у добу 1,21 ± 0,01 % всіх клітин становили кардіомі- 
оціти, які спонтанно скорочувалися. Максимальну кількість 
кардіоміоцітів отримували на 11-у добу культивування у 
чашках Петрі з постійним горизонтальним перемішуван­
ням. Кількість GFP+клітин становила 1,38 ± 0,02 %. Почи­
наючи з 13-ої доби культивування, кількість кардіоміоци- 
тів у культурі скорочувалася і становила 0,86 ± 0,003 % 
на 13-удобу і 0,63 ± 0,01 % на 15-у добу.
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Рис. 2 Динаміка диференціювання ІПСК у суспензійній культурі з постійним перемішуванням 
та методом формування ЕТ визначеного розміру в мікролунках AggreWeM планшет

При формуванні ЕТ у планшетах AggreWeN перші 
GFP+ клітини спостерігали під флуоресцентним мікро­
скопом на 8-удобу культивування. На 9-удобу методом 
проточної цитофлуориметрії виявляли лише
0,6 ± 0,01 % кардіоміоцитів, що вдвічі менше, ніж під 
час диференціювання в суспензійний культурі з по­
стійним перемішуванням. На 11-удобу диференцію­
вання отримували 1,24 ± 0,02 % клітин, які спонтанно 
скорочувалися. І хоча спостерігалася різниця в 
0,14 ± 0,01 % між культивуванням у планшетах 
AggreWeN і суспензійний культурі, вона була недосто­
вірною (Р < 0,05). Максимальну кількість кардіоміоци- 
тів під час диференціювання у планшетах отримували 
на 13-удобу культивування. Вона становила

1,54 ± 0,03 % GFP+ клітин і була на 44 % більшою, ніж 
під час диференціювання методом суспензійної куль­
тури, та на 10 % більшою, ніж максимальна кількість 
кардіоміоцитів, отриманих при диференціюванні в су­
спензійний культурі на 11-удобу диференціювання.

Паралельно також було досліджено процес дифе­
ренціювання ЕТ розміром 500 клітин у суспензійній 
культурі з постійним перемішуванням та у планшетах 
AggreWeN із додаванням факторів, що сприяють дифе­
ренціюванню. Використовували такі речовини,як аскор­
бінова кислота (30 ммоль), ДМСО(1 %), дорзоморфін 
(2 мкмоль), G-CSF; у контрольних експериментах фак­
тори не додавали (рис.3.).
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Рис. 3. Ефективність диференціювання ІПСК у кардіоміоцити в планшетах AggreWeM та суспензійній культурі 
з додаванням факторів, які сприяють диференціюванню на 11-у та 13-у добу диференціювання

При застосуванні факторів, що сприяють диферен­
ціюванню, тільки в одному випадку в планшетах 
AggreWeN спостерігалася більша кількість кардіоміоци- 
тів, у порівнянні з диференціюванням у суспензійний 
культурі. Так, застосування G-CSF на 13-удобу дифе­
ренціювання в планшетах AggreWeN збільшувало в 
2,9 разів в порівнянні з диференціюванням в суспензій­
ній культурі з застосуванням цього ж фактора на

11-удобу та в 3,6 разів на 13-удобу диференціювання. 
Було отримано 1,43 ± 0,001 % GFP+ клітин в планшетах 
AggreWeN на 13-удобу, в той час як у суспензійній куль­
турі отримали 0,49 ± 0,002 % і 0,4 ± 0,003 % на 11-у та 
13-у добу диференціювання.

При застосуванні аскорбінової кислоти і ДМСО від­
бувалося достовірне збільшення кількості отриманих 
кардіоміоцитів у суспензійній культурі в порівнянні із
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застосуванням планшетів AggreWell. Ефективність ди­
ференціювання із застосуванням аскорбінової кислоти 
в суспензійній культурі в середньому була в 1,5 разу 
більшою, ніж під час диференціювання в планшетах 
AggreWell. Так, під час диференціювання в суспензійній 
культурі на 11-удобу було отримано 2,71 ± 0,07 % кар- 
діоміоцитів, на 13-удобу -  2,6 ± 0,06 %, а під час дифе­
ренціювання в AggreWell планшетах -  1,67 ± 0,02 % і 
1,8 ± 0,04 %, відповідно.

У разі диференціювання з додаванням до живиль­
ного середовища ДМСО максимальну кількість кардіо- 
міоцитів отримували в суспензійній культурі на 
11-удобу диференціювання; вона становила 
1,93 ± 0,03 % диференційованих клітин. У той же час 
додавання ДМСО у планшети AggreWell пригнічувало 
процес диференціювання. Так, якщо в контролі на 
11-удобу було отримано 1,38 ± 0,1 % GFP+ клітин, то в 
разі додавання фактора їх кількість на цей час зменшу­
валось до 0,12 ± 0,001% від загальної кількості клітин в 
суспензії, а на 13-удобу вона становила 0,5 ± 0,02 % у 
порівнянні із 1,54 ± 0,03 % у контролі.

Додавання дорзоморфіну пригнічувало диференці­
ювання при застосуванні обох методів до межи нульо­
вих значень; їх кількість коливалася в межах від 
0,04 ± 0,001 % до 0,07 ± 0,001 % GFP+ клітин.

Диференціювання ІПСКу AggreWell планшетах ви­
явилось більш ефективним ніж диференціювання в 
суспензійній культурі, проте такий метод займає більше 
часу. Максимальну кількість диференційованих клітин 
отримували лише на 13-у добу диференціювання. Крім 
того, оскільки, даний метод є дуже коштовним, лініє 
специфічним, довготривалим і має обмеження в кілько­
сті утворених агрегатів він не може бути застосований 
для масового виробництва кардіоміоцитів.

Кількість ЕТ, отриманих з плюрипотентних стовбу­
рових клітин шляхом їх культивування в СО2-інкубаторі 
з додаванням середовища диференціювання в суспен­
зійній культурі з постійним перемішуванням становила 
15000 -  20000 на одну 10 см чашку Петрі, що в десятки 
разів перевищувало кількість ЕТ, отриманих з стовбу­
рових клітин спеціалізованих планшетах, де з однієї 
лунки можна отримати 1200 ЕТ, а загалом з планшети 
можна отримати до 9600 ЕТ.

Таким чином, на сьогодні найперспективнішим для 
отримання максимальної кількості кардіоміоцитів in vitro 
для використання в замісній терапії виявився метод 
отримання ЕТ в суспензійній культурі. Саме він може 
стати основою для розробки пацієнтспецифічної терапії 
серцево-судинних захворювань ІПСК в майбутньому.

Висновки. Результати дослідження вказують, що 
диференціювання ІПСК у AggreWell планшетах без до­
давання факторів диференціювання виявилось більш 
ефективним ніж диференціювання в суспензійній куль­
турі з постійним перемішуванням. Проте перевіривши 
дію дорзоморфіну, ДМСО, аскорбінової кислоти, G-CSF 
під час дифернціювання в суспензійній культурі з по­
стійним перемішуванням та в спеціалізованих планше­
тах з мікролунками найбільшу кількість кардіоміоцитів 
отримали на 11-у добу дифернціювання методом су­
спензійної культури з додаванням аскорбінової кислоти. 
Кількість GFP+ клітин становила 2,71 ± 0,07 %.
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ДИФФЕРЕНЦИРОВАНИЕ ИНДУЦИРОВАННЫХ 
ПЛЮРИПОТЕНТНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК 

В КАРДИОМИОЦИТЫ В СУСПЕНЗИОННОЙ КУЛЬТУРЕ 
С ПОСТОЯННЫМ ПЕРЕМЕШИВАНИЕМ 

И В СПЕЦИАЛЬНЫХ ПЛАНШЕТАХ С МИКРОЛУНКАМИ
Для того чтобы повысить эффективность дифференцировки индуцированных плюрипотентных стволовых клетокмыши в ка­

рдиомиоциты, мы сравнили два метода получения эмбриоидных телец: дифференцирование в суспензионной культуре с постоянным 
перемешиванием и формирования эмбриоидных телец определенного размера в микролунках AggreWell планшет. Использовали 
трансгенную клеточную линию индуцированных плюрипотентных стволовых клеток AT25. Клетки линии экспрессировали IRES- 
фланкирован зеленый флуоресцентный белок ^GFP), под контролем кардиоспецифического a-MHC промотера. Для проверки эффек­
тивности процессов дифференцировки были применены методы проточной цитометрии и флуоресцентной микроскопии. Диффере- 
нцированиеиндуцированых плюрипотентных клеток в AggreWell планшетах без добавления факторов дифференцировки оказалось 
более эффективным, чем дифференцирование в суспензионной культуре с постоянным перемешиванием. Однако проверив действие 
дорзоморфина, ДМСО, аскорбиновой кислоты, G-CSF выше перечисленными методами наибольшее количество кардиомиоцитов по­
лучили на одиннадцатые сутки методом суспензионной культуры с добавлением аскорбиновой кислоты. Количество GFP+ клеток 
составила 2,71 ± 0,07%.

Ключевые слова: плюрипотентные стволовые клетки, индуцированные плюрипотентные стволовые клетки, эмбриоидные 
тельца, кардиомиоциты, дифференцирование.
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INDUCED PLURIPOTENT STEM CELLS DIFFERENTIATION 
INTO CARDIOMYOCYTES 

BY ROTATING SUSPENSION CULTURE AND 
IN SPECIFIC PLATES WITH MICROWELLS

In order to enhance the differentiation of induced pluripotent cells into cardiomyocytes, we compared two methods of embryoid bodies 
formation: differentiation in rotating suspension culture and formation of embryoid bodies from a predetermined numbers of pluripotent stem cells 
in microwells of AggreWell plates. We used transgenic murine induced pluripotent stem cell line AT25. Cell line expressed IRES-flanked enhanced 
green fluorescent protein (eGFP) under the control of cardiac alpha myosin heavy chain promoter (aMHC). We applied flow cytometry and 
fluorescence microscopyin order to test the efficiency of differentiation processes. Thus, differentiation of pluripotent stem cells in AggreWell 
plates without adding differentiation factors was more effective than differentiation in rotating suspension culture. However, we obtained the most 
amounts of cardiomyocytes on the 11-th day in rotating suspension culture with ascorbic acid,after we applied dorsomorfin, DMSO, ascorbic acid, 
G-CSF with the above-mentioned methods. The amount of GFP + cells was 2,71 ± 0,07%.

Keywords: pluripotent stem cells, induced pluripotent stem cells, embryoid bodies, cardiomyocytes, differentiation.


