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Эмбриональные стволовые клетки мыши и че�
ловека являются in vitro моделями плюрипотент�
ных клеток эмбрионов млекопитающих, находя�
щихся в разных статусах плюрипотентности – ба�
зовом и первичном (naïve/ground and primed states)
(Nichols, Smith, 2009). При переходе от базового к
первичному статусу плюрипотентные клетки эм�
бриона утрачивают способность к развитию в ли�
нию половых клеток (Hayashi, Surani, 2009; Guo
et al., 2009; Han et al., 2010). Эмбриональные ство�
ловые клетки мыши (мЭСК), поддерживаемые

in vitro в базовом статусе плюрипотентности, гомо�
логичны клеткам внутренней клеточной массы
бластоцисты, т.к. способны к развитию во все ти�
пы соматических и половых клеток после инъек�
ции их в бластоцисту. Однако эмбриональные
стволовые клетки человека (чЭСК), также полу�
ченные из бластоцист человека, отличаются от
мЭСК системой поддержания и скоростью их са�
мообновления in vitro (Smith et al., 1988; Savatier
et al., 1996; Thomson et al., 1998; Burdon et al., 2002;
Dahéron et al., 2004; Vallier et al., 2005; Xu et al., 2005;

ЭКСПРЕССИЯ ФАКТОРОВ СЕМЕЙСТВА TGFβ И ФАКТОРА РОСТА 
ФИБРОБЛАСТОВ FGF2 В ЭМБРИОНАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТКАХ 

МЫШИ И ЧЕЛОВЕКА, ПОДДЕРЖИВАЕМЫХ
В РАЗНЫХ СИСТЕМАХ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 

© 2013 г.   Н. В. Лифанцева*, А. М. Кольцова**, Г. Г. Полянская**, О. Ф. Гордеева*
* Институт биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН, 119334 Москва, ул. Вавилова, д. 26

E#mail: olgagordeeva@yandex.ru
** Институт цитологии РАН, 194064 Санкт#Петербург, Тихорецкий пр., д. 4

Поступила в редакцию 06.08.12 г. 
Окончательный вариант получен 04.09.12 г.

Эмбриональные стволовые клетки мыши и человека находятся в разных статусах плюрипотентно�
сти – базовом и первичном (naïve/ground and primed states). Механизмы сигнальной регуляции кле�
ток в базовом и первичном статусах плюрипотентности значительно различаются. Для того, чтобы
понять вклад эндогенных и экзогенных факторов в поддержании метастабильного состояния кле�
ток в разных статусах плюрипотентности, мы исследовали экспрессию факторов семейства TGFβ
(ActivinA, Nodal, Lefty1, TGFβ1, GDF3 и BMP4) и FGF2, инициирующих соответствующие сиг�
нальные пути, в эмбриональных стволовых клетках мыши и человека (мЭСК и чЭСК) и поддержи�
вающих их фидерных клетках. Количественный ПЦР анализ генной экспрессии показал, что пат�
терны эндогенной экспрессии изучаемых факторов значительно различаются в мЭСК и чЭСК.
Наиболее существенные различия были обнаружены в уровнях эндогенной экспрессии TGFβ1,
BMP4 и ActivinA, а также FGF2. Источниками экзогенных факторов ActivinA, TGFβ1 и FGF2 для
чЭСК являются фидерные клетки (эмбриональные фибробласты мыши и человека), экспрессиру�
ющие высокие уровни этих факторов, а также низкий уровень BMP4. Таким образом, наши данные
показали, что поддержание метастабильного недифференцированного состояния плюрипотентных
клеток in vitro достигается в мЭСК и чЭСК с помощью различных схем регуляций ActivinA/Nodal/
Lefty/Smad2/3 и BMP/Smad1/5/8 эндогенных ветвей TGFβ сигналинга. Необходимость экзогенной
стимуляции или ингибирования этих сигнальных путей обусловлена различиями в паттернах эндо�
генной экспрессии факторов семейства TGFβ и FGF2 в мЭСК и чЭСК. Для чЭСК усиление ActivinA/
Nodal/Lefty/Smad2/3 сигналинга с помощью экзогенных факторов, возможно, является необходи�
мым для ослабления эффектов BMP/Smad1/5/8 сигнальных путей, стимулирующих дифференци�
ровку в клетки внезародышевых структур. Значительные различия эндогенной экспрессии FGF2 в
клетках с базовым и первичным статусом плюрипотентности свидетельствуют о различной степени
вовлеченности этого фактора в регуляцию самообновления плюрипотентных клеток.

Ключевые слова: эмбриональные стволовые клетки, плюрипотентность, базовый и первичный ста�
тусы, дифференцировка, сигнальные пути, TGFβ, ActivinA, FGF.
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Becker et al., 2006). Кроме того, обнаружено значи�
тельное сходство чЭСК с более поздней эмбрио�
нальной популяцией, культивируемой in vitro, –
стволовыми клетками эпибласта мыши (epiblast
stem cells, EpiSCs), которые находятся в первичном
статусе плюрипотентности (Brons et al., 2007; Tesar
et al., 2007; Vallier et al., 2009; Hanna et al., 2010; Гор�
деева и др., 2011).

Для поддержания in vitro мЭСК и чЭСК в плю�
рипотентном статусе используют разные системы
культивирования, которые можно рассматривать
как искусственные клеточные ниши, обеспечива�
ющие оптимальное микроокружение для самооб�
новления плюрипотентных клеток. ЭСК человека
и мыши способны расти на фидерных клетках, по�
лученных из фибробластов различного происхож�
дения, а также в бесфидерных системах, включаю�
щих различные компоненты внеклеточного мат�
рикса и определенные наборы факторов роста
(Smith et al., 1988; Xu et al., 2001; Stojkovic et al.,
2005; Vallier et al., 2005; Yoo et al., 2005; Eiselleova
et al., 2008; Evseenko et al., 2009; Montes et al., 2009;
Кольцова и др., 2011; Кольцова и др., 2012). Одна�
ко для самообновления мЭСК и чЭСК in vitro не�
обходимы разные наборы факторов роста, что сви�
детельствует о различных механизмах сигнальной
регуляции базового и первичного плюрипотентно�
го статуса и ранних стадий детерминации эмбрио�
нальных популяций. Сигнальные пути факторов
семейства TGFβ и FGF2 являются одними из клю�
чевых регуляторов поддержания плюрипотентно�
го статуса и дифференцировки ЭСК in vivo и in vitro
(Mummery, 2001; Valdimarsdottir, Mummery, 2005;
Dreesen, Brivanlou, 2007; Pucéat, 2007; Lanner, Ros�
sant, 2010), однако функциональные роли этих
сигнальных путей в клетках с базовым и первич�
ным статусом плюрипотентности остаются неяс�
ными. 

Моделирование ранних стадий развития мле�
копитающих in vitro с использованием линий
мЭСК и чЭСК позволяет исследовать механизмы
функционирования сигнальных путей в развитии
плюрипотентных клеток млекопитающих и их
специализацию в различные типы клеток. Для то�
го, что исследовать механизмы сигнальной регуля�
ции клеток в разных статусах плюрипотентности,
мы проводили анализ экспрессии факторов семей�
ства TGFβ и FGF2/bFGF, инициирующих соот�
ветствующие сигнальные пути, которые активно
функционируют в мЭСК, чЭСК и поддерживаю�
щих их фидерных клетках. На основе данных срав�
нительного анализа экспрессии факторов семей�
ства TGFβ и FGF2 в мЭСК и чЭСК предложена
гипотеза о функциональной роли сигнальных пу�
тей, активируемых этими факторами, при перехо�
де плюрипотентных клеток от базового к первич�

ному статусу, а также к ранним стадиям дифферен�
цировки эмбриональных популяций клеток.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Культивирование клеток in vitro. В работе была
использована линия мЭСК R1, любезно предо�
ставленная доктором А. Макларен (А. McLaren,
WTCR Institute of Cancer and Developmental Biology,
Cambridge, UK). Линия чЭСК ESM02 была любез�
но предоставлена проф. Г.П. Георгиевым (Инсти�
тут биологии гена РАН, Москва). Линия чЭСК
SC5 и линия эмбриональных фибробластов чело�
века (чЭФ) были получены и охарактеризованы
ранее в Отделе клеточных культур Института ци�
тологии РАН, Санкт�Петербург (Кольцова и др.,
2011, 2012). 

ЭСК мыши и человека культивировали в среде
DMEM, содержащей 1мМ L�глутамина, 0.1 мМ за�
менимых аминокислот (“HyClone”, США), 0.1 мМ
β�меркаптоэтанола (“Sigma”, США) и 15% заме�
нителя телячьей фетальной сыворотки (Knockout
Serum Replacement, “Gibco”, США). Недиффе�
ренцированные мЭСК поддерживали на фидере
из эмбриональных фибробластов мыши (мЭФ, по�
лученных из E12.5 эмбрионов мышей C57Bl/6),
инактивированных митомицином С (10 мкг/мл,
“Sigma”) или в бесфидерной системе в среде, со�
держащей фактор ингибирования лейкемии (leu�
kemia inhibitory factor, LIF, 10 нг/мл, “Sigma”). Не�
дифференцированные чЭСК линии ESM02 под�
держивали на инактивированном фидере мЭФ, а
чЭСК SC5 – на фидере из чЭФ. В среду для куль�
тивирования чЭСК добавляли рекомбинант�
ный фактор роста фибробластов человека
(FGF2/bFGF, 10 нг/мл, “Invitrogen”, США). 

Для рутинного культивирования мЭФ и чЭФ
использовали среду DMEM, содержащую 1 мМ
L�глутамина (“HyClone”, США) и 10% телячьей
фетальной сыворотки (“HyClone”, США). Для
анализа генной экспрессии в фидерных клетках их
культивировали в среде для культивирования ЭСК
мыши и человека в течение 24 ч.

Фидерные клетки мЭФ и чЭФ, а также мЭСК
пассировали с использованием раствора трипсина
(0.05% Trypsin�EDTA solution, “HyClone”). Для
пассирования чЭСК использовали метод механи�
ческого разделения колоний недифференциро�
ванных клеток на кластеры. 

Эмбриоидные тела (ЭТ), формируемые при
дифференцировке мЭСК, получали с помощью
метода “висячей капли”, описанного ранее (Горде�
ева и др., 2009). ЭТ ESM02 и SC5 получали при ме�
ханическом разделении колоний недифференци�
рованных чЭСК и последующем культивировании
клеточных кластеров в планшетах для суспензион�
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ного культивирования (“Greinerbio”, Германия) в
течение последующих 5 сут (ЭТ).

Анализ генной экспрессии. Анализ генной экс�
прессии проводили в клетках и ЭТ, растущих в бес�
сывороточной среде: фидерных клетках мЭФ и
чЭФ, в мЭСК, растущих в среде с LIF, в чЭСК, ме�
ханически изолированных от фидера, и в ЭТ на
5 сут дифференцировки в средах без LIF и bFGF.
Тотальную РНК  выделяли из клеток, используя
Trizol (“Invitrogen”, США), в соответствии с реко�
мендациями производителя. Концентрацию то�
тальной РНК в образцах определяли с помощью
спектрофотометра NanoDrop 8000 (ThermoScien�
tific, США). Все образцы тотальной РНК обраба�
тывали ДНКазой (TurboDNA kit, “Ambion”, США)
по протоколу производителя для предотвраще�
ния контаминации геномной ДНК. Для синтеза
кДНК библиотек использовали 1 мкг тотальной
РНК каждого образца. Синтез кДНК библиотек
проводили с использованием обратной тран�

скриптазы M�MuLV и олиго (dT)18 праймеров
(“Fermentas”, Литва). 

Количественный анализ генной экспрессии
проводили на амплификаторе “Applied Biosystems
7500” (США) с использованием набора для прове�
дения ПЦР в реальном времени в присутствии ин�
теркалирующего красителя EVA Green (“Синтол”,
Россия) по следующему протоколу: предваритель�
ная денатурация: 94°C – 5′; отжиг праймеров и
элонгация: 62°C – 45′′; денатурация: 94°C – 15′′,
40 циклов. Уровень флуоресценции детектировали
при 62°C в каждом цикле. Специфические прай�
меры были сконструированы на основе данных о
структуре исследуемых генов в базах данных Gen�
Bank, MGI и Ensemble (табл. 1, 2). Для всех исполь�
зованных пар праймеров было подтверждено удво�
ение количества продукта в каждом цикле ампли�
фикации и образование единственного ампликона
предсказанного размера. Каждый эксперимент
был проведен в трех повторах. Уровень экспрессии
генов в каждом образце нормализовали к уровню

Таблица 1. Структура праймеров, используемых для анализа генной экспрессии в эмбриональных стволовых
клетках и эмбриональных фибробластах мыши

Ген № Последовательности Прямой и обратный праймеры Размер, п.о.

Oct4/Pou5f1 NM_013633.2 5'caccctgggcgttctctttg3' 142

5'gttctcattgttgtcggcttcc3'

Nanog NM_028016 5'aactctcctccattctgaacctga3' 136

5'ggtgctgagcccttctgaatc3'

Gata4 NM_008092 5'tctcactatgggcacagcag3' 100

5'gggacagcttcagagcagac3'

ActivinA NM_002192 5'tggagcagacctcggagatcatcac3' 160

5'ttggtcctggttctgttagccttgg3'

Nodal NM_013611 5'gcgagtgtcctaaccctgtg3' 136

5'atgctcagtggcttggtc3'

Lefty1 NM_010094 5'tgtgtgctctttgcttcctctg3' 123

5'gcagtgaacaatatgaaggacagag3'

Tgfb1 NM_011577 5'caattcctggcgttaccttgg3' 120

5'ccctgtattccgtctccttgg3'

Bmp4 NM_007554 5'tctggtctccgtccctgatg3' 175

5'cgctccgaatggcactacg3'

Gdf3 NM_008108 5'gatgagtgtgggtgtgggtag3' 109

5'gtccgattcaagagagcataagc3'

Fgf2 NM_008006 5'cgtcaaactacaactccaagcag3' 147

5'tccagtcgttcaaagaagaaacac3'

Hprt NM_013556 5'cgttgggcttacctcactgctttc3' 150

5'ggtcataacctggttcatcatcgctaatc3'
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экспрессии гена гипоксантин�гуанин фосфорибо�
зил трансферазы (HPRT/Hprt). Для определения
относительного уровня экспрессии генов исполь�
зовали сравнительный Ct метод (ABI Relative
Quantification Study software, Applied Biosystems,
США). Относительные уровни экспрессии рас�

считывали по формуле 2–ΔΔCt ± SD. За одну относи�
тельную единицу принимали уровень экспрес�
сии генов в недифференцированных ЭСК или
необработанных фибробластах. При анализе от�
носительных уровней экспрессии семейства
факторов TGFβ и FGF2 в каждом типе клеток
уровень экспрессии гена HPRT принимали за од�
ну относительную единицу, а уровень экспрес�
сии всех остальных генов в образце рассчитыва�

ли по формуле 2–ΔCt ± SE. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Эндогенная экспрессия факторов семейства
TGFβ и FGF2 в недифференцированных и дифферен#
цирующихся ЭСК мыши и человека. Для анализа ро�
ли сигнальных путей факторов семейства TGFβ и
FGF2 в регуляции плюрипотентного статуса ЭСК
мыши и человека мы исследовали экспрессию
этих сигнальных факторов и специфических тран�
скрипционных факторов OCT4/Oct4, NANOG/
Nanog и GATA4/Gata4 в недифференцированных
и дифференцирующихся клетках (рис. 1, 2). По
данным количественного ПЦР�анализа (рис. 1б)
в ходе дифференцировки ЭТ, формируемых
клетками линий ESM02 и SC5, экспрессия гена
OCT4 снижалась в 4.4 и 2.2 раза, а экспрессия ге�
на NANOG – в 3.1 и 13.5 раз соответственно. В то
же время в ЭТ, формируемых мЭСК, экспрессия
генов Oct4 и Nanog снижалась лишь в 1.1–1.2 раза

 
Таблица 2. Структура праймеров, используемых для анализа генной экспрессии в линиях эмбриональных ство�
ловых клеток и эмбриональных фибробластах человека

Ген № Последовательности Прямой и обратный праймеры Размер, п.о.

OCT4/POU5F1 NM_002701 5'cgaaagagaaagcgaaccagtatc3' 220

NM_203289 5'acccagcagcctcaaaatcc3'

NANOG NM_024865 5'caagaactctccaacatcctgaacc3' 127

5'tctgcgtcacaccattgctattc3'

GATA4 NM_002052 5'gatgggacgggtcactatctg3' 160

5'ggcagttggcacaggagag3'

ACTIVINA NM_002192 5'agggcagaaatgaatgaacttatgg5' 198

5'gaggcggatggtgactttgg5'

NODAL NM_018055 5'tcaactgtgtcggaaggtcaag3' 190

5'tcggtggggctggtaacg3'

LEFTY1 NM_020997 5'tcattgtttacttgtcctgtcactg3' 116

5'agtctttattatctggattggggatgc3'

TGFB1 NM_000660 5'tggacatcaacgggttcactac3' 186

5'gcacgcagcagttcttctcc3'

BMP4 NM_001202 5'tgagtgccatctccatgctgta3' 91

NM_130850 5'cggcacccacatccctctacta3'

NM_130851

GDF3 NM_020634 5'cttcgctttctcccagaccaag3' 128

5'gccaatgtcaactgttccctttc3'

FGF2 NM_002006 5'gccagtaatcttccatcttcccttc3' 113

5'tgtgtgctctttgcttcctctg3'

HPRT NM_000194.2
 

5'aagatggtcaaggtcgcaagc3' 132

5'gaagtattcattatagtcaagggcatatcc3'
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(рис. 1б). Дифференцировка ЭСК во внезароды�
шевую энтодерму сопровождалась увеличением
экспрессии гена GATA4 в 737, 58 и 16 раз в ЭТ ли�
ний ESM02, SC5 и R1 соответственно. Таким обра�
зом, наши данные показывают, что чЭСК значи�
тельно быстрее и эффективнее вступают в диффе�
ренцировку, чем мЭСК. 

Анализ экспрессии факторов семейства TGFβ и
FGF2/bFGF показал, что все изучаемые факторы
экспрессируются в недифференцированных ЭСК
мыши и человека, однако в процессе дифференци�
ровки ЭТ уровни экспрессии большинства факто�
ров снижаются (рис. 2). Причем, в дифференциру�
ющихся ЭТ человека самое сильное снижение
уровней генной экспрессии было обнаружено для
LEFTY1 (в 200 и 16 раз для ESM02 и SC5 соответ�

ственно), а в ЭТ мыши – для гена ActivinA (83 ра�
за). Экспрессия генов TGFβ1 и BMP4 практически
не изменялась во всех линиях ЭСК. Следует отме�
тить, что снижение экспрессии генов ACTIVINA/
ActivinA, NODAL/Nodal, LEFTY1/Lefty1, GDF3/Gdf3
и FGF2/Fgf2 коррелировало с изменениями в экс�
прессии генов OCT4/Oct4, NANOG/Nanog и
GATA4/Gata4 в процессе дифференцировки ЭТ мы�
ши и человека. Причем экспрессия генов NODAL/
Nodal, LEFTY1/Lefty1, GDF3/Gdf3 и FGF2/Fgf2 зна�
чительно сильнее снижалась в чЭСК. Эти данные
свидетельствуют о том, что эндогенные факторы
семейства TGFβ и FGF2 вовлечены в регуляцию
плюрипотентного статуса и дифференцировки
ЭСК мыши и человека. Однако эффекты сигналь�
ных путей, инициируемых этими факторами, ве�

(а)
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0.6

0.4

0.2

0
R1 ESM02 SC5

OCT4/Oct4
1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0
R1 ESM02 SC5

NANOG/Nanog
760

0
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640
600

80
60
40
20

(б)

мЭСК R1 чЭСК ESM02 чЭСК SC5

Рис. 1. (а) – колонии недифференцированных ЭСК мыши и человека, поддерживаемых на мЭФ и чЭФ (верхний ряд), и
ЭТ, формируемые этими клетками в процессе дифференцировки (нижний ряд). Масштаб: 100 мкм; (б) – количествен�
ный анализ экспрессии генов OCT4/Oct4, NANOG/Nanog и GATA4/Gata4 в линиях ЭСК мыши и человека. По оси
ординат – относительный уровень генной экспрессии, нормализованной к уровню экспрессии гена HPRT/Hprt. Уровень
экспрессии в недифференцированных клетках принят за 1 относительную единицу. ( ) – недифференцированные клет�
ки, ( ) – ЭТ5.
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роятно, различаются в ЭСК мыши и человека, что
и обуславливает различную скорость их диффе�
ренцировки. 

Анализ экспрессии факторов семейства TGFβ и
FGF2 в фидерных клетках мЭФ и чЭФ, используемых
для поддержания недифференцированных ЭСК мыши
и человека. Для анализа роли сигнальных путей,
инициируемых факторами семейства TGFβ и
FGF2, в поддержании недифференцированного
статуса ЭСК мыши и человека мы изучили экс�

прессию этих факторов в фидерных клетках мЭФ и
чЭФ. Фидерные клетки являются источниками
белков внеклеточного матрикса и экзогенных фак�
торов семейства TGFβ и FGF2, которые также во�
влечены в общую систему регуляции поддержания
недифференцированных ЭСК мыши и человека.
Факторы семейства TGFβ мыши и человека имеют
до 90% гомологии, поэтому могут быть утилизиро�
ваны клетками обоих видов. В наших эксперимен�
тах мЭСК R1 и чЭСК ESM02 поддерживались на

Рис. 2. Количественный анализ экспрессии факторов семейства TGFβ и фактора FGF2 в процессе дифференцировки
ЭСК мыши и человека. По оси ординат – относительный уровень генной экспрессии, нормализованной к уровню экс�
прессии гена HPRT/Hprt. Уровень экспрессии в недифференцированных клетках принят за 1 относительную единицу.
( ) – недифференцированные клетки, ( ) – ЭТ5.
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фидере мЭФ, а чЭСК SC5 – на фидере чЭФ
(рис. 3). Обе фидерные системы эффективно под�
держивали рост недифференцированных ЭСК
мыши и человека. Однако для поддержания само�
обновления чЭСК, растущих на мЭФ и чЭФ, в
среду для культивирования добавляли фактор
FGF2/bFGF. 

Изучение экспрессии генов семейства TGFβ и
FGF2 в мЭФ и чЭФ показало, что оба типа фидер�
ных клеток имеют сходный паттерн экспрессии
факторов: высокий уровень ACTIVINA/ActivinA,
TGFβ1/Tgfβ1 и FGF2/Fgf2 и низкий уровень
NODAL/Nodal, LEFTY1/Lefty1, GDF3/Gdf3 и
BMP4/Bmp4 (рис. 4). Анализ экспрессии изучае�
мых факторов в фидерных клетках мЭФ и чЭФ до
и после обработки митомицином С и добавле�
ния FGF2/bFGF показал, что экспрессия генов
ACTIVINA/ActivinA, TGFβ1/Tgfβ1 и FGF2/bFGF
остается на высоком уровне, а низкоэкспресси�
рующихся факторов – незначительно варьирует
(рис. 4). Однако сопоставление уровней экс�
прессии генов ACTIVINA/ActivinA, TGFβ1/Tgfβ1 и
FGF2/Fgf2 по отношению к эндогенной экспрес�
сии гена HPRT/Hprt в обоих фидерах показало, что
все три гена экспрессируются на значительно бо�
лее высоких уровнях в чЭФ по сравнению мЭФ
(рис. 4б, 4г). Кроме того, сравнительный анализ
показал, что уровни экспрессии HPRT/Hprt в мЭФ
и чЭФ практически не различаются. Для образцов
кДНК, синтезированных из 1мг тотальной РНК,
показатели пороговых циклов реакции Ct
HPRT/Hprt были 22.907 ± 0.038 и 22.967 ± 0.099 для
мЭФ и чЭФ соответственно. Таким образом, фи�
дерные клетки мЭФ и чЭФ, экспрессирующие
различные уровни факторов семейства TGFβ и

FGF2, формируют различные ниши для поддер�
жания самообновления плюрипотентных ЭСК
мыши и человека.

Анализ регуляции плюрипотентного статуса в
ЭСК мыши и человека при взаимодействии сигналь#
ных путей, активируемых эндогенными и экзогенны#
ми факторами семейства TGFβ и FGF2. На основа�
нии полученных данных по экспрессии факторов
семейства TGFβ и FGF2 в ЭСК и фидерных клет�
ках мы провели анализ соотношений эндогенно�
го и экзогенного сигналинга, обеспечивающего
поддержание in vitro ЭСК мыши и человека в не�
дифференцированном состоянии (рис. 5). При
расчете соотношений уровней экспрессии изу�
чаемых факторов к уровню экспрессии гена
HPRT/Hprt мы обнаружили, что в мЭСК самый
высокий уровень экспрессии был выявлен для
гена Lefty1 (в 6 раз выше уровня Hprt), уровни
экспрессии генов ActivinA, Tgfβ1 и Bmp4 были со�
поставимы с уровнем экспрессии Hprt, а гены
Nodal, Gdf3 и Fgf2 экспрессировались на более
низком уровне, чем Hprt. 

В линиях чЭСК паттерны экспрессии изучае�
мых факторов значительно отличались от таковых
в мЭСК (рис. 5). Наиболее значительные различия
были обнаружены в экспрессии генов TGFβ1 и
BMP4, причем уровни экспрессии этих генов так�
же в 2 раза различались для линий ESM02 и SC5. В
обеих линиях чЭСК самые высокие уровни экс�
прессии были выявлены для генов TGFβ1 и BMP4
(в 10–20 раз выше HPRT), уровень экспрессии
LEFTY1 был в 3–6 раз выше, чем HPRT, но сопо�
ставим с таковым в мЭСК. Экспрессия генов
NODAL и GDF3 в ESM02 и SC5 была в 2–3 раза вы�
ше, чем уровни экспрессии HPRT в этих линиях

(а) (б)

(в) (г)

мЭФ чЭФ

Рис. 3. Фидерные клетки мЭФ и чЭФ до (a, б) и после (в, г) воздействия митомицина и FGF2. Масштаб: 100 мкм. 
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соответственно. При этом соответствующие соот�
ношения уровней экспрессии этих генов и
HPRT/Hprt были в 2–3 раза выше для NODAL и в
10 раз выше для GDF3 для чЭСК по сравнению с
мЭСК. В обеих линиях чЭСК были выявлены
сходные уровни экспрессии генов ACTIVINA и
FGF2, которые были ниже, чем соответствующие
уровни HPRT. Однако экспрессия ACTIVINA в

чЭСК была ниже, чем в мЭСК, а FGF2/Fgf2 – более
чем в 10 раз выше. Таким образом, уровни экспрес�
сии эндогенных факторов семейства TGFβ и FGF2
различаются в плюрипотентных ЭСК мыши и че�
ловека. Однако в обеих линиях чЭСК, поддержи�
ваемых на разных фидерных клетках, паттерны эн�
догенной экспрессии мРНК изучаемых сигналь�
ных лигандов были сходными. 

Рис. 4. Анализ экспрессии факторов семейства TGFβ и фактора FGF2 в мЭФ и чЭФ. По оси ординат – относительный
уровень генной экспрессии, нормализованной к уровню экспрессии гена HPRT/Hprt. Уровень генной экспрессии фак�
торов в необработанных клетках принят за 1 относительную единицу (а, в) или уровень экспрессии гена HPRT/Hprt в об�
работанных клетках принят за 1 относительную единицу (б, г); ( ) – необработанные клетки, ( ) – клетки, обрабо�
танные митомицином С, после добавления фактора FGF2. 

1.4

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

1.6

ActA Nodal Tgf β1 Bmp4 Gdf 3 Fgf  2Lefty1 

7

6

5

4

3

2

1

0
ActAHprt Tgf β1 Bmp4 Gdf 3 Fgf 2Lefty1 Nodal

1.4

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

1.6
1.8

ACTA LEFTY 1 TGF β1 BMP4 GDF3 FGF2NODAL
55

45

35

25

15

5
0

ACTA LEFTY 1 
TGF β1

BMP4 
GDF3 

FGF2
NODALHPRT

мЭФ

чЭФ

(a)

(б)

(в)

(г)

1.2

2



18

ОНТОГЕНЕЗ  том 44  № 1  2013

ЛИФАНЦЕВА и др.

Анализ соотношений уровней экспрессии фак�
торов семейства TGFβ и FGF2 в ЭСК линий R1 и
SC5 и их фидерных клетках показал, что уровни
экспрессии ActivinA/ACTIVINA в фидерных клет�
ках мЭФ и чЭФ превышают уровни экспрессии в
мЭСК и чЭСК в 4 и 42 раза соответственно (рис. 6).
В тоже время уровни экспрессии Tgfβ1/TGFβ1 и
Fgf2/FGF2 были в 5 и 30/16 раз выше в мЭФ и чЭФ,
чем в мЭСК и чЭСК соответственно (рис. 6). Учи�
тывая тот факт, что поддержание недифференци�
рованных мЭСК возможно в бесфидерной системе
при добавлении в среду фактора LIF, но при отсут�
ствии экзогенных факторов ActivinA, TGFβ1 и
FGF2, вероятно, уровни эндогенной экспрессии
этих факторов являются оптимальными для сохра�
нения плюрипотентного статуса мЭСК в культуре
in vitro. Кроме того, факторы ActivinA, TGFβ1 и

FGF2, продуцируемые мЭФ, не оказывают суще�
ственного влияния на самообновление и диффе�
ренцировку мЭСК, растущих на этом фидере.

Напротив, поддержание определенных уровней
и эндогенных, и экзогенных (фидерные клетки и
рекомбинантные факторы) факторов ACTIVINA,
TGFβ1, BMP4 и FGF2 в среде является критиче�
ским для сохранения недифференцированного
статуса чЭСК in vitro. Очевидно, что фидерные
клетки в комбинации с рекомбинантным FGF2
обеспечивают оптимальное количество факторов
ACTIVINA и FGF2, необходимых для поддержа�
ния недифференцированного состояния чЭСК
in vitro. Кроме того, фактор BMP4, стимулирую�
щий дифференцировку чЭСК, экспрессируется на
низком уровне в мЭФ и чЭФ. 

Рис. 5. Экспрессии факторов семейства TGFβ и фактора FGF2 в недифференцированных ЭСК мыши и человека. По оси
ординат – относительный уровень генной экспрессии, нормализованной к уровню экспрессии гена HPRT/Hprt. Уровень
экспрессии гена HPRT/Hprt принят за 1 относительную единицу.
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ОБСУЖДЕНИЕ

Плюрипотентные клетки внутренней клеточ�
ной массы и эпибласта доимплантационных ста�
дий развития находятся в окружении клеток двух
внезародышевых структур – трофобласта и гипо�
бласта (первичной внезародышевой энтодермы),
представляющих естественную нишу для эмбрио�
нальных клеток с базовым статусом плюрипотент�
ности. Клетки трофобласта и гипобласта экспрес�
сируют факторы, необходимые для дальнейшего
развития плюрипотентных клеток, в том числе для
перехода их в следующую фазу – первичный статус
плюрипотентности. Плюрипотентные клетки
внутренней клеточной массы, помещенные на фи�
дерные клетки in vitro, оказываются в другом мик�
роокружении, которое способствует их пролифе�
рации и ингибирует дифференцировку. ЭСК мы�
ши и человека возможно поддерживать на мЭФ,
но для поддержания чЭСК в недифференцирован�
ном состоянии необходимо добавление рекомби�

нантного фактора FGF2 в среду. Кроме того, при
бесфидерном культивировании самообновление
мЭСК обеспечивается присутствием в среде толь�
ко фактора LIF, тогда как для чЭСК и стволовых
клеток эпибласта мыши необходима более слож�
ная система культивирования, включающая фак�
торы семейства TGFβ (ActivinA или Nodal) и
FGF2, но не LIF (Smith et al., 1988; Thomson et al.,
1998; Dahéron et al., 2004; Vallier et al., 2005; Xu et al.,
2005; Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007; Vallier et al.,
2009). Однако в отличие от мЭСК, при использо�
вании фидера и при бесфидерном культивирова�
нии часть популяции чЭСК вступает в спонтан�
ную дифференцировку. Таким образом, поддержа�
ние самообновления клеток в базовом и
первичном статусе плюрипотентности обеспечи�
вается различными сигнальными путями и раз�
личной функциональной активностью сигналь�
ных путей LIF/Stat3, Activin/Nodal/TGFβ/
Smad2/3 и FGF2.
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Рис. 6. Соотношение эндогенной и экзогенной экспрессии факторов семейства TGFβ и фактора FGF2 в недифферен�
цированных ЭСК мыши и человека и поддерживающих их фидерных клетках. По оси ординат – относительный уровень
генной экспрессии, нормализованной к уровню экспрессии гена HPRT/Hprt (уровень генной экспрессии факторов в не�
дифференцированных ЭСК принят за 1 относительную единицу). 
( ) – недифференцированные мЭСК R1 и чЭСК SC5; ( ) – мЭФ и чЭФ.
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Используя линии ЭСК мыши и человека для
изучения сигнальных путей, регулирующих само�
обновление плюрипотентных стволовых клеток в
разных фазах плюрипотентности, в данной работе
мы анализировали соотношения эндогенной и эк�
зогенной экспрессии сигнальных лигандов семей�
ства TGFβ и bFGF в ЭСК и в их фидерных клетках.
В первую очередь, мы обнаружили, что паттерны
эндогенной экспрессии этих факторов значитель�
но различаются в мЭСК и чЭСК (рис. 5). Так, в
мЭСК самый высокий уровень экспрессии был
обнаружен для гена Lefty1, а в чЭСК для генов
TGFβ1 и BMP4, к тому же экспрессия NODAL/
Nodal, TGFβ1/Tgfβ1, BMP4/Bmp4, GDF3/Gdf3 и
FGF2/Fgf2 была выше в чЭСК, чем мЭСК. В то же
время экспрессия ACTIVINA в обеих линиях чЭСК
была ниже, чем в мЭСК. Таким образом, различия
в паттернах эндогенной экспрессии изучаемых
сигнальных факторов в недифференцированных
мЭСК и чЭСК демонстрируют внутренние разли�
чия в сигнальной регуляции этих клеточных попу�
ляций. Кроме того, более высокая скорость диф�
ференцировки чЭСК по сравнению с мЭСК в ЭТ
сопровождалась более динамичным снижением
экспрессии факторов NODAL/Nodal,
LEFTY1/Lefty1, GDF3/Gdf3 и FGF2/Fgf2. Подобное
снижение уровней экспрессии изучаемых факто�
ров мы наблюдали только на 10 день дифференци�
ровки ЭТ, сформированных мЭСК (неопублико�
ванные данные). При этом уровни экспрессии
TGFβ1/Tgfβ1 и BMP4/Bmp4 мало изменялись в
процессе спонтанной дифференцировки всех кле�
точных линий и оставаясь самыми высокими по
сравнению с другими факторами в ЭТ. На основе
этих данных можно предположить, что высокий
уровень экспрессии TGFβ1/Tgfβ1 и BMP4/Bmp4 на
фоне относительно более низкого уровня экспрес�
сии остальных факторов характеризует более диф�
ференцированное состояние ЭСК. В этом случае
большую склонность к спонтанной дифференци�
ровке чЭСК по сравнению с мЭСК можно объяс�
нить более высоким уровнем экспрессии
TGFβ1/Tgfβ1 и BMP4/Bmp4 в исходных популяци�
ях недифференцированных чЭСК, находящихся
на более продвинутой стадии развития, чем мЭСК.
Другой особенностью сигнальной регуляции в не�
дифференцированных чЭСК является более низ�
кий уровень эндогенной экспрессии ACTIVINA,
который также драматически снижается в процес�
се дифференцировки мЭСК и чЭСК. 

Анализ экспрессии факторов TGFβ и FGF2 в
фидерных клетках мЭФ и чЭФ показал, что они
являются  источниками экзогенных факторов
ActivinA, TGFβ1 и FGF2 для ЭСК. Эти факторы
экспрессируются на более высоком уровне, чем в
ЭСК, хотя уровень их экспрессии в мЭФ был зна�
чительно ниже, чем в чЭФ. Как было отмечено вы�

ше, для поддержания самообновления мЭСК
in vitro не требуются экзогенные факторы ActivinA,
TGFβ1 и FGF2, тогда как для чЭСК необходимы
экзогенные факторы ActivinA и FGF2. Оба ис�
пользуемых фидера способны эффективно под�
держивать самообновление чЭСК, несмотря
на значительные различия в уровнях экспрессии
ACTIVINA/ActivinA и TGFβ1/Tgfβ1, следовательно,
в этих пределах уровни экспрессии факторов могут
быть допустимыми для поддержания чЭСК. Одна�
ко при поддержании чЭСК на мЭФ требуется до�
бавление экзогенного рекомбинантного фактора
FGF2, т.к. Fgf2 экспрессируется на низком уровне
в этих фидерных клетках. Напротив, при исполь�
зовании чЭФ или среды, кондиционированной
чЭФ, добавление рекомбинантного FGF2 не явля�
ется необходимым. Способность сред, кондицио�
нированных чЭФ, а также эмбриональными фиб�
робластами, полученными из чЭСК линий SC5 и
SC7, поддерживать самообновление этих линий
чЭСК была показана нами ранее (Кольцова и др.,
2012). Фидерные клетки, используемые для под�
держания чЭСК, могут значительно различаться
по уровням экспрессии факторов ActivinA, TGFβ1
и FGF2, но такие системы культивирования могут
быть скорректированы с помощью экзогенных ре�
комбинантных факторов (Eiselleova et al., 2008).

Необходимо отметить, что в обоих типах фи�
дерных клеток уровень экспрессии BMP4/Bmp4
был значительно ниже, чем в ЭСК, что также спо�
собствовало поддержанию их в недифференциро�
ванном состоянии. Ранее было показано, что
BMP4 в кооперации с LIF может поддерживать са�
мообновление мЭСК, хотя его присутствие не яв�
ляется обязательным (Ying et al., 2003). Напротив,
в чЭСК экзогенный BMP4 стимулировал диффе�
ренцировку в клетки внезародышевых структур, а
ингибирование киназ рецепторов BMP способ�
ствовало самообновлению чЭСК (Xu et al., 2002,
2005; Vallier et al., 2005, 2009; Greber et al., 2007).
Различные эффекты стимуляции BMP/Smad1/5/8
сигнальных путей на дифференцировку ЭСК мы�
ши и человека можно объяснить более высоким
уровнем эндогенной экспрессии BMP4 в чЭСК по
сравнению с мЭСК. В связи с тем, что усиление ак�
тивности BMP/Smad1/5/8 ветви TGFβ сигналь�
ных путей приводит к стимуляции дифференци�
ровки чЭСК, поддержание самообновления не�
дифференцированных чЭСК возможно только на
фидерных клетках, экспрессирующих низкий уро�
вень факторов BMP. 

Для поддержания метастабильного недиффе�
ренцированного состояния плюрипотентных ЭСК
in vitro необходима сбалансированная актив�
ность различных сигнальных путей, в том числе
ActivinA/Nodal/Lefty/Smad2/3 и BMP/Smad1/5/8
ветвей TGFβ сигналинга (Xiao et al., 2006; Dreesen,
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Brivanlou, 2007; Greber et al., 2007). По�видимому,
высокий уровень эндогенной экспрессии TGFβ1 в
чЭСК не достаточен для того, чтобы нейтрализо�
вать стимулирующие дифференцировку эффекты
эндогенного BMP4, поэтому для сохранения сиг�
нального баланса необходимо усиление активно�
сти ActivinA/Nodal/Smad2/3 ветви с помощью эк�
зогенных факторов ActivinA и Nodal. Необходи�
мость ActivinA/Nodal/TGFβ/Smad2/3 сигналинга
для пролиферации плюрипотентных клеток бла�
стоцисты мыши и поддержания чЭСК в недиффе�
ренцированном состоянии была продемонстри�
рована при ингибировании киназ рецепторов
ALK�4, �5, �7 ингибитором SB 431542 и воздей�
ствии указанных факторов роста (Dunn et al., 2004;
James et al., 2005; Vallier et al., 2005). Однако при вы�
сокой концентрации этих факторов в среде также
может быть стимулирована дифференцировка
чЭСК (McLean et al., 2007). 

Роль фактора FGF2 в самообновлении чЭСК
остается неясной, т.к. имеются противоречивые
данные о взаимодействиях FGF2 и ActivinA сиг�
нальных путей. Ранее показано, что FGF2 может
стимулировать активность PI3K и ERK сигналь�
ных путей и в кооперации с ActivinA/Nodal сигна�
лингом поддерживать самообновление и жизне�
способность чЭСК in vitro (Vallier et al., 2005; Eisel�
leova et al., 2009). Причем только FGF2 не способен
блокировать дифференцировку и стимулировать
пролиферацию чЭСК (Vallier et al., 2005; Greber
et al., 2007; Na et al., 2010). С другой стороны, в ряде
работ было показано, что добавление экзогенного
ActivinA является достаточным для поддержания
чЭСК в недифференцированном состоянии (Beat�
tie et al., 2005; Xiao et al., 2006;). Более того, при до�
бавлении ActivinA в комбинации с FGF2 чЭСК
дифференцировались быстрее (Na et al., 2010). В
наших экспериментах чЭСК ESM02 и SC5, под�
держиваемые на фидерных клетках с различными
уровнями экспрессии FGF2, оставались недиффе�
ренцированными только в случае высокой кон�
центрации экзогенного FGF2 (на мЭФ только в
среде с рекомбинантным FGF2).

Стволовые клетки эпибласта мыши поддержи�
вают in vitro, как и чЭСК, в среде с экзогенными
факторами ActivinA и FGF2 (Brons et al., 2007; Tesar
et al., 2007; Vallier et al., 2009). Реверсия от первич�
ного статуса к базовому статусу плюрипотентности
для этих клеток (в мЭСК�подобные) возможна
при культивировании их в 2i+LIF условиях – в
среде с LIF и ингибиторами ERK1/2 (PD0325901) и
GSK3�киназ (CHIR99021) (Silva et al., 2008; Ying
et al., 2008). Переход чЭСК из первичного в базо�
вый статус плюрипотентности происходил при
культивировании их в 3i+LIF условиях –

PD0325901/ CHIR99021/Forskolin/LIF (Hanna
et al., 2010). В обоих случаях ингибирование
ERK1/2 сигнальных каскадов приводило к
ослаблению зависимости от экзогенных факто�
ров ActivinA и FGF2. 

Таким образом, при переходе плюрипотентных
клеток от базового к первичному статусу, а также к
ранним стадиям дифференцировки эмбриональ�
ных популяций изменяются функциональные ро�
ли сигнальных путей, активируемых факторами
семейства TGFβ и FGF2. На основе полученных
нами данных можно заключить, что поддержание
метастабильного недифференцированного состо�
яния плюрипотентных клеток in vitro, обеспечива�
емое сбалансированной активность различных
сигнальных путей, достигается в мЭСК и чЭСК с
помощью различных схем регуляций ActivinA/
Nodal/Lefty/Smad2/3 и BMP/Smad1/5/8 ветвей
TGFβ сигналинга. Необходимость экзогенной
стимуляции или ингибирования этих сигнальных
путей обусловлена внутренними различиями в
паттернах экспрессии факторов семейства TGFβ и
FGF2 в мЭСК и чЭСК. Для чЭСК (более продви�
нутой в развитии клеточной популяции) усиление
ActivinA/Nodal/Lefty/Smad2/3 сигналинга с помо�
щью экзогенных факторов является необходимым
для ослабления эффектов BMP/Smad1/5/8 сиг�
нальных путей, стимулирующих дифференциров�
ку в клетки внезародышевых структур. Различные
модулирующие эффекты FGF2 в клетках с базо�
вым и первичным статусом плюрипотентности,
очевидно, обусловлены различной функциональ�
ной активностью ERK1/2 сигнальных каскадов.

Работа поддержана Российским фондом фун�
даментальных исследований (проект № 11�04�
00379�а) и Государственным контрактом Минобр�
науки РФ № 16.М04.11.0002.
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Expression of TGFβ Family Factors and FGF2 in Mouse and Human Embryonic Stem 
Cells Maintained in Different Culture Systems

 N. V. Lifantsevaa, A. M. Koltsovab, G. G. Poljanskayab, and O. F. Gordeevaa,*
a Koltsov Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia

b Institute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia
*e#mail: olgagordeeva@yandex.ru

Abstract—Mouse and human embryonic stem cells are in different states of pluripotency (naive/ground and
primed states). Mechanisms of signaling regulation in cells with ground and primed states of pluripotency are
considerably different. In order to understand the contribution of endogenous and exogenous factors in the
maintenance of a metastable state of the cells in different phases of pluripotency, we examined the expression
of TGFβ family factors (ActivinA, Nodal, Lefty1, TGFβ1, GDF3, BMP4) and FGF2 initiating the appro�
priate signaling pathways in mouse and human embryonic stem cells (mESCs, hESCs) and supporting feeder
cells. Quantitative real�time PCR analysis of gene expression showed that the expression patterns of endoge�
nous factors studied were considerably different in mESCs and hESCs. The most significant differences were
found in the levels of endogenous expression of TGFβ1, BMP4 and ActivinA. The sources of exogenous factors
ActivnA, TGFβ1, and FGF2 for hESCs are feeder cells (mouse and human embryonic fibroblasts) expressing
high levels of these factors, as well as low levels of BMP4. Thus, our data demonstrated that the in vitro main�
tenance of metastable state of undifferentiated pluripotent cells is achieved in mESCs and hESCs using dif�
ferent schemes of the regulations of ActivinA/Nodal/Lefty/Smad2/3BMP/Smad1/5/8 endogenous branch�
es of TGFβ signaling. The requirement for exogenous stimulation or inhibition of these signaling pathways is
due to different patterns of endogenous expression of TGFβ family factors and FGF2 in the mESCs and
hESCs. For the hESCs, enhanced activity of ActivinA/Nodal/Lefty/Smad2/3 signaling by exogenous factor
stimulation is necessary to mitigate the effects of BMP/Smad1/5/8 signaling pathways that promote cell dif�
ferentiation into the extraembryonic structures. Significant differences in endogenous FGF2 expression in
the cells in the ground and primary states of pluripotency demonstrate diverse involvement of this factor in
the regulation of the pluripotent cell self�renewal.

Keywords: embryonic stem cells, pluripotent, ground and primed state, differentiation, signaling pathways,
TGFβ, ActivinA, FGF2.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (ISO Coated v2 300% \050ECI\051)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Perceptual
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 149
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 149
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 599
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /DEU <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


