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Моноциты и макрофаги служат мишенями для многих лентивирусов животных, в том 
числе вируса инфекционной анемии лошадей (И.П. Савченкова с соавт., 2017). Сложность па-
тогенеза и недостаточная изученность ретровирусных инфекций обусловливают необходимость 
поиска адекватной клеточной модели для их изучения in vitro. В связи с этим получение макро-
фагов в процессе направленной дифференцировки эмбриональных стволовых клеток (ЭСК), в 
том числе генетически трансформированных генами лошади, представляет интерес для ветери-
нарии (И.П. Савченкова с соавт., 2016). Мышиные ЭСК, выделенные из предымплантационных 
эмбрионов (M.J. Evans с соавт., 1981; G.R. Martin, 1981), имеют уникальные свойства по срав-
нению с другими типами клеток (T.C. Doetschman с соавт., 1985; И.П. Савченкова с соавт., 1996; 
A.M. Wobus с соавт., 2003), что выражается в их неограниченной способности пролиферировать 
и формировать при индукции in vitro все типы клеток эмбриона и взрослого организма. Они могут 
быть ценным источником для получения in vitro всех видов тканей и органов млекопитающих для 
экспериментального анализа, в том числе для изучения и моделирования раннего гемопоэза в куль-
туре. В обзоре обсуждаются вопросы, связанные с дифференцировкой ЭСК в направлении гемо-
поэза in vitro (A.L. Olsen с соавт., 2006; I. Orlovskaya с соавт., 2008; J.A. Briggs с соавт., 2017). 
Для этого используют различные методические подходы, которые имеют свои преимущества и 
недостатки. Рассматривается влияние цитокинов, факторов роста гемопоэза и фидерных слоев, 
представленных монослоем стромальных клеток, на дифференцировку ЭСК in vitro. Уделяется 
внимание непрямому методу дифференцировки посредством создания эмбриональных телец (ЭТ) 
in vitro и имитации микросреды. Показано влияние микроокружения в процессе цитодифференци-
ровки ЭСК мыши в направлении гемопоэза. Продемонстрировано, что максимальное приближение 
условий культивирования и дифференцировки in vitro к условиям развития гемопоэза in vivo повы-
шает эффективность гемопоэтической дифференцировки ЭСК. Необходимо продолжать поиск па-
нели факторов, которые избирательно направляют развитие ЭСК в мезодерму и препятствуют их 
дифференцировке в эктодерму и энтодерму. В настоящее время развиваются методы, позволяющие 
получать макрофаги в культуре из ЭСК (A. Subramanian с соавт., 2009; L. Zhuang с соавт., 2012; 
M. Pittet с соавт., 2014). Приведены данные, в том числе полученные автором настоящего обзора, 
о роли микроокружения в дифференцировке ЭСК в макрофаги in vitro. Непрямой метод диффе-
ренцировки ЭСК посредством создания ЭТ in vitro и имитации микросреды (добавление рекомби-
нантных цитокинов — интерлейкина 3 и гранулоцитарного макрофагового колониестимулирующего 
фактора) может рассматриваться как более перспективный подход для получения макрофагов в 
культуре in vitro. Понимание регуляторных механизмов, управляющих врожденной иммунной си-
стемой, сделает изучение лентивирусов, которые обладают тропностью к этим клеткам, более эф-
фективным. Получение из ЭСК в культуре гомогенной клеточной популяции моноцитов и макро-
фагов открывает новые возможности для изучения зависимости репликации лентивирусов от сте-
пени клеточной дифференцировки.  
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Сложность патогенеза и недостаточная изученность ретровирусных 
инфекций обусловливают необходимость поиска адекватной клеточной мо-
дели для их изучения in vitro. Моноциты и макрофаги служат мишенью для 
многих лентивирусов животных, в том числе вируса инфекционной анемии 
лошадей (1). В течение многих лет макрофаги для исследований получали 
из моноцитов, которые выделяли из периферической крови животных, для 
чего требовалось ее значительное количество. Использование нескольких 
доноров приводило к необходимости многократного взятия у них крови, 
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поскольку диплоидные макрофаги размножаются в культуре ограниченное 
время. Предпринимались попытки создать иммортализованные (бессмерт-
ные) культуры макрофагов собаки (DH82) (2) и лошади (EML-3C, e-Cas) 
(3, 4), чувствительных к инфекционной анемии, которые депонированы в 
Американскую Коллекцию культур клеток (American Type Culture Collec-
tion, ATCC®, https://www.lgcstandards-atcc.org/Products/Cells_and_Microor-
ganisms/Cell_Lines.aspx?geo_country=ru). Однако оказалось, что линия пере-
виваемых макрофагов лошади e-Cas — это мышиные макрофаги (5). В связи 
с этим получение макрофагов в процессе направленной дифференцировки 
мышиных эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) in vitro, в том числе ге-
нетически-трансформированных генами лошади, представляет интерес для 
ветеринарии. 

ЭСК млекопитающих — перспективный клеточный материал для 
изучения вопросов, связанных с цитодифференцировкой (6). Мышиные 
ЭСК, выделенные из предымплантационных эмбрионов в 1981 году (7, 8), 
имеют уникальные свойства (9-11) по сравнению с другими типами клеток. 
В них выявлена огромная библиотека предсинтезированных мРНК генов 
раннего эмбриогенеза и органогенеза. Установлена способность отвечать на 
все сигналы, которые регулируют эмбриогенез, причем временной порядок 
включения основных генов развития совпадает в постымплантационных за-
родышах и в культуре эмбриональных телец (ЭТ) (12). Это позволяет созда-
вать модельные системы in vitro, которые повторяют эмбриональные собы-
тия, с целью выявления генов и молекулярных сигналов, ответственных за 
судьбу клеточной специализации и пролиферации, что открывает огромные 
возможности для изучения функциональных программ генома млекопита-
ющих. ЭСК имеют неограниченную способность формировать in vitro все 
типы клеток эмбриона и взрослого организма, в том числе трофобласт и 
половые клетки (13). Они могут рассматриваться в качестве ценного источ-
ника для получения in vitro всех видов тканей и органов млекопитающих 
для экспериментального анализа (14-16), в том числе для изучения и моде-
лирования раннего гемопоэза в культуре (17-19). 

Первые исследования, в которых пытались добиться развития гемо-
поэза в мышиных ЭСК, включали получение гемопоэтических стволовых 
клеток (ГСК) (20) и определение роли отдельных факторов в их формиро-
вании (21-23). Используемые экспериментальные подходы носили эмпири-
ческий характер, и знания, касающиеся онтогенеза кроветворной системы, 
не применялись. Оценка дифференцировки ЭСК в ГСК базировалась на 
морфологических изменениях и изучении экспрессии генов — маркеров ге-
мопоэза (24, 25). Создание клонов и их анализ in vitro редко использовались 
для оценки эффективности получения ГСК и более специализированных 
клеток крови. Недостаток знаний о клеточной структуре гемопоэтической 
ниши млекопитающих из-за ее сложности объясняет неспособность восста-
новить микроокружение в условиях in vitro для поддержания и расширения 
ГСК и их производных. 

Уместным будет напомнить, что концепция гемопоэтической ниши 
была введена более трех десятилетий назад (26). С тех пор наше понимание 
биологии ниши значительно расширилось (27-29). В настоящее время при-
нято считать, что строма костного мозга (ее клеточные и внеклеточные ком-
поненты) играет ключевую роль в регуляции самообновления ГСК и их 
специализации. В связи с этим для индукции дифференцировки ЭСК в ге-
мопоэтическую линию разрабатываются методы, которые включают ис-
пользование фидерных слоев, представленных монослоем клеток различ-
ного происхождения, в том числе продуцирующих факторы для поддер-
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жания гемопоэза, непрямую дифференцировку посредством образования 
ЭТ в культуре, добавление смеси ростовых факторов, а также различные 
комбинации этих протоколов (30-32). 

Целью настоящего обзора стало обсуждение подходов, основанных 
на имитации ниши in vitro и используемых для дифференцировки эмбрио-
нальных стволовых клеток в гемопоэтическом направлении, а также воз-
можности получения из ЭСК макрофагов. 

Д и ф ф е р е н ц и р о в к а  м ы ш и н ы х  Э С К  с  и с п о л ь з о в а -
н и е м  ф и д е р н ы х  с л о е в. Функция клеток ниши опосредуется молеку-
лами, ассоциированными с клеточной мембраной, растворимыми факто-
рами и молекулами внеклеточного матрикса, которые продуцируют эти же 
клетки. Попытки восстановить функциональную гемопоэтическую нишу in 
vitro пока не увенчались успехом, однако привели к созданию поддержива-
ющих кроветворение клеточных линий. Было показано, что в процессе ре-
гуляции самообновления ГСК в костном мозге принимают участие остеоб-
ласты, эндотелиальные и фибробластоподобные клетки (33-35). Некоторые 
из этих клеточных линий были успешно применяются в качестве индукто-
ров дифференцировки ЭСК мыши в гемопоэтическом направлении (36, 37). 
Использование поддерживающих монослоев клеток (фидеров) поможет вы-
явить молекулы, которые важны для дифференцировки ЭСК. В настоящее 
время в качестве фидерных слоев используют различные стромальные 
клетки, выделенные из эмбриональной печени, костного мозга и стро-
мально-васкулярной фракции подкожно-жировой ткани. Показано, что та-
кое культивирование в одиночку или в сочетании с факторами роста служит 
успешным методическим подходом для индукции гемопоэтической диффе-
ренцировки ЭСК in vitro. 

Одна из первых клеточных линий, которая была использована для 
индукции дифференцировки мышиных ЭСК в гемопоэтические клетки, — 
линия стромальных клеток OP9, полученная из костного мозга мутантных 
мышей (23). Из-за мутации в гене M-CSF клетки не продуцируют функ-
циональный макрофаговый колониестимулирующий фактор (M-CSF). 
M-CSF — цитокин, который участвует в пролиферации, дифференци-
ровке и поддержании моноцитов и макрофагов. Клетки с дефектным ге-
ном M-CSF его не секретируют, поэтому их использование в качестве фи-
дерного слоя могло препятствовать дифференцировке ЭСК в макрофаги. 
Позднее было продемонстрировано, что M-CSF не влияет на способность 
фидерных клеток поддерживать гемопоэтическую дифференцировку ЭСК 
(24). Культивирование ЭСК на фидерных слоях, представленных клетками 
OP9, приводило к образованию ГСК в культуре, из которых потом получали 
эритроциты, миелоидные и лимфоидные клетки (38). Дифференцировка 
ЭСК в гемопоэтическом направлении с использованием OP9 была более 
эффективной при добавлении в питательную среду ростовых факторов, 
которые поддерживают гемопоэз. Так, культивирование ЭСК на монослое 
клеток OP9 в сочетании с тромбопоэтином и интерлейкинами 6 и 11 (IL-
6 и IL-11), которые поддерживают линию мегакариоцитов в костном мозге, 
привело к формированию мегакариоцитов in vitro, продуцирующих тром-
боциты (39).  

Имеются сообщение об успешном использовании стромальных кле-
ток костного мозга линии MS-5 в качестве фидерного слоя для индукции 
дифференцировки ЭСК в мегакариоциты. В среду дополнительно вносили 
тромбопоэтин (Tpo), фактор роста фибробластов 2 (FGF-2), эритропоэтин 
(Epo), фактор роста гепатоцитов (HGF), фактор роста стволовых клеток 
(SCF), смесь интерлейкинов 3, 6, 11 (IL-3, IL-6, IL-11) и гранулоцитарный 
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колониестимулирующий фактор роста (G-CSF) (40-42). 
Ранее сообщалось о применении стромальной линии клеток ST2, 

выделенной из костного мозга мышей, для индукции дифференцировки 
ЭСК (43). На первом этапе ЭСК культивировали в полужидкой метилцел-
люлозной среде (МТ), затем клетки отмывали и культивировали на моно-
слое клеток ST2 в присутствии интерлейкина 7 (IL-7) — фактора, который, 
как известно, направляет развитие взрослых ГСК в лимфоидную линию. 
Авторы показали, что в этой системе совместного культивирования ЭСК 
способны образовывать незрелые предшественники лимфоцитов, которые 
могут специализироваться далее в зрелые В- и Т-лимфоциты in vitro. 

В качестве фидерного слоя успешно использовали клетки, выделен-
ные из стромально-васкулярной фракции подкожного жира PA6 (44, 45). 
Представляют интерес данные по изучению мультипотентных мезенхимных 
стволовых клеток в качестве фидерных слоев для индукции дифференци-
ровки ЭСК в гемопоэтическом направлении (46-48). 

Д и ф ф е р е н ц и р о в к а  Э С К  п о с р е д с т в о м  с о з д а н и я  э м -
б р и о н а л ь н ы х  т е л е ц  c  п о с л е д у ю щ е й  и м и т а ц и е й  м и к р о -
о к р у ж е н и я. Процесс дифференцировки ЭСК зависит не только от опре-
деленных молекулярных стимулов, которые могут создавать фидерные слои 
и смеси цитокинов, но и от конкретных физических условий, в которых 
культивируются клетки. Описано, в том числе нами (49), что ЭСК в куль-
туре стремятся создать трехмерные структуры, которые напоминают раннее 
развитие эмбрионов. В этих структурах, названных эмбриональные тельца 
(ЭТ), развиваются различные типы клеток, включая гемангиобласт — ство-
ловые клетки, предшественники ГСК (гемоцитобласт) и стволовой клетки 
эндотелия кровеносного сосуда (ангиобласт). Основная особенность диф-
ференцировки мышиных ЭСК in vitro — этапность. Вся дифференцировка 
ЭСК происходит через формирование вначале простых, затем сложных ци-
стических ЭТ (9, 10). В отличие от мышиных ЭСК, у большинства линий 
ЭСК человека отсутствует стадия формирования простых ЭТ in vitro вслед-
ствие гетерогенности колоний (50). 

Для получения ЭТ используются различные методы: обеднение 
условий культивирования, создание высокой плотности посева клеток, бло-
кирование клеточной адгезии посредством культивирования их в чашках 
Петри с ультранизким прикреплением (51, 52); создание подвесных капель-
ных культур (53-55); использование для культивирования метилцеллюлозы 
(МТ) или других полужидких сред или культивирование в пористых губках 
(56, 57). На первом этапе во всех перечисленных методах ЭСК индуцируют 
к дифференцировке посредством изменения условий культивирования: 
удаления фидерного слоя и факторов, препятствующих дифференцировке, 
например LIF (фактор, подавляющий лейкемию). Применяется также из-
менение концентрации клеток для посева или плотности фидерного слоя, 
необычные методы снятия ЭСК с подложки, создание условий для суспен-
зионного культивирования. Все перечисленные манипуляции ведут к обра-
зованию на 4-е сут культивирования простых ЭТ — трехмерных сфериче-
ских структур, состоящих из клеток на начальных стадиях дифференци-
ровки. Наружный слой таких телец представлен энтодермальными клет-
ками. Они образуют базальную мембрану, напоминающую мембрану Рей-
харта, компоненты которой синтезируется в нормальном эмбриогенезе 
клетками париетальной энтодермы. В центре простых ЭТ остается попу-
ляция недифференцированных ЭСК, которые продолжают делиться. Если 
культивирование в суспензии происходит более 4 сут, то из простых ЭТ 
формируют цистические ЭТ. Для них характерно наличие внутри полости, 



 

663 

которая наполнена жидкостью, а внутренняя поверхность ЭТ выстлана эк-
тодермальными цилиндрическими клетками. Если такие агрегаты перене-
сти на поверхность, способствующую адгезии, например покрытую желати-
ном, то цистические ЭТ прикрепляются к субстрату, и начинается процесс 
миграции клеток. В течение 9 сут или более образуется много типов клеток, 
детерминированных к дифференцировке. Процесс дифференцировки в та-
ком случае имеет хаотичный характер (58). Недостаток подобной диффе-
ренцировки в том, что в ЭТ присутствуют разные типы клеток и получить 
много клеток одного специализированного вида сложно. Клетки в момент 
миграции из ЭТ, когда происходит «распластывание» последних на желати-
низированной поверхности, становятся чувствительны к воздействию раз-
личных индукторов цитодифференцировки. Поэтому на указанном этапе 
проводится обработка индукторами направленной дифференцировки (14). 
На сегодняшний день существуют протоколы получения ЭТ из ЭСК с вы-
сокой эффективностью (59-61). Гемопоэтическая дифференцировка ЭСК 
посредством создания культуры ЭТ считается непрямым методом диффе-
ренцировки (62) и имеет преимущество перед другими методами (63-65). 
Интересно, что частота формирования гемопоэтических предшественни-
ков при использовании различных методов формирования ЭТ схожа (63). 
Исследования показали, что культивирование клеток на микроносителях, 
представленных полимерами, обеспечивает значительное повышение эф-
фективности дифференцировки ЭСК (66, 67).  

ЭСК можно культивировать как отдельные клетки, кластеры (20 
клеток) и колонии (более 200 клеток). Количество ЭСК можно контроли-
ровать и обеспечить формирование ЭТ желаемого размера (68, 69). ЭТ куль-
тивируются в средах с добавлением индукторов дифференцировки ЭСК или 
без них с целью оценки спонтанной дифференцировки ЭСК. Получение 
ГСК из мышиных ЭТ было более эффективным при добавлении в индук-
ционную среду IL-6 или в комбинации с IL-3 и SCF (70). Добавление Еро 
при культивировании ЭТ в полужидкой среде, представленной МТ, значи-
тельно активировало дифференцировку ЭСК в эритроциты по сравнению с 
дифференцировкой, индуцированной в среде без него. Формирование ми-
елоидной линии из ЭТ усиливалось посредством добавления IL-3 (71) и в 
сочетании с IL-1 и M-CSF или GM-CSF (гранулоцитарный макрофаговый 
колониестимулирующим фактор) (72). 

Следовательно, знание факторов, которые участвуют в регуляции 
этапов развития кроветворной системы в онтогенезе, включая факторы, ре-
гулирующие индукцию мезодермы и последующее образование геман-
гиобласта и ГСК, играет ключевую роль в индукции ЭСК в направлении 
гемопоэза. Получение новых данных позволит улучшить существующие и 
разработать новые методы для создания специализированных гомогенных 
популяций клеток крови и иммунной системы in vitro, в том числе с задан-
ными свойствами. Из ЭСК были созданы все типы клеток крови и иммун-
ной системы: эритроциты, мегакариоциты, гранулоциты, тучные клетки, 
эозинофиллы, Т- и В-лимфоциты, дендритные клетки и макрофаги (73-75), 
в том числе человека (76). 

К  в о п р о с у  о  п о л у ч е н и и  м а к р о ф а г о в  и з  ЭСК in vitro. 
В последнее время основные представления о мононуклеарной системе фа-
гоцитов (МСФ) оспариваются в связи с накоплением новых эксперимен-
тальных данных (77, 78), к которым относятся существование отдельной 
линии эмбриональных фагоцитов, способность к трансдифференцировке 
(процессу прямого преобразования) и слиянию клеток MСФ с другими ти-
пами клеток, доказательство локального обновления популяций тканевых 
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макрофагов в отличие от моноцитов, а также открытие дендритных клеток 
как отдельной линии мононуклеарных фагоцитов, специализирующихся на 
презентации антигена Т-клеткам и инициации и контроле иммунитета. Ра-
нее система MСФ была определена как линия гемопоэтических клеток, 
происходящая из клеток-предшественников в костном мозге. Концепция 
клеточной системы, основанная на едином клеточном происхождении, 
была привлекательной в связи с тем, что объединила многие аспекты изу-
чения врожденного иммунитета. В настоящее время существует две гипо-
тезы, одна из которых предполагает фрагментацию МСФ на подмножества 
с различными специализациями и состояниями активности, а другая посту-
лирует, что границы между мононуклеарными фагоцитами и другими мие-
лоидными клетками, даже другими типами мезодермальных клеток, раз-
мыты. Тем не менее считается, что МСФ включает популяции моноцитов, 
макрофагов и дендритных клеток на разных стадиях дифференцировки и 
активации (79, 80). Тканевые макрофаги — высокоспециализированные 
клетки, которые широко распространены во всех тканях и служат ключевым 
компонентом иммунной системы. Они принимают активное участие в вос-
становлении тканей при ишемическом повреждении органов, травме сосу-
дов и презентации антигенов и в разных тканях могут проявлять значитель-
ную гетерогенность в отношении фенотипа, гомеостатического обмена и 
функции. Вопросы о происхождении и обновлении подмножеств макро-
фагов ткани остаются противоречивыми (79).  

Понимание регуляторных механизмов, управляющих врожденной 
иммунной системой, может сделать изучение лентивирусов, обладающих 
тропностью к макрофагам, более эффективным. Получение из ЭСК в куль-
туре гомогенной клеточной популяции, представленной моноцитами или 
макрофагами, открывает новые возможности для изучения зависимости ре-
пликации лентивирусов от степени цитодифференцировки. Анализ данных 
литературы показал, что исследования в этом направлении ведутся (81). 
Был описан метод получения функциональных моноцитов и макрофагов из 
ЭСК, который включает спонтанную дифференцировку ЭСК в ЭТ с после-
дующей направленной дифференцировкой по миелоидной линии (82). В 
среду добавляли рекомбинантные цитокины IL-3 и M-CSF для получения 
гомогенной популяции моноцитов, из которых далее образовывались мак-
рофаги. По своим свойствам (фенотип и функциональные способности) 
они были схожи с макрофагами, полученными из моноцитов крови. Ис-
пользуя этот метод, в течение 1-3 нед можно получить более 1½107 моно-
цитов из 6-луночного планшета, однако затем эффективность резко снижа-
ется. Кроме того, была выявлена зависимость числа моноцитов от исполь-
зуемой для этих целей линии ЭСК. 

На сегодняшний день разработаны методы получения макрофагов 
в культуре как из ЭСК мыши (81, 83, 84), так и человека (85). Они вклю-
чают культивирование ЭСК на стромальных клетках мыши (например, 
OP9) и/или очистку клеток-предшественников от частично дифференци-
рованных культур на стадии дифференцировки в моноциты. Однако ни 
один из этих протоколов не поддается масштабированию в связи с тем, что 
условия получения в культуре макрофагов определены не полностью.  

На сайте http://www.abcam.com компании «Abcam Inc.» (Великобри-
тания) опубликован пошаговый протокол получения макрофагов из мы-
шиных ЭСК линии E14, взятый из работы L. Zhuang с соавт. (84). Этот 
метод предлагает использовать 15 % кондиционную среду (КС), собран-
ную из-под клеток мышиной фибросаркомы L929, которая содержит ко-
лониестимулирующий фактор 1 (CGF-1), он же M-CSF. Непонятна про-
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пись приготовления среды для дифференцировки ЭСК в макрофаги, а 
именно добавление в среду LIF, который позволяет культивировать ЭСК, 
сохраняя их эмбриональный фенотип без признаков дифференцировки. 
Сама идея многократного сбора среды при культивировании ЭТ, содержа-
щей в суспензии клетки с фенотипом макрофагов, оригинальна. Метод поз-
воляет получить с одной чашки Петри 12½106-24½106 макрофагов в течение 
10-20 сут посредством многократного накопления.  

Мы также проводили исследования по получению макрофагов из 
мышиных ЭСК посредством дифференцировки (86, 87). В качестве объекта 
использовали линию Д3. Дифференцировку выполняли через образование 
ЭТ в культуре. Обеднение условий культивирования ЭСК с последую-
щим переводом их в суспензионное состояние приводило к образованию 
на 2-е сут ЭТ с высокой эффективностью (99±0,02 %). Культивирование 
ЭТ в течение 12 сут в суспензии в среде, которая содержала 25 % КС из 
мышиных клеток, выделенных из стромы костного мозга, способствовало 
их дифференцировке в гемопоэтическом направлении. На 12-е сут культи-
вирования ЭТ собирали и обрабатывали ферментами для получения отдель-
ных клеток. Доля клеток, положительно окрашенных с антителами (АТ) 
против антигенов, экспрессия которых специфична для гемопоэтических 
клеток CD34 (сиаломуцин) и CD45 (общий лейкоцитарный антиген), со-
ставила соответственно 37 и 5 %. Для подтверждения дифференцировки ис-
пользовали полужидкую МТ среду, в которую дополнительно вносили 25 % 
КС. Анализ полученных результатов продемонстрировал формирование 
клонов с различной морфологией на 14-е сут с эффективностью 0,11 % 
(11±0,4 на 10000 клеток). В трех из семи выбранных клонов клетки поло-
жительно окрашивались с АТ против F4/80 (экспрессия этого антигена спе-
цифична для макрофагов). Когда вместо КС в среду вносили рекомбинант-
ные IL 3 и GM-CSF, доля клеток, положительно окрашенных АТ против 
антигенов CD34 и CD45, составляла соответственно 43 и 25 %. Эффектив-
ность колоний с морфологией подобной макрофагам в МТ среде с цитоки-
нами увеличивалась в 3 раза. Наши результаты свидетельствуют о возмож-
ности получения клеток с фенотипом, подобным макрофагам, из ЭСК по-
средством непрямой дифференцировки популяций. 

Таким образом, мышиные эмбриональные стволовые клетки, выде-
ленные из предымплантационных эмбрионов, имеют уникальные свойства 
и могут рассматриваться в качестве ценного материала для изучения и мо-
делирования раннего гемопоэза в культуре. Для этого используются различ-
ные методические подходы, которые имеют свои преимущества и недо-
статки. Ключевую роль в индукции дифференцировки ЭСК мыши в гемо-
поэтическом направлении играют цитокины, факторы роста гемопоэза и 
фидерные слои, представленные монослоем стромальных клеток. Непрямой 
метод дифференцировки ЭСК посредством создания эмбриональных те-
лец in vitro и имитации микросреды (добавление рекомбинантных цито-
кинов) может рассматриваться как более перспективный метод получения 
в культуре макрофагов. Можно сделать вывод, что максимальное прибли-
жение условий культивирования и дифференцировки in vitro к условиям 
развития гемопоэза in vivo повышает эффективность гемопоэтической 
дифференцировки ЭСК. Несмотря на огромный интерес к рассмотренным 
вопросам и на увеличивающееся число методов, проблема низкой эффек-
тивности дифференцировки ЭСК в кроветворные линии, в том числе в мак-
рофаги, остается не решенной. Необходимо продолжать поиск панели фак-
торов, которые избирательно направляют развитие ЭСК в мезодерму и пре-
пятствуют формированию из них эктодермы и энтодермы. Следует научиться 
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управлять этим процессом, чтобы стимулировать избирательно дифферен-
цировку мезодермы в гемангиобласт и далее в гемопоэтические стволовые 
клетки, возможно, посредством подбора соответствующей микросреды, 
которая будет регулировать экспрессию желаемых генов, контролирующих 
кроветворение.  
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A b s t r a c t  
 

Monocytes and macrophages are the targets for many animal lentiviruses, including the eq-
uine infectious anemia virus (I.P. Savchenkova et al., 2017). The complexity of the pathogenesis and 
insufficient knowledge of retroviral infections necessitate the search for an adequate cell model for 
their in vitro study. In this regard, obtaining macrophages via directed differentiation of embryonic 
stem cells (ESCs) in vitro, including those genetically transformed with equine gene, is of interest for 
veterinary medicine (I.P. Savchenkova et al., 2016). Mouse ESCs isolated from preimplantation em-
bryos (M.J. Evans et al., 1981; G.R. Martin, 1981) have unique properties compared to other cell 
types (T.C. Doetschman et al., 1985; I.P. Savchenkova et al., 1996; A.M. Wobus et al., 2003), namely 
an unlimited capacity to proliferate and form all types of cells of the embryo and adult organism in 
vitro. They can be a valuable source for in vitro production of all types of mammalian tissues and 
organs for experimental research, including for the study and modeling of early hematopoiesis in in 
vitro culture. The review discusses issues related to the in vitro hematopoietic differentiation of ESCs 
(A.L. Olsen et al., 2006; I. Orlovskaya et al., 2008; J.A. Briggs et al., 2017). For this, various method-
ological approaches are used, which have advantages and disadvantages. Effects of cytokines, hemato-
poietic growth factors, and feeder layers, e.g. a monolayer of stromal cells, on differentiation in vitro 
of ESCs are under consideration. The attention extremely focuses on indirect method of differentiation 
by creating embryonic bodies (EBs) in vitro and simulating a microenvironment for differentiation. 
The microenvironment is shown to activate the hematopoietic cytodifferentiation pathways in mouse 
ESCs. It has been demonstrated that the conditions of culture and differentiation in vitro closest to 
those enabling hematopoiesis development in vivo, increases the efficiency of hematopoietic differen-
tiation of ESCs. It is necessary to continue the search for a panel of factors that selectively direct the 
development of ESCs in the mesoderm and prevent their differentiation into ectoderm and endoderm. 
Obtaining new data will improve existing and develop new methods for creating specialized homoge-
neous populations of blood cells and the immune system in vitro with desired properties. Methods are 
currently being developed that make it possible to obtain macrophages in culture from ESCs (A. 
Subramanian et al., 2009; L. Zhuang et al., 2012; M. Pittet et al., 2014). Data are presented, including 
the author’s own findings, on the role of the microenvironment in the differentiation of ESCs in 
macrophages in vitro. An indirect method of ESC differentiation through the creation of ETs in vitro 
and imitation of the microenvironment (addition of recombinant cytokines, the interleukin 3 and 
granulocyte macrophage colony-stimulating factor) can be considered as a more promising way to 
obtain macrophages in in vitro culture. An understanding of the regulatory mechanisms that drive the 
innate immune system may contribute to more effective research on lentiviruses with tropism for these 
cells. Production of monocytes and macrophages from ESCs in a culture of homogeneous cell popu-
lation opens up new opportunities for studying the dependence of replication lentiviruses on the degree 
of cell differentiation. 

 

Keywords: mouse, embryonic stem cells, embryonic bodies, differentiation, hematopoietic 
niche, hematopoietic stem cells, growth factors, cytokines, mononuclear phagocyte system, lentivi-
ruses, macrophages, production, in vitro culture. 


