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Abstract. T�� ������� ����� ����� �� ����������� ��� � ����-T�� ������� ����� ����� �� ����������� ��� � ����-
������ ������������ (�CI) ������ �� l���-���� ��l����� ����� 
��������������� ��b������ ���� ��ll�. O�� ����� ��b������ 
���� (�ES) ��ll l��� ��� 2 ����� ��������������� ��b������ 
���� (�PES) ��ll l���� w��� ��bj����� �� l���-���� ��l���� 
in vitro (>50 ��������). K����������, �����-b���� ����������� 
genomic hybridization (aCGH), X-inactive specific transcript 
(�IST) RNA, ������fl���������� �������� ��� ���l-���� 
PCR w��� ���� �� ������ ��� ���������� k��������� �f ����� 
��ll� ��� ��� �CI ������. � ���������� �������l����� w�� 
�b������ �� ��� �PES-2 ��ll� f�ll�w��� ��l���� f�� 50 ��������. 
A� ���l� �� 20 ��������, �IST RNA �x�������� w�� �������� 
�� ��� �PES-2 ��ll� ��� w�� f�ll�w�� b� l�w �-l��k�� ���� 
�x��������. T�� �IST RNA �x�������� l���l w�� ������ �� 
��� ��ff���������� �PES-2 ��ll�. T�� �PES-2' ��ll� ���� w��� 
��b�l���� �f �PES-2 �������� ��� �CI ������, ��� ��� l�w 
�IST ��� �-l��k�� ���� �x��������. �IST RNA �x�������� 
�������� �� � l�w l���l �� ��� ��ff���������� �PES-2' ��ll�. 
T�� ����� b��������l ��b������ ���� (�BES)-1 ��� �PES-1 
��ll� ��� ��� �x��b�� �CI, ��� ��� ��ff���������� �PES-1 ��ll� 
��� ���� �x�������� l���l� �f �IST RNA. I� ����l�����, ��� 
���������� k��������� �f ���� �PES ��ll l���� �����l�� 
�����b�l�����. S���l�� �� ��� �ES ��ll�, ��� �PES ��ll� �x��b���� 
3 �CI ��������. T�� �����bl� �CI ������ �f ��� �PES-2 l��� ��� 
���� b��� ��l���� �� ���������� �����b�l���. T���� �����bl� 
����������� ��������� ����� ��ll� ��������bl� �� �������-
�����l ���������� ��� f���z��� ���������, w���� ��� b� ��� 
����l� �f ������������l �����������.

Introduction

H���� ��b������ ���� (�ES) ��ll� ���� b��� w���l� ���� 
�� ������������ �������� ��� �� ����� �������� �� ��ff��������� 
���� ������� ��ll ����� b��� in vitro ��� in vivo (1,2). H�w����, 
������l��� ��j������ ��� ��� �����bl� ���������� ����� �f �ES 
��ll� f��� ����� ��b���� l���� ����� ��� �� �������� ��� 
�������. H���� ��������������� ��b������ ���� (�PES) 
��ll�, ��� ������� �������l� �f w���� ��� ������� ������l� f��� � 
����l� ������, ��� ���������� �� b� � �����bl� ����� �� ����l�� 
��� ����� �f ������ ��j������ (3), ��� ������l �PES ��ll l���� 
���� b��� ��������� (4-8). T���� ���� ��ll l���� ���� �x��b���� 
infinite proliferation, self-renewal and differentiation proper-
����, ����l�� �� ��b������ ���� ��ll l���� in vitro.

T�� ����l���l� ����ff���������� ������ ��� ��� �������l 
������� ��������������� �f �ES ��ll� ��� ��������� f�� �l�����l 
��� �������� ����l� (9). I� ��� b��� ��������l� �������� ���� ��� 
���l����� ��� ��l������ �f �ES ��ll �l���� ��l����� in vitro 
������ ������� ��� ���������� �������, w���� �l���� ��� b������� 
��� f��� �f ����� �ES ��ll� (10-13). T�� ������� ��� ���������� 
���b�l����� �f �ES ��ll� ��� ������l f�� ����� ��� �� ��������-
���� ��������. E��������� ������� ���l��� DNA �����l�����, 
histone modifications, genomic imprinting and X chromosome 
������������ (�CI).

�CI ����l��� ��� �f ��� � ����������� �� ��ll� �f � 
f���l� �����l ��� �� ������l f�� ��b��� f�������� ��� 
��ll b��l��� (14). T� ����, �ES ��ll� ���� b��� ���w� �� ���� 
3 ��ff����� �CI ��������. W��� ������ I �� ��� �ES ��ll�, b��� 
� ����������� ��� ��������� �� ��� ����ff���������� �����, ��� 
�CI ������ ������l� f�ll�w��� ��ff�����������, w���� �� �l��� 
�� w��� ������ �� ����� ��b������ ���� ��ll� (15-17). W��� 
������ II, �CI ��� �l����� �������� �� ����ff���������� �ES 
��ll�, ��� �����x�����l� 20-70% �f �ES ��ll� ��� b� f���� 
with X-inactive specific transcript (XIST) clouds accumulated 
on a specific chromosome (11,18). Finally, with status III, XCI 
��� �������� w������ �IST RNA �x�������� (11). C������ 
������� ���� ������������ ���� ��� �ES ��ll �CI ������ ��� 
��l���� �� ��� ��l���� ���������� ���� ��� ����������� ��ff��-
��������� ��������l (19). H�w����, ��� �CI �������� �f �PES 
��ll l���� ���� ��� b��� ��������l� ������������ �� ����.

T���, �� ��� ������� �����, w� �������� ��� �������� �f 
�PES ��ll l���� f�ll�w��� ���l����� ��������� �� ��l���� 
in vitro. W� f������ �� ��� �CI ������ �f �PES ��ll l���� 
(�PES-1 ��� �PES-2) ����� l���-���� ��l���� ���������� 
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(>50 ��������) in vitro. W� f���� ���� �PES ��ll� �l�� ��� 
3 �CI ��������, �l������ ��ff����� �CI �������� ���l� b� f���� 
w����� ��� ���� ��ll l���. T���� ��ff������� �� �CI ������ �� 
�PES ��ll� ��� b� ��l���� �� ����� � ���������� �����b�l���. 
F����������, l�w �x�������� l���l� �f �-l��k�� ����� w��� 
�������� �� ��� �PES ��ll� ���� w��� ��l���� �� ����� �IST RNA 
�x�������� l���l�. T�� �CI ������ �� ��l���� �� ��� ������� ����-
����������� �� ������� �f ��b������ ���� ��ll� ���� ��� ��l����� 
in vitro and the freezing conditions used. Our findings suggest 
���� �� �� ��������l �� ������ ��� �CI ������ �f �ES ��ll� ��� �� 
�������� ���� �� ��� �f ��� ���������� ���� f�� ���l������ ��� 
q��l��� �f �ES ��ll�.

Materials and methods

Ethics statement. O�� �������l� w��� �������� b� ��� E����� 
Committee of the First Affiliated Hospital of Sun Yat-Sen 
U���������. D����� ��l������l� ������� �x���������l �������l� 
with no financial compensation and written informed consent 
w�� �b������.

Derivation and culture of hES, human foreskin fibroblasts 
(HFFs) and human endometrial stromal cells (hESCs). T���� 
�ES l���� w��� ���l�z�� �� ���� �����, ���l����� ����� b���-
�����l ��b������ ���� ��ll l���-1 [�BES-1, ������� (P)12], 
�PES ��ll l���-1 (�PES-1, P10) ��� �PES ��ll l���-2 (�PES-2, 
P10). T�� �BES-1 ��ll� w��� f��� � �HES1 ��ll l��� ���� w�� 
������� ��� ���������� �� ��� ��b������ ���� ��ll l�b�������, 
�� ��������l� ������b�� (20). T�� �PES-1 ��� �PES-2 ��ll� 
w��� f��� �PES1 ��� �PES2 ��ll l���� ���� w��� �l�� ������� 
��� ���������� �� ��� l�b�������, �� ��������l� ������b�� (6). 
C�l����, ���������������� ��� w������ ������� f�� ����f-
f���������� �ESC� ��� ��b����� b��� (EB) f�������� 
w��� �� ��������l� ������b��, ��� ��� ������� ��� �����l�� 
����������z������ �f ��� �l���������� �f ����� ��ll l���� w��� 
verified (6,20,21). The derivation and culture of hESCs and 
HFF� w��� �� ��������l� ������b�� (22,23).

S���������� �ESC ��ff����������� w�� ������� �� �����-
���l� ������b�� (6,20). �PES-1 ��� �PES-2 ��ll� �� P60 ��� 
�PES-2' ��ll� �� P70 w��� ������� f��� ��� ������ ����� 
1 ��/�l �f ��ll������� IV (���. ��. 17104-019; I���������/G�b��, 
G���� I�l���, NY, USA) ��� ��l����� ����� ���������� �����-
�����. S���������� EB� w��� ���w� �� ������ ���� ���l���� 
80% K���k���-DMEM (C��. ��. 10829-018), ����l������� 
w��� 20% ����� ���l�������, 0.1 �M 2-��������������l ��� 
1% ���-��������l ����� ����� (C��. ��. 11140-050) (�ll f��� 
I���������/G�b��). Af��� 14 ����, �ll ��ff���������� ����l�� 
f��� EB� w��� ��ll�����.

Karyotyping. T�� �BES-1 (P19) ��l�����, �ESC� ��� HFF� 
w��� ����b���� w��� 0.2 µ�/�l �f ��l������� (I���������/G�b��) 
at 37˚C for 3 h. The cells were collected, trypsinized, washed 
w��� ���������-b�ff���� ��l��� (PBS) (C��. ��. 10010-049; 
I���������/G�b��) ��� ���� ����b���� w��� 0.075 M �����-
sium chloride at 37˚C for 10 min. These cells were fixed with 
�������l:�l����l ������ ���� (1:3) 3 ����� ��� ���� ������� 
���� �l��� �l����. C��������� ������� w��� G�����-b����� 
��� ������������. K��������� w��� �������� ����� �����l 
G-b������ ���������� ��� 50 ��������� II ������� w��� 
�x������ f�� ���� ����l�. A �����l k�������� ���w�� �����l 

���������� ���b��� ��� G-b������ �������� �� ��� ������� 
�x������.

Array-based comparative genomic hybridization (aCGH). T�� 
�BES-1 (P42), �PES-1 (P70), �PES-2 (P20) ��� �PES-2 (P55) 
��ll ��l����� w��� l����, �f��� w���� ������� DNA w�� 
���l�f��� ����� � S���Pl�x DNA A��l�f������� ������ 
(Bl��G���� L��., C��b�����, UK), ��������� �� ��� ����-
facturer's instructions. Whole genome amplification (WGA) 
�������� w��� ��������� �� ��������l� ������b�� (24) ��������� 
�� ��� Bl��G���� �������l (����l�bl� ��: ����://www.��������.
com/). Briefly, WGA products were fluorescently labeled and 
�����������l� ��b����z�� �� 24���� V3/24���� + ������ w��� 
������� ������l S���R�f ��f������ DNA (��l�/f���l�) (b��� 
f��� Bl��G���� L��.) �� �� ����� CGH �x�������� f�����. A 
l���� �������, I���S���w 710 AL (I�������, C��b����, F�����), 
was used to excite the hybridized fluorophores of a Fluorescent 
L�b�ll��� ������ (Bl��G���� L��.), ��� ���� �� ���� ��� ����� 
��� ����l���� ��b����z����� ������. T�� ������� ������ w��� 
then analyzed and quantified using algorithm fixed settings 
w��� Bl��F��� M�l�� ��f�w��� (Bl��G���� L��.), � ��f�w��� 
���k��� ���� ����������ll� ���f����� ��� ����� �f ���� �l���-
ment, quantification, normalization and post-processing.

Flow cytometry for hESC phenotyping. T�� �BES-1 (P70) 
��� �PES-2 (P70) ��ll ��l����� w��� �������� w��� 0.25% 
T������-EDTA (C��. ��. 15400-054; I���������/G�b��) �� 
������� ����l� ��ll�. T�� �ESC� (1-2x106) w��� ��������� 
�� 0.5 �l �f D�lb����'� ���������-b�ff���� ��l��� (DPBS; 
C��. ��. 14190-144; I���������/G�b��). S�b��q���l��, 2-3 �l �f 
70% ������l w��� ����� �� ���� ��b�, ��x�� ��� ����b���� �� 
4˚C for 30 min. Cell suspensions were washed, centrifuged and 
resuspended in 400 µl of DPBS. Cell suspensions were filtered, 
1 ��/�l �f ��������� ������ (A������, G��������, C����) 
w�� ����� f�ll�w�� b� ����b����� f�� 30 ���. C�ll ����������� 
w��� ���l�z�� ����� � FACSC�l�b�� Fl�w C�������� w��� 
C�llQ���� ��f�w��� (B�����-D��k�����, B����� C�����, NJ, 
USA).

DNA fluorescence in situ hybridization (FISH). F�� DNA FISH 
���l����, ��� �BES-1, �PES-1 ��� �PES-2 ��ll� w��� ������� 
���� w�� �l���� ��� ����� �� ���� ����������� ���������. 
They were then fixed with 0.1% Tween-20 and 0.01 N HCl 
��� ���������� w��� �� ������l ������ �� �������������� �f 70, 
85 ��� 100%. CEP�/CEPY (C�����ll, B��b���, Oxf��������, 
UK) w�� ���� f�� ��b����z����� f�� 2 �. F���ll�, ��� ��ll� w��� 
������� w��� 4',6-���������-2-�����l����l� (DAPI; C�����ll) 
f�� 5 ���. T�� ��ll� w��� �x������ ����� � fl���������� 
���������� (L���� DMIRE 2; L���� M����������� G�bH, 
W��zl��, G������). A� l���� 20 ��ll� w��� �x������ f�� ���� 
�x��������.

RNA FISH. T�� �ESC�, �BES-1 (P20 ��� P40), �PES-1 
(P20 ��� P40), �PES-2 (P20 ��� P40) ��� �PES-2' (P70) 
��ll� w��� ���� f�� RNA FISH ���l����. �IST RNA-FISH 
(B�������� T�����l�����, N�����, CA, USA) w�� ������� ��� 
��������� �� ��� �������l �������� b� S��ll���� FISH P��b�� 
(B�������� T�����l�����; �����://www.b������������.���/
����l��.���x?�����=224%2�318), �� ��������l� ������b�� (15). 
T�� �IST ���b� ��q������ ��� l����� �� T�bl� I. �ES ��ll 
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��l����� ��� �ESC� w��� ��l����� �� M�ll���ll EZ �l���� 
(C��. ��. PEZGS0496; M�ll�����, B�ll�����, MA, USA). S������ 
��l����� w��� �x������ ����� � fl���������� ���������� 
(L���� DMIRE 2; L���� M����������� G�bH).

Immunofluorescence staining. T�� �ESCS�, �BES-1 (P20 
��� P40), �PES-1 (P20 ��� P40), �PES-2 (P20 ��� P40), 

and hPES-2' (P70) cells were used for immunofluorescence 
��������. T�� �ES ��ll ��l����� ��� �ESC� w��� ��l����� �� 
M�ll���ll EZ �l���� (M�ll�����) ��� f�x�� w��� 4% ����f��-
��l������ (C��. ��. P6148) f�� 20-30 ���, ������� w��� 0.5% 
T����� �-100 (C��. ��. �100) f�� 20 ��� ��� ���� bl��k�� w��� 
10% ���� ����� (C��. ��. G9023) (�ll f��� S����, S�. L����, 
MO, USA) f�� 1 �. T�� ��ll� w��� ���� ����b���� w��� ������� 
antibodies at 4˚C overnight. The primary antibodies included 
����� ����-������� H3 ��������l K27 (H3K27��3; 1:100; 
C��. ��. �b6147) ��� ��bb�� ����-������� H3 �����l K9 (H3K9��; 
1:200; C��. ��. �b61231) (b��� f��� Ab���, C��b�����, UK). 
T�� ��ll� w��� ���� ������ 3 ����� w��� PBS ��� ����b���� 
at 37˚C for 60 min with goat anti-mouse IgM R-PE (1:200; 
C��. ��. 488800A; I���������, C��l�b��, CA, USA) �� ���� 
����-��bb�� I�G FITC (1:200; C��. ��. A24532; I���������), ��� 
finally stained with DAPI for 5 min. The stained colonies were 
examined under a fluorescence microscope (Leica DMIRE 2; 
L���� M����������� G�bH). 

Real-time polymerase chain reaction (PCR). �IST �x�������� 
(���b� �IST ID: H�01079824_�1; A�b���, A�����, T�, USA) 
w�� �������� �� ��� �ESC� ��� HFF�, ��� �BES-1, �PES-1 ��� 
�PES-2 ��ll� �� P20, P40 ��� P60, ��� �PES-2' ����ff���������� 
��ll� �� P50, P60 ��� P70, �� w�ll �� �� EB� �f �PES-1 (P60), 
�PES-2 (P60) ��� �PES-2' (P70) ��ll�. �-l��k�� ���� �x�������� 
w�� �������� �� ��� �BES-1, �PES-1 ��� �PES-2 ��ll� �� P20, 
P40 ��� P60, ��� �� ��� �PES-2' ����ff���������� ��ll� �� P50, 
P60 ��� P70. R��l-���� PCR w�� ������� ��� ����� T�qM�� 
���� �x�������� C�ll�-�� CT k��� (C��. ��. 4399002; A�b���) 
�� ������b�� �� ��� T�qM�� ���� �x�������� C�ll�-�� CT k�� 
�������l (����://www.l�f�������l�����.���/�����/����l��/
�������/4399002?ICID=������-�������). T�� ������ �-l��k�� 
����� w��� �l��� ���l�������/�����l �����������, �-L��k�� 
(ATR�; ����� ID: H�00230877_�1) ��� ��������-���� �����-
���b�� ������ 1 (CHIC1; ����� ID: H�01371424_�1) (b��� 
f��� A�b���). R�l����� �IST ���� ��� ����� �-l��k�� ���� 
�x�������� l���l� w��� ��l��l���� ����� ��� 2-∆∆CT ������ 
f�ll�w��� �����l�z����� �� GAPDH (����� ID: H�02758991_
�1; A�b���) �x�������� l���l�.

Pluripotent characterizations of hPES-2 cells. T� �x�l��� ��� 
�����b�l��� ���� �IST �x�������� �� ����ff���������� �PES-2 
��ll� �������� ��� �� ����� ��ff����������� �� ��l����, w� �������� 
��� �l��������� ����������z������ �f ��� �PES2 ��ll�. EB� w��� 
���� �� ������ ��� ��ff����������� ����b�l��� �f ��� �PES-2 ��ll� 
in vitro using specific immunofluorescence staining.

Alk�l��� ����������� (AP) �������� w�� �������� b� 
������������l ��������. T�� �PES-2 ��ll ��l����� �� � ����� 
��b������ f�b��bl��� (MEF) f����� l���� w��� f�x�� w��� 
4% ����f����l������ f�� 20-30 ���, ������� w��� 0.5% 
T����� �-100 f�� 10 ��� ��� ���� ������� w��� BCIP/NBT 
(B�������, H�����, J������, C����) f�� 5-13 ��� ����� �� 
�x���������.

B���fl�, f�� ������fl���������� ��������, ��� �PES-2 
��ll ��l����� w��� ����b���� w��� ��� f�ll�w��� ������� 
����b����� ������� �����-�����f�� ��b������ ��������: ��� 
����-����� �����-�����f�� ��b������ ������� (SSEA)3 
�����l���l ����b��� (C��. ��. LV1528429), ��� ����-����� 
SSEA4 �����l���l ����b��� (C��. ��. LV1488380), ����� 
����-����� �����-��j������ ������� (TRA)-1-60 �����l���l 

T�bl� I. �IST ���b� ��q������.

P��b� ��q����� (5'→3') P��b� ��q����� ����

��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_1
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_2
��������������������������� H�����IST-RNAFISH���b�_3
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_4
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_5
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_6
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_7
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_8
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_9
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_10
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_11
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_12
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_13
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_14
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_15
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_16
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_17
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_18
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_19
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_20
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_21
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_22
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_23
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_24
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_25
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_26
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_27
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_28
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_29
��������������������������� H�����IST-RNAFISH���b�_30
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_31
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_32
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_33
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_34
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_35
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_36
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_37
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_38
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_39
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_40
��������������������������� H���� �IST-RNAFISH���b�_41

XIST, X-inactive specific transcript.
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����b��� (C��. ��. LV1541028), ����� ����-����� TRA-1-81 
�����l���l ����b��� (C��. ��. LV1580855); ����� ����-
����� �������-b������ ������������� f����� 4 (OCT-4) 
�����l���l ����b��� (C��. ��. MAB4419A4) ��� ����� 
����-����� N���� �����b�x (NANOG) �����l���l ����b��� 
(C��. ��. MABD24A4) (�ll f��� M�ll�����) (�ll w��� ���� �� 
1:100). T�� ��������� ����b����� w��� �� f�ll�w�: ���� ����-
��� I�M 488 (C��. ��. 549138), ���� ����-����� I�M R-PE 
(C��. ��. 488800A) (b��� f��� I���������), ���� ����-��� I�G, 
FITC (C��. ��. CW0167) ��� ���� ����-����� I�G, FITC 
(C��. ��. CW0113) (b��� f��� CWBIO, B��j���, C����) (�ll 
w��� ���� �� 1:200).

G��� �x�������� l���l� �� ��� �l��������� �PES2 ��ll� w��� 
�������� b� ���l-���� PCR. T�� ������� ���� f�� OCT-4, 
REX1 [also referred to as zinc-finger protein-42 (ZFP42)], 
SRY (��x ����������� ������ Y)-b�x 2 (SO�2), NANOG, 
L��-28 ����l�� A (LIN28) ��� ���l��������� (NPM1) ��� 
l����� �� T�bl� II. β-����� w�� ���� �� � ������l. PCR �������� 
w��� ��z�-f����������� b� 1% ������� ��l �l������������� ��� 
w��� �����l�z�� b� �������� b������ ��������. F���l ���l���� 
w�� ���� ����� �� ����� ���l�z�� (B��-R��, H����l��, CA, 
USA).

Statistical analysis. T�� ����l�� f��� ���l-���� PCR f�� ��� 
�x�������� l���l� �f ��� ��ff����� ����� �� ��� ��ff����� ��ll 
lines were compared by ANOVA. Pearson correlation coeffi-
������ w��� ���������� �� ������ �����bl� ������������ b��w��� 

�IST RNA ��� �-l��k�� ���� �x�������� l���l�. A P-��l�� 
of <0.05 was considered to indicate a statistically significant 
��ff������.

Results

Karyotype instability in hPES cell lines. T�� �BES-1, �PES-1 
��� �PES-2 ��� �ES ��ll l���� ���� ���� b��� ������l� ��l������. 
T�� �BES-1 ��ll l��� �� ��� ������ ������ �f �ES ��ll l����, 
��� �PES-1 ��� �PES-2 ��ll� ��� w�ll k��w� ��������������� 
��b������ ���� ��ll l���� (6,20). T�� �BES-1, �PES-1 ��� 
�PES-2 ��ll� ��� ���b�l�z�� �� >70 ����������� w��� ��l����� 
����� ��������l ��l���� ����������. T�� �BES-1, �PES-1 ��� 
�PES-2 ��ll� �������� ��� ���q�� ������l�����l ��� ���w�� 
��������������� �f �ESC� (F��. 1A ��� B).

W� f���� ���� ��� ���������� k��������� �f �PES-2 ��ll� 
������� ������ ����� l���-���� ��l���� in vitro. A� P20 (���l� 
�����������), ��� ����l�� f��� �CGH f�� ��� �PES-2 ��ll� w��� 
46,��. A� P55, � ���������� �������l������ w��� �b������ 
�� ��� �PES-2 ��ll�, ��� ��� �CGH ����l�� w��� 46,��,��l(x)
(q22.3;q28),+(17)(q121.31;q25.3) (F��. 1C-E). I� ��� �������� 
����� [M�� et al (6)], w� �������� � ���������� �������l�-
����� �� ��� ���� �PES ��ll l����. T���� ��������� ��������� 
���� ��� �PES-2 ��ll ����������� w��� �����bl� ��� ���� ����� 
k��������� ���l� ������ ������ l���-���� ��l����. T���� 
��������� ��� ��� ����� �� ��� �BES-1 ��� �PES-1 ��ll l���� 
(T�bl� III).

T�bl� II. P������ f�� �l���������� �����.

 F��w��� R������ A����l���  P������
Gene (5'-3') (5'-3') temperature (˚C) size (bp)

OCT-4 GACAACAATGAGAACCTTCAGGAGA TTCTGGCGCCGGTTACAGAACCA 55 218
NANOG CAGAAGGCCTCAGCACCTAC CTGTTCCAGGCCTGATTGTT 55 216
RE�-1 GCGTACGCAAATTAAAGTCCAGA CAGCATCCTAAACAGCTCGCAGAAT 58 306
SO�-2 CCCCCGGCGGCAATAGCA TCGGCGCCGGGGAGATACAT 58 448
LIN28 AGTAAGCTGCACATGGAAGG ATTGTGGCTCAATTCTGTGC 58 420
NPM1 TGGTGCAAAGGATGAGTTGC GTCATCATCTTCATCAGCAGC 58 343
β-����� CGGATGTCCACGTCACACTT GTTGCTATCCAGGCTGTGGT 55 469

OCT-4, octamer-binding transcription factor 4; NANOG, Nanog homeobox; REX-1 [also referred to as zinc-finger protein-42 (Zfp42)]; SOX-2, SRY (sex 
����������� ������ Y)-b�x 2; LIN28, L��-28 ����l�� A; NPM1, ���l���������.

T�bl� III. K��������� �f ����� ��b������ ���� ��ll�.

 C��������� k���������� �CGH FACS

�BES-1 46,�� (P19) 46,�� (P42) D��l��� (P70)
�PES-1 46,�� (P40) [6] 46,�� (P70) N/A
�PES-2 46,��,��l(�)(q22;q24),  46,�� (P20) D��l��� (P70)
 ��l(1)(q21;q25) (P57) [6] 46,��,��l(�)(q22.3;q28), 
  +(17)(q121.31;q25.3) (P55)

�BES-1, ����� b��������l ��b������ ���� ��ll l���-1; �PES-1, ����� ��������������� ��b������ ���� ��ll l���-1; �CGH, A����-b���� ����������� ������� 
��b����z�����; N/A, �� ����l�bl� ����.
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Three XCI statuses identified in hPES cells. �IST RNA ��� 
H3K27��3 ������l����� �� � ����������� ��� b��� �������� 
�� b� � ���� �f �CI, ����������� b� ��� l��� �f H3K9�� �x����-
���� �� H3K27��3 ������l����� ����� (25-31). I� ���� �����, w� 
���� �IST RNA, H3K27��3 ��� H3K9�� �� ���������� �f �CI.

W� �������� ��� �CI ������ �f �BES-1, �PES-1 ��� 
�PES-2 ��ll �l���� �� P20 ��� P40, ��� f���� ���� �IST RNA 

��� H3K27��3 ��� ��� ������l��� �� ��� �BES-1 ��� 
�PES-1 ��ll�, w���� ��������� ���� ���l�-������� �BES-1 ��� 
�PES-1 ��ll� ��� ��� ������� �CI. S�b��q����l�, w� f������ 
verified the X chromosome contents in the hBES-1, hPES-1 
��� �PES-2 ��ll� ����� CEP�/CEPY FISH. T���� 3 �ES ��ll 
l���� �ll ��������� 2 � ����������� (F��. 2A). H�w����, 
�IST RNA ��� H3K27��3 ������l����� ��� H3K9�� l��� 

Figure 1. Ηuman embryonic stem (hES) cell line morphologies and karyotypes. (A) Morphologies of human biparental embryonic stem cell line-1 (hBES-1), 
����� ��������������� ��b������ ���� ��ll l���-1 (�PES-1) ��� �PES-2 ��ll ��l����� �� ������� (P)20 ��� P70 �� �b������ ����� �� �������� ����������. 
(B) M�����l����� �f �PES-2' ��ll ��l����� �� P50 ��� P70 �� �b������ ����� �� �������� ����������. (C) K���������. E���������l ������l ��ll� (ESC�) �� P2 
(positive control): normal 46,XX; human foreskin fibroblasts (HFFs) at P5 (negative control): normal 46,XY; and hBES-1 cells at P19: normal 46,XX. (D) Array-
b���� ����������� ������� ��b����z����� (�CGH). �BES-1 ��ll� (P42): �����l 46,��; �PES-1 ��ll� (P70): �����l 46,��; �PES-2 ��ll� (P20): �����l 46,��; 
��� �PES-2 ��ll� (P55): � �������l����� [��,��l(�)(q22.3;q28),+(17)(q121.31;q25.3)]. (E) �BES-1 ��� �PES-2 ��ll DNA �������� �� �������� b� FACS; �ll 
w��� ���l���.
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w��� �b������ �� ��� �PES-2 ��ll� �� P20, w���� ��������� 
���� �CI ��� b��� ��������� ������ ���l� ������� ��� ����-

������ �� ��� �PES-2 ��ll� �� P40 (F��. 2B ��� C, T�bl� IV). A 
�������� ����� ��������� ���� �CI �� ����� ��b������ ���� 

F����� 2. � ���������� ������������ (�CI) �������� �f ����� b��������l ��b������ ���� (�BES) ��� ����� ��������������� ��b������ ���� (�PES) ��ll l����. 
(A) CEP�/CEPY FISH ���l���� f�� �BES-1, �PES-1 ��� �PES-2 ��ll�: ��� ��� ����� ����� �������� ����������� Y ��� �, ����������l�. All ����� ����� ES 
cells had 2 X chromosomes with no Y chromosome (white arrow). (B) X-inactive specific transcript (XIST) RNA FISH: endometrial stromal cells (ESCs) and 
hPES-2 cells: XIST RNA FISH signal (orange color and white arrow) showed XIST RNA coating on Xi; human foreskin fibroblasts (HFFs), hBES-1, hPES-1 
and hPES-2' cells: no XIST RNA FISH signals. (C) H3K9ac/H3K27me3 immunofluorescence. hPES-2 cells: immunostaining results with antibodies against 
H3K27��3 (��� ��l�� ��� w���� ����w) ������ �� �� w������ H3K9�� (����� ��l��) ����. �BES-1, �PES-1 ��� �PES-2' ��ll�: �� H3K27��3 �����l� w��� 
�������� �� ��� ��ll�. P������� �IST FISH �����l� ��� f��� �f H3K27��3 w������ H3K9�� �������� ��������� ��� �������� �f ��.
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��ll� ��������� ��ll ��ff����������� (32). H�w����, �� ���� �����, 
��� �PES-2 ��ll� ���ll �x������� ���� l���l� �f �l���������� 
����� ��� �������� ��� f����� EB� in vitro, w���� ��������� 
���� ��� �PES-2 ��ll� ��� ��� ������� ��ff����������� (F��. 3). 
R��l-���� PCR ����l�� �l�� ���w�� ���� �IST RNA �x����-
���� w�� ���� �� �PES-2 ��ll�, b�� w�� ���� l�w �� �������� �� 
�BES-1 ��� �PES-1��ll� (P<0.001) (F��. 4A).

T� ��l����� ��� �CI ������ �� ��� �PES-2 ��ll�, �PES-2 ��ll� 
�� P45 (��b�l���� �f �PES-2 ��ll�; ���������� �� �PES-2' ��ll�) 
���� ��� b��� ������ �� l�q��� �������� w��� ���������. T���� 
��ll� ���w �����ll� ��� ������ �� P70. H�w����, ����� ��ll� 
��ff���� f��� ��� �PES-2 ��ll�, �� ��� �IST RNA �x�������� 
l���l� �� ��� �PES-2' ��ll� w��� ���� l�w (P<0.001; F��. 4A); 
�IST RNA ��� H3K27��3 ��� ��� ������l��� �� � ������-
����� (F��. 2B ��� C, T�bl� IV). I� EB f������ ������, ��� 

F����� 3. Pl�����������l��� �f ����� ��������������� ��b������ ���� ��ll l���-2 (�PES-2). (A) Alk�l��� ����������� (AP) ��������, (B) ��b����� b����� (EB�), 
(C) pluripotency gene expression, including octamer-binding transcription factor 4 (OCT-4), REX1 [also referred to as zinc-finger protein-42 (Zfp42)], SRY (sex 
����������� ������ Y)-b�x 2 (SO�2), N���� �����b�x (NANOG), L��-28 ����l�� A (LIN28)  ��� ���l��������� (β-actin was used as a control), amplified 
by real-time PCR, and (D) pluripotency immunofluorescent markers, including stage-specific embryonic antigen (SSEA)3, SSEA4, tumor-rejection antigen 
(TRA)-1-60, TRA-1-81, OCT-4 ��� NANOG.

T�bl� IV. �IST RNA ��� H3K27��3 �������� �f �ES ��ll l����.

 �IST RNA H3K27��3
 ------------------------------------ ------------------------------------
 P20 P40 P20 P40

�BES-1 - - - -
�PES-1 - - - -
�PES-2 + + + +

 P70 P70

�PES-2' - -

XIST, X-inactive specific transcript; hES, human embryonic stem; hBES-1, 
����� b��������l ��b������ ���� ��ll l���-1; �PES-1, ����� ��������������� 
��b������ ���� ��ll l���-1.
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�PES-1 ��� �PES-2 EB� ��� � ������ �IST RNA �x��������, 
w������ ��� �PES-2' EB �IST RNA �x�������� w�� �x�����l� 
l�w (F��. 4B).

All �f ����� ����l�� ��������� ���� ����� w��� ��ff����� �CI 
�������� �� ��� �PES ��ll�: �) ���-�CI ������: �PES-1 ��ll� ���� 
��� ��� �x����� �IST RNA, ��� ��-�x������� �IST RNA 
f�ll�w��� ��ff�����������; ��) �CI ������: �PES-2 ��ll� �x������� 
�IST RNA ��� ���� �x�������� w�� ��������� f�ll�w��� 
��ff�����������; ��� ���) q�������� �CI ������: l�w �IST RNA 
�x�������� �� �PES-2' ��ll�, w���� �������� l�w f�ll�w��� 
��ff�����������.

X-linked gene expression levels in hPES cells. ATR� ��� 
CHIC1 ��� �-l��k�� ����� ���� ��� ��l����� ������ �CI. A� 
�x������, ��� ATR� ��� CHIC1 �x�������� l���l� w��� ���� 
l�w �� ��� �PES-2 ��ll�, ��� ������ �� ��� �BES-1 ��� �PES-1 
��ll�. T�� ATR� ��� CHIC1 �x�������� l���l� �� ��� �PES-2' 
��ll� �� P60 w��� ������ ���� ����� �� ��� �PES-2 ��ll� �� P60, 

b�� w��� ��������� �� ��� �PES-2' ��ll� �� P70 ��� w��� �� 
l�w �� �� ����� �� ��� �PES-2 ��ll� �� P60, ���������� ���� � 
l�w �IST RNA �x�������� �� ��� �PES-2' ��ll� �� P70 ��� 
�������� (F��. 4C-D).

T�� ����l�� f��� � �����l����� ���l���� ��������� ���� ����� 
w�� � �������� f�� � �������� �����l����� b��w��� �-l��k�� 
����� ��� �IST RNA �x�������� l���l�, �l������ ���� w�� ��� 
statistically significant (P>0.05; n=3). An increased sample 
size may have provided a significant result. However, this still 
��������� ���� �IST RNA �������� ��� ��l������ �f ����� 
�-l��k�� ����� (F��. 5).

Discussion

U���� �PES ��ll� ��� b� � ����� �� ����l�� ����� ��b��� 
���� ��ll ������l�������� ������ ��j������ ������ (33,34), 
�l������ ��� �������� �f ����� ���l������� ������� � �������. 
S������ ���� f���� ���� ����� ��� ������ ��������������� 

Figure 4. Gene expression. (A) Average X-inactive specific transcript (XIST) RNA expression levels in human biparental embryonic stem (hBES) and human 
��������������� ��b������ ���� (�PES) ��ll l����. T�� ������� �IST RNA �x�������� w�� ������ �� ��� �PES-2 ��ll� (P<0.001, �=3). (B) R�l����� �IST RNA 
�x�������� l���l� �� �PES-1 [������� (P)60], �PES-2 (P60), ��� �PES-2' (P70) ��ll� ��� ����� ��b����� b����� (EB�). R�l����� �IST RNA �x�������� �� EB� 
�f �PES-1 ��� �PES-2 ��ll� w�� >5-f�l� ������ �������� �� ��� EB� �f �PES-2' ��ll� [�����l�z����� �� ����������l ������l ��ll� (ESC�)]. (C) A������ ��l����� 
�x�������� l���l� �f �l��� ���l�������/�����l �����������, �-L��k�� (ATR�) ��� ��������-���� ��������b�� ������ 1 (CHIC1_ �� �BES ��� �PES ��ll�. 
A������ ��l����� �x�������� l���l� �f ATR� ��� CHIC1 �� �BES-1 ��� �PES-1 ��lll� w�� >2-f�l� ������ ���� ���� �� �PES-2 ��ll� (�=3, �����l�z����� �� �PES-2 
��ll�). (D) R�l����� �x�������� l���l� �f ATR� ��� CHIC1 �� �PES-2 ��� �PES-2' ��ll�. R�l����� �x�������� l���l� �f ATR� ��� CHIC1 �� �PES-2' ��ll� �� P60 
w��� >2-f�l� ������ ���� ���� �� �PES-2' ��ll� �� P70 �f w���� w��� ����l�� �� �PES-2 ��ll� �� P60 (�����l�z����� �� �PES-2 ��ll� �� P60). S���������l ����������� 
w��� ���� b� ���-w�� ANOVA. *P<0.05 indicates significant difference.
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��b������ ���� ��ll� ���� ������� �����b�l����� ��� ���������� 
�b�����l����� (33,35). T���, �� �� ��������l �� ���������� ��� 
������� ��� ���������� ��������������� �f �PES.

I� ��� ������� �����, w� f���� ���� ���� �PES ��ll l���� ��� 
���������� k�������� �����b�l�����. T�� �PES-1 ��ll� ��� � 
���bl� k�������� f�ll�w��� �����l �������, w������ ��� �PES-2 
��ll� l��� ���� � ���������� f�������� �f��� 50 ��������. 
P������� ������� ���� ������������ ���� ��������������� 
��b������ ���� ��ll� �f��� ������� ������� ���������� w��� 
k�������� �b�����l����� (33). L�� el al (36) �l�� �������� 
� ���������� l����� �� �PES ��ll�. T����, �� ��������l� 
���������, ��� ������� ��������������� �f �PES ��ll� w��l� ��� 
b� ���bl� f�ll�w��� l���-���� ��l���� (37).

T� ����, 3 �CI �������� ���� b��� �������� f�� �ES ��ll�. 
W��� ������ I �� �ES ��ll�, 2 � ����������� ��� b��� ����-
����� �� ��� ����ff���������� �����, ��� �CI ������ ������l� 
f�ll�w��� ��ff�����������, ����l�� �� w��� ������ �� ����� 
��b������ ���� ��ll� (15-17). W��� ������ II, �CI ��� �l����� 
�������� �� ����ff���������� �ES ��ll�, ��� �����x�����l� 
20-70% �f �ES ��ll� w�ll ���� �IST �l���� ������l���� 
�� �����f�� ����������� (11,18). W��� ������ III, �CI ��� 
�������� w������ �IST RNA �x�������� (11). T�� �CI ������ 
��� b� ���������� w��� ��� ������� ��������������� �f ��� ��ll� 
������l���, �l������ �� ��� �l�� b� �ff����� b� ��� ��l���� 
���������� ����. S��� ������������� ���� ������� ���� �CI �� 
�ES ��ll� ����� f��� ����� I �� � ���������� ����� II �� III, �� 
�� ���������� �� ��� ������������l ���������� in vitro (11,18). 
L������ et al (19) f���� ���� bl��������-������� �ES ��ll� ��� 
��� ���� �CI w��� ��l����� ����� l�w �x���� ���������-
����� (5%); ���� ������ w�� ���������� w��� ��� �l���������� 
�f ���� ��ll� ��� w�� �ff����� b� ��� �x���� ������������� 
��� ����������� ��������. T���� ���� �������� ���� ��� ��l���� 
���������� ����, ��� ������� ���� �� ����bl��� ��ll l����, �� 
w�ll �� ����� f������ �ff��� ��� �CI ������ �f �ES ��ll�.

I� ��� ������� �����, w� �l�� f���� 3 �CI �������� ���� 
����������l� ������� ����� �f �ES ��ll�: �) ���-�CI ������, 
w���� w�� ����l�� �� �ES ������ I: �PES-1 ��ll� ��� ��� 
�x����� �IST RNA, b�� ��� �x����� �-l��k�� �����, ��� 
��-�x������� �IST RNA f�ll�w��� ��ff�����������, �PES-1 
��ll� f�� �x���l�; ��) �CI ������, w���� w�� ����l�� �� �ES 
������ II: �PES-2 ��ll� �x������� �IST RNA ��� �x������� 
�-l��k�� ����� �� � ���� l�w l���l, ��� �IST RNA �x����-

���� w�� ��������� f�ll�w��� ��ff�����������, �PES-2 ��ll� f�� 
�x���l�; ��� ���) q�������� �CI ������, w���� w�� ����l�� �� 
�ES ������ III: l�w �IST RNA ��� �-l��k�� ���� �x�������� 
�� �PES-2' ��ll�, ��� �IST RNA �x�������� �������� �� � l�w 
l���l f�ll�w��� ��ff�����������, �PES-2' ��ll� f�� �x���l�. T�� 
����l�� �b������ f�� ��� �PES-2' ��ll� ��� ���� b��� ��� �� 
����� ����l������ f��� �PES-2.

T�� �ES ��ll� ���� �� ���� ����� �ll �����w��� f���z��� 
��� ���w��� ��� l���-���� ��l���� in vitro. A �������� ����� 
��������� ���� ��� f���z��� ������� ��� ��� in vitro ��l���� 
���������� ��� �l��� ��� ���������� ����� �f ���� ��ll� (19). 
I� ���� �����, �����bl� �CI w�� f���� �� ��� �PES-2 ��ll�, 
��� ���bl� �CI (�CI I) w�� f���� �� ��� �PES-1 ��� �BES-1 
��ll�, w���� w�� ����l�� �� ��� ����l�� f��� ��� ����� b� 
L�� et al (38). U����bl� �CI ��� ���� b��� ���������� w��� 
���������� �����b�l��� �� ��� �PES-2 ��ll�. U����bl� ����-
������� �������� ���� ��ll l��� ��������bl� �� ������������l 
���������� ��� ��� f���z��� ������� ����, w���� ��� ���� 
b��� ��� ����l� �f � ������������l �����������.

T���� �� �� �������l ������� �������l �� ��������������� 
��b������ ���� ��ll�, ��� ��� 2 � ����������� ��� �ll f��� 
��� ������. T�� �CI ������ �f �PES ��ll� ���� l��k �������l 
������� �������l ����� �� b� ����l�� �� ���� �f ��b������ ���� 
��ll�. L�� et al (36) f���� ���� ���l�-������� �PES ��ll� ��� 
��� �x��b�� �CI, b�� ���� �IST RNA �x�������� ��� ��� �CI 
������ ������� �l�wl� ������ ��� ������ �f l���-���� ��l���� 
in vitro. O����� ���� f���� ���� ��ff����� �PES ��ll� l���� ���� 
��ff����� �CI ������, w���� w�� ����l�� �� ��� ��������� w��� 
�ES ��ll� (38). T� ��� b��� �f ��� �������������, ��� �CI ������ 
of hES cells and the factors that affect it are more significant.

I� ����l�����, ��� ���� ������������ ���� ��� ���������� 
k��������� �f ���� �PES ��ll l���� �x��b���� �����b�l�����. 
S���l�� �� ��� �ES ��ll�, ��� �PES ��ll� ��� 3 �CI ��������. 
U����bl� �CI �f �PES-2 ��ll� ��� b� ��l���� �� ���������� 
�����b�l���. U����bl� ����������� ������ ���� ��ll l��� ������-
��bl� �� ������������l ���������� ��� ��� f���z��� ������� 
����, w���� ��� b� ��� ����l� �f �� ������������l ����������. 
�CI �l��� ��������� ��l�� �� ���������� ��b��� f�������� ��� 
��ll b��l�����l �������� (14), ��� �� �b�����l �CI ��� ����l� �� 
���� �������� (39). T���, �� �� ��������l �� �������l� ������ ��� 
�CI ������ �f �ES ��ll�, ���l����� �PES ��ll� ����� �� ����� ��� 
�� �l�����l ���l��������.

Figure 5. A tendency for a negative correlation between X-linked gene and X-inactive specific transcript (XIST) RNA expression levels, but no statistically 
significant difference was observed in the human parthenogenetic embryonic stem cell line-2 (hPES-2). (A) alpha thalassemia/mental retardation, X-Linked 
(ATR�) ��� �IST �x��������: R2=-0.91, P=0.268, �=3; (B) CHIC1 ��� �IST �x���������: R2=-0.81, P=0.402, �=3.
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