
ОНТОГЕНЕЗ, 2012, том 43, № 4, с. 268–277

268

Плюрипотентные стволовые клетки млекопи�
тающих способны активно и неограниченно про�
лиферировать и дифференцироваться в различные
типы клеток в культуре in vitro. Скорость роста
плюрипотентных стволовых клеток сопоставима с
таковой для раковых клеток. Структура клеточно�
го цикла плюрипотентных стволовых клеток имеет

уникальные характеристики и значительно отли�
чается от клеточного цикла нормальных соматиче�
ских клеток (Savatier et al., 1994; 1996; Jirmanova
et al., 2002). Большую часть всего времени клеточ�
ного цикла плюрипотентные стволовые клетки на�
ходятся в Sфазе, а G1� и G2�периоды у них значи�
тельно сокращены по сравнению с соответствую�

БИОЛОГИЯ РАЗВИТИЯ МЛЕКОПИТАЮЩИХ

АНТИПРОЛИФЕРАТИВНЫЕ И ЦИТОТОКСИЧЕСКИЕ ЭФФЕКТЫ 
РАЗЛИЧНЫХ ТИПОВ ЦИТОСТАТИКОВ НА ПЛЮРИПОТЕНТНЫЕ 
СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ И КЛЕТКИ ТЕРАТОКАРЦИНОМЫ МЫШИ

© 2012 г.   О. Ф. Гордеева
Институт биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН, 119334 Москва, ул. Вавилова, д. 26

Email: olgagordeeva@yandex.ru
Поступила в редакцию 21.01.12 г.

Окончательный вариант получен 20.02.2012 г.

Плюрипотентные стволовые клетки млекопитающих способны неограниченно пролиферировать и
дифференцироваться в различные типы клеток в культуре in vitro. Однако дифференцировка плю�
рипотентных клеток in vitro в большинстве случаев является асинхронной и неполной, а остаточные
недифференцированные клетки при трансплантации реципиентам инициируют развитие тератом.
Эти особенности плюрипотентных стволовых клеток ограничивают развитие безопасных техноло�
гий клеточной терапии на основе плюрипотентных стволовых клеток. Учитывая значительное сход�
ство скорости роста плюрипотентных столовых и раковых клеток, мы исследовали антипролифера�
тивные и цитотоксические эффекты различных типов цитостатиков (митомицина С, этопозида,
винбластина, циклогексимида) на недифференцированные и дифференцирующиеся эмбриональ�
ные стволовые, эмбриональные герминативные клетки, клетки бластоцист мыши, а также на тера�
токарциномные клетки и эмбриональные фибробласты мыши. Все использованные цитостатики
наряду с антипролиферативными эффектами вызывали острые токсические процессы в недиффе�
ренцированных плюрипотентных стволовых клетках мыши и клетках тератокарциномы, тогда как
в дифференцирующихся эмбриональных стволовых клетках и эмбриональных фибробластах их эф�
фекты были значительно слабее. Кроме того, клетки трофобласта бластоцист мыши были менее
чувствительны к повреждающим эффектам цитостатиков по сравнению с клетками внутренней
клеточной массы. При изучении отсроченных эффектов цитостатиков на недифференцированные
эмбриональные стволовые клетки и эмбриональные фибробласты было обнаружено, что воздей�
ствие митомицина, этопозида и винбластина, но не циклогексимида, является необратимым, и вы�
жившие клетки не способны к дальнейшей пролиферации. Тем не менее, число эмбриональных
фибробластов, обработанных этопозидом и винбластином, не изменялось, в то время как недиффе�
ренцированные плюрипотентные клетки, практически полностью подвергались апоптозу. Таким
образом, различные цитотоксические эффекты этопозида и винбластина на недифференцирован�
ные плюрипотентные клетки и дифференцированные эмбриональные клетки позволяют рассмат�
ривать эти цитостатики и их аналоги в качестве препаратов�кандидатов для разработки методов из�
бирательной элиминации остаточных недифференцированных плюрипотентных клеток в популя�
ции дифференцирующихся клеток. Полученные нами данные впервые демонстрируют
возможность селективной элиминации недифференцированных плюрипотентных клеток с исполь�
зованием низкомолекулярных цитостатиков, применяемых в клинической практике. Однако для
увеличения эффективности и безопасности этого подхода и предотвращения мутагенных, канцеро�
генных и тератогенных эффектов цитостатиков на плюрипотентные стволовые клетки и их диффе�
ренцированные клетки�производные необходимы широкомасштабные исследования цитостатиче�
ских эффектов при различных дозах и схемах воздействия.

Ключевые слова: эмбриональные стволовые клетки, бластоциста, эмбриональные герминативные
клетки, тератокарцинома, цитостатики, митомицин, этопозид, винбластин, циклогексимид, рети�
ноевая кислота, дифференцировка, цитотоксичность, эмбриотоксичность. 

УДК 611013;57.086.835;577.218



ОНТОГЕНЕЗ  том 43  № 4  2012

АНТИПРОЛИФЕРАТИВНЫЕ И ЦИТОТОКСИЧЕСКИЕ ЭФФЕКТЫ 269

щими фазами клеточного цикла соматических
клеток. Фактически, разделившиеся клетки всту�
пают в новый раунд репликации ДНК практиче�
ски сразу после завершения предыдущего митоза
(Savatier et al., 1994.1996; Burdon et al., 2002; Stead
et al., 2002; White et al., 2005; Fluckiger et al., 2006;
Becker et al., 2006; Гордеева и др., 2011). В отличие
от раковых клеток плюрипотентные стволовые
клетки способны к спонтанной и индуцированной
дифференцировке. Однако даже при индуциро�
ванной различными факторами дифференцировке
некоторые клетки остаются недифференцирован�
ными, т.е. дифференцировка плюрипотентных
клеток in vitro в большинстве случаев является
асинхронной и неполной (Brederlau et al., 2006;
Boyd et al., 2008; Sundberg et al., 2011). Причины
этого явления неясны, но оно в значительной мере
ограничивает развитие технологий клеточной те�
рапии на основе плюрипотентных стволовых кле�
ток, т.к. остаточные недифференцированные клет�
ки при трансплантации инициируют развитие те�
ратом. 

Для развития безопасных клеточных техноло�
гий на основе плюрипотеных стволовых клеток
используют несколько стратегий, направленных
на устранение остаточных недифференцирован�
ных клеток из популяции дифференцирующихся
клеток. Селекция определенных клеточных типов
с помощью клеточных сортеров и генетическая
модификация клеточных линий с помощью раз�
личных “суицидальных” конструкций являются
перспективными методами, однако имеют ряд не�
достатков, которые ограничивают их эффектив�
ность (Kiuru et al., 2009; Tang et al., 2011). 

С другой стороны, для ингибирования проли�
ферации раковых клеток разработаны и продолжа�
ют разрабатываться препараты с различными ме�
ханизмами действия (Vander Heiden, 2011). Учиты�
вая значительное сходство скорости роста
плюрипотентных столовых и раковых клеток,
представляет интерес изучение эффектов различ�
ных групп цитостатических препаратов на недиф�
ференцированные и дифференцирующиеся плю�
рипотентные стволовые клетки. В представленной
работе исследованы эффекты различных типов
цитостатиков, применяемых в клинической прак�
тике для химиотерапии различных опухолей: ал�
килирующих агентов, образующих сшивки в
структуре ДНК (митомицин С), ингибиторов то�
поизомеразы II (этопозид), ингибиторов сборки
микротрубочек (винбластин) и ингибиторов син�
теза белков (циклогексимид). Задачей нашего ис�
следования являлось изучение прямых и отсро�
ченных антипролиферативных и токсических эф�
фектов разных типов цитостатиков на

плюрипотеные эмбриональные стволовые (ЭСК),
эмбриональные герминативные клетки (ЭГК) и
клетки внутренней массы бластоцист мыши, а так�
же на опухолевые клетки линии тератокарциномы
(ЭТК) мыши и на нетрансформированные эмбри�
ональные фибробласты мыши (МЭФ). 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Культивирование клеток in vitro. В работе были
использованы ЭСК мыши линии R1, ЭГК мыши
линии EGC�10, любезно предоставленные докто�
ром А. Макларен (А. McLaren, WTCR Institute of
Cancer and Developmental Biology, Cambridge, UK).
ЭТК мыши линии F9 получены из Российской
коллекции клеточных культур (Банк клеточных
культур Института цитологии РАН, Санкт�Петер�
бург). Плюрипотентные клеточные линии мыши
культивировали в среде DMEM, содержащей
1 мМ L�глутамина, 0.1 мМ заменимых аминокис�
лот, 0.1 мМ β�меркаптоэтанола и 15% телячьей фе�
тальной сыворотки (“HyClone”, США). Недиффе�
ренцированные плюрипотентные стволовые клет�
ки мыши поддерживали на фидере из первичных
эмбриональных фибробластов мыши, инактиви�
рованных митомицином С (10 мкг/мл, “Sigma”). В
течение экспериментов ЭСК и ЭГК мыши культи�
вировали в бесфидерной системе, в среде с факто�
ром ингибирования лейкемии (leukemia inhibitory
factor, LIF, 10 нг/мл, “Sigma”). МЭФ и ЭТК F9
культивировали в среде для плюрипотентных кле�
ток без LIF. Для изучения влияния цитостатиков
на дифференцированные клетки ЭСК R1 предва�
рительно индуцировали к дифференцировке рети�
ноевой кислотой (10–6 М, “Sigma”) в течение 3 су�
ток. На 4 сутки культивирования среду, содержа�
щую ретиноевую кислоту, заменяли на стан�
дартную среду для культивирования плюрипо�
тентных клеток и добавляли цитостатики. 

Получение и культивирование доимплантацион3
ных эмбрионов мышей. В работе использовали мы�
шей линии C57Bl/6 из питомника лабораторных
животных НПП “Пущино” ФИБХ РАН. Все экс�
перименты проводили в соответствии с требова�
ниями биоэтического комитета Института. Для
получения эмбрионов с датированным сроком бе�
ременности животных спаривали, день обнаруже�
ния копулятивной пробки считали стадией Е 0.5.
Эмбрионы мышей на стадии бластоцисты (стадия
E 4.0) извлекали из матки самки и культивировали
в течение суток до их вылупления из блестящей
оболочки в среде для культивирования плюрипо�
тентных клеток в 4�луночных планшетах (“Nunc”,
Дания). В каждой группе использовали по 15 эм�
брионов.
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ГОРДЕЕВА

Изучение эффектов цитостатиков. Для изучения
цитостатических эффектов использовали митоми�
цин С, этопозид, винбластин, циклогексимид (все
“Sigma”). На основании данных литературы из
базы данных TOXNET, U.S. National Library of
Medicine, National Institutes of Health (http://tox�
net.nlm.nih.gov/) для используемых нами цитоста�
тиков были выбраны активные дозы соответ�
ствующих препаратов: митомицин С –
10 мкг/мл, этопозид – 10 мкМ, винбластин –
10 мкг/мл, циклогексимид – 10 мкг/мл. Все экс�
перименты были повторены дважды. 

ЭСК, ЭГК и ЭТК высевали на планшеты плот�
ностью 20 тыс. клеток/см2 (“Greinerbio”, Герма�
ния). После достижения культурами 30–40% кон�
флюэнтности (через 30–33 ч) их культивировали в
течение 24 ч в среде с цитостатиками, затем отмы�
вали клетки средой и культивировали следующие
24 ч в среде без цитостатиков. По завершении экс�
перимента подсчитывали число живых клеток с
помощью красителя трипанового синего. В вы�
живших плюрипотентных и тератокарциномных
клетках выявляли активность щелочной фосфата�
зы. При изучении отсроченных эффектов цитоста�
тиков МЭФ и ЭСК подвергали действию цитоста�
тиков в тех же концентрациях в течение 24 ч, а за�
тем культивировали в стандартной среде без
цитостатиков в течение последующих 5 суток. 

Статистический анализ скорости роста клеточ�
ных культур проводили с использованием ANOVA
и парного критерия Стьюдента. Различия считали
достоверными при вероятности нулевой гипотезы
р < 0.01. 

Гистохимический анализ активности щелочной
фосфатазы. Клетки фиксировали 3%�ным раство�
ром параформальдегида в фосфатно�солевом бу�
фере (“Sigma”) в течение 20 мин. После промывки
в фосфатно�солевом буфере образцы инкубирова�
ли в растворе, содержащем 10 мл 0.02 М буфера
трис�HCl (pH 8.6), 1 мг нафтола AS�BI�фосфата и
5 мг красителя Fast Red�TR (“Sigma”), в течение
30–40 мин при температуре 37°С. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Токсические и антипролиферативные эффекты
цитостатиков на недифференцированные ЭСК,
ЭГК, ЭТК и бластоцисты мыши. Влияние цитоста�
тиков на плюрипотентные клетки исследовали на
бластоцистах мыши (Е 4.0) и линиях плюрипо�
тентных клеток, происходящих их различных ис�
точников: ЭСК – из внутренней клеточной массы
бластоцист, а ЭГК – из ранних первичных поло�
вых клеток. Кроме того, в работе были использова�
ны нуллипотентные ЭТК, являющиеся трансфор�

мированными аналогами плюрипотентных ство�
ловых клеток, утратившими способность к
дифференцировке. Для изучения антипролифера�
тивных эффектов были использованы цитостати�
ки с различными механизмами действия. В наших
предыдущих исследованиях было установлено, что
клетки всех используемых линий (R1, EGC�10 и
F9) имеют практически идентичную структуру
клеточного цикла с преимущественным нахожде�
нием клеток в S фазе и сходные профили экспрес�
сии специфических генов (Гордеева и др., 2011). В
экспериментах была использована следующая схе�
ма: посев клеток в одинаковой плотности 

культивирование недифференцированных
ЭСК, ЭГК и ЭТК до достижения 30–40% кофлю�
энтности культуры  воздействие цитостатиков
в течение 24 ч  отмена цитостатиков и культи�
вирование в стандартной среде в течение последу�
ющих 24 ч. После завершения экспериментов под�
считывали число жизнеспособных клеток и выяв�
ляли в них актиктивность щелочной фосфатазы. 

Анализ клеточного роста показал, что эффекты
всех изучаемых цитостатиков были сходными для
ЭСК, ЭГК и ЭТК. Наибольшие токсические и ан�
типролиферативные эффекты оказывали митоми�
цин С и этопозид, т.к. после их воздействия выжи�
вали не более 1–2% клеток (рис. 1 и 2). Воздей�
ствие винбластина также подавляло рост и
усиливало гибель клеток: лишь 1–4% клеток оста�
вались жизнеспособными (рис. 1 и 2). Следует от�
метить, что эффекты винбластина на ЭСК, ЭГК и
ЭТК различались: наибольшую чувствительность
проявляли ЭСК и ЭГК (2.4–2.9% жизнеспособных
клеток), наименьшую – ЭТК (7.7%). После воз�
действия циклогексимида на ЭСК, ЭГК и ЭТК мы
наблюдали наибольшее число жизнеспособных
клеток по сравнению с другими цитостатиками
(рис. 1 и 2). 

При воздействии изучаемых веществ на бласто�
цисты мыши никаких морфологических измене�
ний в эмбрионах мы не наблюдали в течение 24 ч
культивирования, и в связи с этим время экспози�
ции эмбрионов было увеличено до 48 ч. В течение
этого времени бластоцисты прикреплялись к под�
ложке планшета, и в ходе этого процесса наруша�
лась целостность трофобласта бластоцисты. По
истечении 48 ч воздействия и последующих 24 ч
культивирования бластоцист в среде без цитоста�
тиков плюрипотентные клетки внутренней кле�
точной массы полностью погибали, тогда как
клетки трофобласта оставались жизнеспособными
(рис. 2). 

Таким образом, наши эксперименты показали,
что все использованные в работе цитостатики на�
ряду с антипролиферативными эффектами вызы�
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Контроль Митомицин С Этопозид Винбластин Циклогексимид

ЭСК R1

ЭГК

EGC�10

ЭТК F9

Бластоцисты

24 ч

48 ч

Рис. 1. Активность щелочной фосфатазы в недифференцированных плюрипотентных клетках мыши ЭСК R1, ЭГК
EGC�10 и опухолевых клетках мыши ЭТК F9, подвергшихся воздействию цитостатиков в течение 24 ч. Морфология бла�
стоцист мыши, подвергшихся воздействию цитостатиков в течение 24 и 48 ч. Масштаб: 100 мкм.

Рис. 2. Число жизнеспособных клеток ЭСК R1, ЭГК EGC�10 и ЭТК F9 в культурах, подвергшихся воздействию цитоста�
тиков в течение 24 ч, а затем культивируемых в течение 24 ч в стандартной среде. По оси ординат – доля жизнеспособных
клеток в процентах от контроля. Обозначения: К – контроль (100%); М – митомицин; Э – этопозид; В – винбластин;
Ц – циклогексимид. На гистограммах указаны точные значения процентных долей. 
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вают острые токсические процессы в плюрипо�
тентных стволовых клетках мыши, а также в их
опухолевых аналогах – ЭТК. Клетки трофобласта
бластоцисты способны эффективно защищать
внутреннюю клеточную массу от токсического
действия цитостатиков при условии сохранения
целостности трофоэктодермы. Клетки трофобла�
ста менее чувствительны к повреждающим эффек�
там цитостатиков и лучше выживали по сравне�
нию с клетками внутренней клеточной массы.

Чувствительность дифференцирующихся ЭСК и
МЭФ к действию различных типов цитостатиков.
Далее мы исследовали эффекты цитостатиков на
дифференцированные клетки – эмбриональные
фибробласты (эмбриональная мезенхима, стадия
E 13.5) и на ЭСК, стимулированные к дифферен�
цировке ретиноевой кислотой. Культуры ЭСК,
подвергшиеся воздействию ретиноевой кислоты в

течение 3 сут, представляли собой смешанные по�
пуляции, состоящие из дифференцированных,
дифференцирующихся и недифференцированных
клеток. Доля недифференцированных клеток с
высокой активностью щелочной фосфатазы была
довольно высока на этой стадии дифференциров�
ки (рис. 3). Изучение воздействия цитостатиков на
МЭФ показало, что все вещества ингибируют про�
лиферативную активность клеток, но, в отличие от
плюрипотентных и тератокарциномных клеток, не
вызывают массовую клеточную гибель. Следует
отметить, что все использованные цитостатики,
независимо от механизма их токсического дей�
ствия, ингибировали рост МЭФ на 30% по сравне�
нию с контролем (рис. 4). 

После воздействия цитостатиков на культуры
ЭСК, предварительно индуцированых к диффе�
ренцировке ретиноевой кислотой, было обнару�

Контроль Митомицин С Этопозид Винбластин Циклогексимид

МЭФ

дЭСК

Рис. 3. Активность щелочной фосфатазы в ЭСК R1, индуцированных к дифференцировке ретиноевой кислотой, а затем
подвергшихся воздействию цитостатиков в течение 24 ч. Морфология МЭФ, подвергшихся воздействию цитостатиков
в течение 24 ч. Масштаб: 100 мкм.

Рис. 4. Анализ роста дифференцированных ЭСК R1 и МЭФ, после воздействия цитостатиков в течение 24 ч. По оси ор�
динат – доля жизнеспособных клеток в процентах от контроля. Обозначения: К – контроль (100%); М – митомицин; Э –
этопозид; В – винбластин; Ц – циклогексимид. На гистограммах указаны точные значения процентных долей. 
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жено, что основной мишенью токсического дей�
ствия являлись недифференцированные клетки,
т.к. в опытных клеточных культурах сохранялись
лишь единичные клетки, в которых была выявлена
активность щелочной фосфатазы (рис. 3). Причем
наибольшее число жизнеспособных недифферен�
цированных клеток сохранялось в клеточных
культурах, обработанных циклогексимидом, как и
при описанных выше воздействиях на недиффе�
ренцированные ЭСК. В целом, после воздействия
цитостатиков на популяции дифференцирующих�
ся ЭСК число жизнеспособных клеток было зна�
чительно больше, чем после действия на недиффе�
ренцированные плюрипотентные стволовые клет�
ки, т.к. дифференцирующиеся и дифферен�
цированные ЭСК, как и МЭФ, были более устой�
чивы к действию цитостатиков (рис. 4).

Суммируя полученные результаты, можно сде�
лать вывод, что все использованные цитостатики в
выбранных дозах вызывают острые токсические
эффекты в недифференцированных плюрипо�
тентных стволовых клетках, тогда как в дифферен�
цирующихся и дифференцированных эмбрио�
нальных клетках, способных к пролиферации, их
эффекты были значительно слабее. 

Отсроченные эффекты цитостатиков на ЭСК и
МЭФ. Для выявления отсроченных эффектов ци�
тостатиков мы исследовали выживаемость и рост
недифференцированных ЭСК и МЭФ через
5 суток после воздействия. Результаты показали,
что воздействие митомицина С на ЭСК приводило
к полной гибели клеток, тогда как число жизне�
способных клеток, подвергшихся действию вин�
бластина, не изменялось (рис. 5 и 6а). Однако чис�
ло клеток в популяциях, подвергшихся воздей�
ствию этопозида и циклогексимида, возрастало

соответственно в 2 и 53 раза по сравнению с их
числом, обнаруженным через 24 ч культивирова�
ния после отмены цитостатиков (рис. 6а, 6б). Сто�
ит отметить, что, несмотря на значительный рост
ЭСК, подвергшихся действию циклогексимида,
он был существенно ниже, чем в контроле
(Рис. 6б). 

Изучение отсроченных эффектов цитостатиков
на МЭФ показало, что, несмотря на незначитель�
ное снижение роста клеток (30%) в течение первых
24 ч после воздействия всех цитостатиков, на 5 сут�
ки после отмены цитостатиков их эффекты суще�
ственно различались. Наибольший цитотоксиче�
ский эффект проявлял митомицин С, т.к. на 5 сут
после воздействия выживали только 6% клеток по
сравнению с контролем и их число снижалось в
6 раз по сравнению с числом клеток через 24 ч по�
сле воздействия (рис. 5 и 6в). Число МЭФ на 5 сут
после воздействия этопозида и винбластина не из�
менялось по сравнению с числом клеток через 24 ч
после отмены цитостатиков, однако было в 2.5–
3 раза ниже, чем в контроле (Рис. 5 и 6в). Наимень�
ший отсроченный цитотоксический эффект на
МЭФ проявлял циклогексимид. Число клеток на
5 сут после воздействия циклогексимида было
практически одинаковым с контролем (91%), что
свидетельствует об обратимости антипролифера�
тивного и цитотоксического эффектов циклогек�
симида на МЭФ (рис. 5 и 6в). 

ОБСУЖДЕНИЕ

В основе токсического действия цитостатиков
лежит их способность повреждать генетический
материал клеток или нарушать аппарат, обеспечи�
вающий их пролиферацию, а также метаболизм

Рис. 5. Отдаленные эффекты цитостатиков в ЭСК R1 и МЭФ. Активность щелочной фосфатазы в ЭСК R1 и морфология
МЭФ на 5 сут после отмены воздействия цитостаитиков. Масштаб: 100 мкм.
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клетки. Наиболее чувствительными к цитотокси�
ческому и генотоксическому действию цитостати�
ков являются активно делящиеся клетки в эмбри�
онах и в обновляющихся тканях взрослого орга�
низма. Последствия повреждений в клетках
зависят от дозы цитостатиков и времени их воз�
действия. Высокие дозы вызывают антипролифе�
ративный эффект и гибель клеток, более низкие –
мутагенное, канцерогенное или тератогенное дей�
ствие. Проведенные эксперименты по изучению
эффектов цитостатиков с различными механизма�
ми действия на недифференцированные плюри�
потентные клетки мыши, а также клетки терато�
карциномы показали, что их чувствительность к
использованным цитостатикам была сходной, не�
смотря на различное происхождение изучаемых
клеточных линий. Это можно объяснить тем, что
все используемые линии имеют значительное
сходство структуры их клеточного цикла (Гордеева
и др., 2011). Время воздействия цитостатиков в
эксперименте составляло 24 ч, что значительно
больше времени удвоения популяции для ЭСК,
ЭГК и ЭТК (14–16 ч) и длительности их клеточно�
го цикла (11–14 ч). Таким образом, вероятность
повреждения активно делящихся недифференци�
рованных клеток была очень высока. В выбранных
дозах все цитостатики проявляли острый цитоток�
сический эффект в недифференцированных ЭСК,
ЭГК и ЭТК. Однако при тех же условиях (дозы и
время экспозиции) воздействия цитостатиков на
МЭФ и ЭСК, индуцированные к дифференциров�
ке ретиноевой кислотой, их цитотоксические и
атипролиферативные эффекты были значительно
менее выражены. В основном, клеточной мише�

нью цитотоксического действия цитостатиков бы�
ли остаточные недифференцированные клетки в
популяциях дифференцирующихся ЭСК, тогда
как дифференцированные клетки – производные
ЭСК, как и МЭФ, были менее чувствительны к по�
вреждающему действию. Эти эффекты можно
объяснить несколькими причинами. Во�первых,
изменениями пролиферативной активности, т.к. в
ходе дифференцировки ЭСК скорость их роста за�
медляется, продолжительность их клеточного
цикла удлиняется и увеличивается доля клеток в
G1/G0 периоде клеточного цикла (Savatier et al.,
1994, 1996; Jirmanova et al., 2002). Так в МЭФ, име�
ющих значительно более длинный клеточный
цикл (время удвоения популяции 24–26 ч), воз�
действие всех цитостатиков в течение 24 ч не при�
водило к значительному снижению роста клеток.
Кроме того, дифференцированные клетки могут
переходить в G0 фазу клеточного цикла и стано�
виться нечувствительными к повреждающему дей�
ствию цитостатиков. Все эти изменения могут
приводить к уменьшению вероятности поврежде�
ния клеток в период митоза. Во�вторых, снижение
чувствительности клеток к цитостатикам может
быть обусловлено и изменениями в регуляции кле�
точной гибели. Известно, что в недифференциро�
ванных ЭСК повреждения ДНК не репарируются,
и клетки подвергаются апоптозу, тогда как в диф�
ференцирующихся ЭСК нарушения ДНК репари�
руются, и клетки продолжают двигаться по кле�
точному циклу (Burdon et al., 2002; Fluckiger et al.,
2006; Becker et al., 2006; Chuykin et al., 2008; Mom�
cilovic et al., 2009). 

Рис. 6. Анализ отдаленных антипролиферативных и цитотоксических эффектов цитостатиков на рост ЭСК R1 (а, б) и
МЭФ (в) на 5 сут после воздействия. По оси ординат – число жизнеспособных клеток, умноженное на 104. Обозначения:
К1, К5 – контроль на 1 и 5 сут после отмены цитостатиков; М1, М5 – митомицин; Э1, Э5 – этопозид; В1, В5 – винбла�
стин; Ц1, Ц5 – циклогексимид. * – различия статистически достоверны при р < 0.01.
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При изучении отсроченных эффектов цитоста�
тиков на МЭФ и недифференцированные ЭСК
было обнаружено, что воздействие митомицина,
этопозида и винбластина является необратимым,
и выжившие клетки не способны к дальнейшей
пролиферации. Напротив, эффекты циклогекси�
мида были обратимы: и МЭФ, и ЭСК быстро вос�
станавливали свой рост после его отмены. Тем не
менее, число МЭФ, обработанных этопозидом и
винбластином, оставалось на 5 сут таким же, как и
через 24 ч после отмены цитостатиков, что свиде�
тельствует о том, что эти цитостатики в выбранных
дозах оказывают скорее антипролиферативный,
но не цитотоксический эффект на дифференциро�
ванные эмбриональные клетки. В то же время, не�
дифференцированные плюрипотентные клетки,
подвергшиеся действию этих цитостатиков, прак�
тически полностью подвергаются апоптозу, а вы�
жившие не способны к дальнейшей пролифера�
ции. Эти результаты находятся в соответствии с
полученными ранее данными о различных эффек�
тах этопозида на недифференцированные ЭСК че�
ловека и дифференцированные из ЭСК гемопоэ�
тические клетки (Bueno et al., 2009). Таким обра�
зом, различные цитотоксические эффекты
этопозида и винбластина на недифференцирован�
ные плюрипотентные клетки и дифференциро�
ванные эмбриональные клетки позволяют рас�
сматривать эти цитостатики и их аналоги в каче�
стве препаратов�кандидатов для разработки
методов избирательной элиминации остаточных
недифференцированных плюрипотентных клеток
из популяции дифференцирующихся клеток. 

Ранее было показано, что этопозид, синтетиче�
ский аналог растительного токсина подофилло�
токсина, ингибирует топоизомеразу II, блокирует
клетки в S и G2 стадии клеточного цикла, а также
индуцирует апоптоз, ингибируя синтез белков
Mdm2 (Arriola et al., 1999; Ahn et al., 2011). Этопо�
зид одобрен к применению для лечения мелкокле�
точного и немелкоклеточного рака легких, рака
желудка, молочной железы и репродуктивных ор�
ганов, лимфогранулематоза, неходжкинских лим�
фом, нелимфобластных лейкозов, сарком, ней�
робластом, хориокарцином (Perry, 2008). Однако
он обладает высокой эмбриотоксичностью и тера�
тогенностью (Nagao et al., 1999; Palo et al., 2005;
Moneypenny et al., 2006; Bueno et al, 2009). Тем не
менее, несмотря на сильный цитотоксический эф�
фект этопозида, его генотоксические эффекты не
столь выражены. Показано, что в ЭСК мыши c но�
каутной инактивацией гена p53, воздействие это�
позида не приводило к увеличению уровня мута�
ций в гене Hprt (Corbet et al., 1995). С другой сторо�
ны, в ЭСК человека и их клетках�производных

этопозид индуцировал различные перестройки в
гене MLL, которые не имели селективного пре�
имущества при последующем культивировании,
но при хроническом воздействии этопозида число
клеток с различными хромосомными аномалиями
все же возрастало (Bueno et al., 2009). 

Подобно этопозиду, растительный токсин вин�
бластин – ингибитор сборки микротрубочек –
широко применяется для лечения различных опу�
холей. Однако цитотоксические и тератогенные
эффекты винбластина в половых клетках и ранних
эмбрионах млекопитающих хорошо известны
(Drasga et al., 1983; Russo et al., 1988; Weng et al.,
1991; Jagetia et al., 1996; Palo et al., 2011). Кроме то�
го, при воздействии винбластина на беременных
мышей была обнаружена его высокая нейроток�
сичность, приводящая к морфофункциональным
изменениям в мозгу потомков, а также нарушени�
ям в их поведении (Van Calsteren et al., 2009; Nam
et al., 2010). В этом контексте, при использовании
винбластина для селективной элиминации недиф�
ференцированных клеток из популяции клеток,
дифференцированных из плюрипотентных ство�
ловых клеток in vitro, необходимо учитывать эти
побочные эффекты для предотвращения риска
структурно�функциональных нарушений в ней�
ральных или других типах дифференцированных
клеток.

Полученные нами данные впервые демонстри�
руют возможность селективной элиминации не�
дифференцированных плюрипотентных клеток с
использованием низкомолекулярных цитостати�
ков, применяемых в клинической практике. Одна�
ко для увеличения эффективности и безопасности
этого подхода и предотвращения мутагенных, кан�
церогенных и тератогенных эффектов цитостати�
ков необходимы детальные исследования их эф�
фектов при различных дозах и схемах воздействия
на плюрипотентные стволовые клетки и диффе�
ренцированные клетки�производные. 

Работа поддержана Российским фондом фун�
даментальных исследований (проект № 11�04�
00379�а).
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Antiproliferative and Cytotoxic Effects of Different Type Cytostatics on Mouse 
Pluripotent Stem and Teratocarcinoma Cells

       O. F. Gordeeva
      Kol’tsov Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia

      email: olgagordeeva@yandex.ru

Abstract—Pluripotent stem cells are able to proliferate indefinitely and differentiate in vitro into various cell
types. However, in most cases in vitro differentiation of the pluripotent stem cells is asynchronous and incom�
plete, and the residual undifferentiated cells can initiate teratoma development after transplantation into re�
cipients. These features of the pluripotent stem cells are the major issue for development of safe cell therapy
technologies based on pluripotent stem cells. Considering significant resemblance of growth rates of pluripo�
tent stem and cancer cells we investigated antiproliferative and cytotoxic effects of different type cytostatics
(mitomycin C, etoposide, vinblastine and cycloheximide) on the undifferentiated and differentiating mouse
embryonic stem cells, embryonic germ cells, blastocyst and on mouse embryonal teratocarcinoma cells and
mouse embryonic fibroblasts. The findings showed that all cytostatics used induced both antiproliferative ef�
fects and acute toxic processes in undifferentiated pluripotent stem cells and embryonal teratocarcinoma cells
whereas these effects were less in differentiating embryonic stem cells and embryonic fibroblast. Moreover,
the trophoblast cells of mouse blastocysts were less sensitive to damaging effects of cytostatics than inner cell
mass cells. The examination of deferred effects of cytostatics revealed that the effects of mitomycin C, etopo�
side and vinblastine, but not cycloheximide, were irreversible because survived cells were not able to prolifer�
ate. Nevertheless, the numbers of embryonic fibroblasts exposed to etoposide or vinblastine remained un�
changed while vast majority of undifferentiated pluripotent cells treated underwent apoptosis. Thus, diverse
effects of etoposide and vinblastine on the undifferentiated pluripotent stem cells and differentiated embry�
onic cells allow us to consider these cytostatics and their analogs as drug�candidates for selective elimination
of the residual undifferentiated pluripotent stem cells from population of differentiating cells. These findings
demonstrate for the first time the possibility of selective elimination of undifferentiated pluripotent stem cells
using cytostatic drugs approved for clinic practice. However, to improve effectiveness and safety of this ap�
proach and to prevent mutagenic, carcinogenic and teratogenic effects on undifferentiated pluripotent stem
cells and their differentiated cell derivatives large�scale studies of cytostatic effects using different experimen�
tal design and active doses must be performed.

Keywords: embryonic stem cells, blastocyst, embryonic germ cells, teratocarcinoma, cytostatics, mitomycin C,
etoposide, vinblastine, cycloheximide, retinoid acid, differentiation, cytotoxicity, embryotoxicity.
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