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Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) мле�
копитающих представляют собой уникальную
in vitro модель раннего развития млекопитающих
для фундаментальных, фармакологических и ток�
сикологических исследований. В исследованиях
механизмов раннего развития млекопитающих с
использованием модели in vitro дифференциров�
ки ЭСК важную роль играет экспериментальное
трехмерное (3D) воспроизведение межклеточных
взаимодействий в эмбриональных клеточных
субпопуляциях, т.к. 3D�модели наиболее адекват�
но отражают процессы, протекающие в биологи�
ческих объектах (Yamada et al., 2007). 

На ранних стадиях дифференцировки ЭСК
формируют клеточные сфероиды – эмбриоидные
тела (ЭТ), которые являются аналогами эмбрионов

на предгаструляционных стадиях развития. Не�
смотря на отсутствие трофобласта в ЭТ, 3D�структу�
ры ЭТ начальных стадий дифференцировки име�
ют значительное сходство с 3D�структурами эм�
брионов на стадиях морулы, бластоцисты и
раннего яйцевого цилиндра. В процессе диффе�
ренцировки ЭТ происходит реорганизация их
3D�структуры: формируется внешний слой вне�
зародышевой энтодермы и внутренний слой эпи�
бласт�подобных клеток, в котором дифференци�
руются клетки�предшественники трех зародыше�
вых листков (Ducibella et al., 1975; Gardner, 1982;
Гордеева и др., 2002). В дифференцирующемся
“двухслойном” ЭТ изменяются взаимодействия
между соседними клетками и клетками разных
слоев, что оказывает влияние на межклеточный
транспорт сигнальных белков и низкомолекуляр�
ных веществ (Sachlos et al., 2008; Van Winkle et al.,
2012). В связи с этим в исследованиях молекуляр�
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ных механизмов, регулирующих процессы специ�
ализации клеток�предшественников трех заро�
дышевых листков и внезародышевых структур, а
также при изучении фармакологических и токси�
кологических эффектов различных химических
веществ и лекарственных препаратов необходимо
учитывать изменения 3D�структуры и межкле�
точных коммуникаций в ЭТ в процессе диффе�
ренцировки.

В исследованиях влияния цитостатиков на
плюрипотентные клетки и бластоцисты мыши
было установлено, что цитостатики разных групп
вызывали сильный цитотоксический эффект в
недифференцированных ЭСК и клетках внутрен�
ней клеточной массы бластоцист, тогда как диф�
ференцирующиеся ЭСК и клетки трофобласта
бластоцист были менее чувствительны к повре�
ждающим эффектам (Гордеева, 2012). Кроме то�
го, бластоцисты с интактной 3D�структурой про�
должали нормальное развитие в течение 48 ч по�
сле воздействия цитостатиков. Эти данные
свидетельствуют о том, что 3D�структура ранних
эмбрионов и различная чувствительность клеток
разных эмбриональных популяций к химическим
веществам являются ключевыми элементами за�
щиты эмбрионов от повреждающих факторов. В
связи с полученными результатами возник во�
прос о формировании защитных механизмов от
повреждающих факторов в аналогах ранних эм�
брионов – ЭТ разных стадий дифференцировки.
Поэтому целью данной работы являлось исследо�
вание эффектов биологически активных веществ
в ЭТ разных стадий дифференцировки с различ�
ной 3D�структурой на примере изучения прямых
и отсроченных повреждающих эффектов цито�
статика этопозида.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Культивирование ЭСК in vitro. В работе были
использованы ЭСК мыши линии R1, ранее лю�
безно предоставленные доктором А. Макларен
(А. McLaren, WTCR Institute of Cancer and Deve�
lopmental Biology, Cambridge, UK). Для поддержа�
ния в недифференцированном состоянии ЭСК
мыши культивировали в среде DMEM, содержа�
щей 2 mМ L�глутамина, 0.1 mМ заменимых ами�
нокислот, 0.1 мМ β�меркаптоэтанола и 15% теля�
чьей фетальной сыворотки (“HyClone”, США). Не�
дифференцированные плюрипотентные стволовые
клетки мыши поддерживали на фидере из первич�
ных эмбриональных фибробластов мыши (МЭФ),
инактивированных митомицином С (10 мкг/мл)
(“Sigma”, США), как описано ранее (Гордеева
и др., 2009). В ходе экспериментов ЭСК мыши
культивировали в бесфидерной системе, в среде с
фактором ингибирования лейкемии (leukemia in�
hibitory factor, LIF, 10 нг/мл) (“Sigma”, США). 

Получение эмбриоидных тел. Для получения
стандартных ЭТ использовали метод “висячей
капли”. Для формирования сфероидов на крыш�
ку чашки Петри помещали капли среды, содер�
жащие 300 клеток. Для формирования и культиви�
рования ЭТ использовали среду для поддержания
ЭСК мыши без добавления LIF. Сформированные
в течение трех суток культивирования ЭТ собира�
ли из капель, переносили в планшеты с низкоадге�
зивной поверхностью для дальнейшего культиви�
рования и дифференцировки в течение 10 дней.
На 1, 5 и 10 дни культивирования ЭТ (ЭТ1, ЭТ5 и
ЭТ10) переносили в новые планшеты и подверга�
ли воздействию этопозида (“Sigma”, США). 

Изучение эффектов этопозида в ЭСК и ЭТ. Для
изучения цитостатических и эмбриотоксических
эффектов этопозида в ЭСК и ЭТ разных стадий
развития были выбраны две активные дозы 1 и
10 µM на основании данных литературы из базы
данных TOXNET, U.S. National Library of Medi�
cine, National Institutes of Health (http://toxnet.
nlm.nih.gov/) и наших предыдущих исследований
(Гордеева, 2012). Все эксперименты проводили в
трех сериях. 

Недифференцированные ЭСК, ЭТ1, ЭТ5 и
ЭТ10 (n = 30) культивировали в течение 24 ч в сре�
де, содержащей 1 и 10 μM этопозида. После завер�
шения экспериментов подсчитывали число вы�
живших ЭСК и измеряли диаметры ЭТ в кон�
трольных и опытных группах для определения их
объемов. 

Для изучения отсроченных эффектов этопози�
да ЭСК и ЭТ разных стадий развития, подверг�
шиеся воздействию этопозида, отмывали средой
DMEM трижды и культивировали в течение по�
следующих 72 ч в среде без этопозида (24 + 72 ч).
По завершении экспериментов подсчитывали
число выживших ЭСК и измеряли диаметры ЭТ. 

Для оценки эффектов этопозида в сфероидах
вычисляли изменения объемов ЭТ в опытных
группах по отношению к соответствующей кон�
трольной группе. Статистический анализ разме�
ров ЭТ проводили с использованием ANOVA и
парного критерия Стьюдента. Различия считали
достоверными при вероятности нулевой гипоте�
зы р < 0.001. 

Анализ клеточной гибели в ЭТ. Ранние и позд�
ние стадии клеточной гибели исследовали в ЭТ
разных стадий развития в контрольных и экспе�
риментальных группах, используя набор для вы�
явления апоптотических и некротических клеток
Dead Cell Apoptosis Kit with Annexin V Alexa Fluor
488 and Propidium Iodide for Flow Cytometry (“Mo�
lecular Probes”, США). Клетки на ранних стадиях
апоптоза выявляли с помощью данного набора,
используя реакцию связывания фосфатидилсе�
рина в мембранах апоптотических клеток с ре�
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комбинантным аннексином V, конъюгирован�
ным с флуорохромом Alexa Fluor 488. Клетки на
поздних стадиях апоптоза и некроза выявляли
при окраске йодидом пропидия. Живые клетки
не окрашиваются этими компонентами набора.
ЭТ инкубировали в растворе аннексина V и йоди�
да пропидиума в течение 15 мин, следуя протоко�
лу производителя. После окраски ЭТ помещали в
18�луночные планшеты со стеклянными лунками
(Ibidi, Германия) и сразу анализировали на кон�
фокальном микроскопе Leica TSC SP5 l (“Leica
Mycrosystems GmbH”, Германия).

Иммуногистохимический анализ. Экспрессию
транскрипционных факторов Oct4 и Gata4 в ЭТ
выявляли с помощью иммунофлуоресцентного
анализа по методике, описанной ранее (Гордеева
и др., 2009). Для выявления экспрессии белков
Oct4 и Gata4 использовали антитела к этим бел�
кам в разведениях 1 : 100 (“Santa Cruz Biotechnol�
ogy”, США). В качестве вторичных антител ис�
пользовали антитела цыпленка против кроличьих
иммуноглобулинов кролика и козы, конъюгиро�
ванные флуорохромами Alexa 594 и Alexa 488, в
разведении 1:900 (“Molecular Probes”, США). По�
сле просветления в глицерине ЭТ сканировали на
конфокальном микроскопе Leica TSC SP5. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Анализ клеточного роста в ЭСК и ЭТ разных
стадий дифференцировки, подвергшихся воздейA
ствию этопозида. Исследование цитостатических
и цитотоксических эффектов этопозида в ЭСК и
ЭТ разных стадий дифференцировки выявило су�
щественные различия в чувствительности к цито�
статику между ЭСК и ЭТ, а также между ЭТ раз�
ных стадий развития. (рис. 1 и 2). Так, после 24 ч
воздействия 1 и 10 µM этопозида выживали лишь
10.25 ± 1.0% и 0.92 ± 0.38% ЭСК от контроля соот�
ветственно и 9.61 ± 0.89% и 0.89 ± 0.19% сохраня�
ли жизнеспособность через 72 ч после отмены
этопозида. Причем эффекты этопозида были не�
обратимыми, т.к. выжившие клетки прекращали
пролиферировать. 

В то же время, после 24 ч воздействия этопози�
да рост ЭТ замедлялся, однако большинство кле�
ток сохраняли жизнеспособность (рис. 1–3). Ана�
лиз роста ЭТ показал, что размеры диаметров ЭТ,
подвергшихся воздействию этопозида, были ста�
тистически достоверно меньше для ЭТ1 и ЭТ5,
однако эти изменения были не столь значитель�
ными, как в недифференцированных ЭСК. С
другой стороны, анализ изменений объемов ЭТ
показал, что клеточные потери в ЭТ1 и ЭТ5 со�
ставляли 30–50% клеточной массы по сравнению
с контролем, а в ЭТ10 – 5–30%. 

Однако наибольшие повреждающие эффекты
цитостатика в ЭТ были обнаружены через 72 ч куль�

тивирования после отмены этопозида. Так, объемы
ЭТ1, подвергшихся воздействию 1 и 10 µM этопози�
да, составляли только 10.00 ± 0.30% и 4.90 ± 0.15% от
контроля, ЭТ5 – 28.10 ± 0.85% и 16.15 ± 0.64%, а
ЭТ10 – 81.75 ± 1.91% и 30.75 ± 0.92% соответ�
ственно (рис. 2а). Необходимо отметить, что в от�
личие от ЭСК, все ЭТ, подвергшиеся действию
этопозида, за исключением группы ЭТ1 + 10 µM
этопозида, были способны восстанавливать свой
рост через 7 дней после отмены цитостатика (дан�
ные не представлены). Таким образом, анализ ро�
ста показал, что цитостатический эффект этопо�
зида наиболее выражен в ЭСК и наименее в ЭТ10. 

Анализ клеточной гибели в ЭТ разных стадий
дифференцировки, подвергшихся воздействию этоA
позида. Анализ клеточной гибели в ЭТ показал,
что цитотоксические эффекты этопозида являют�
ся дозозависимыми (рис. 3). В ЭТ, подвергшихся
воздействию этопозида, число клеток, находя�
щихся на разных стадиях апоптоза (аннексин V� и
пропидий�позитивных), было существенно боль�
ше, чем в контроле. Наибольшее число погибших
клеток было выявлено в ЭТ1 и ЭТ5, в особенно�
сти через 72 ч после отмены этопозида (ЭТ1, ЭТ5
24 + 72 ч). В то же время доля погибших клеток в
ЭТ10 в контрольных и опытных группах различа�
лась незначительно. Учитывая значительное
уменьшение объема ЭТ10 через 72 ч после воздей�
ствия 10 μM этопозида, можно предположить, что
погибающие клетки быстро слущивались с по�
верхности ЭТ, поэтому их доля была невелика. 

Эффекты этопозида на динамику дифференциA
ровки ЭТ, подвергшихся воздействию этопозида.
Для изучения эффектов этопозида на процессы
дифференцировки был проведен иммуногисто�
химический анализ экспрессии транскирипци�
онных факторов Oct4 и Gata4, являющихся спе�
цифическими факторами для плюрипотентных
клеток и клеток внезародышевой энтодермы со�
ответственно (рис. 4). Было обнаружено, что ци�
тотоксические и цитостатические эффекты это�
позида имели опосредованное влияние и на про�
цессы дифференцировки. В ЭТ1, подвергшихся
воздействию этопозида, экспрессия Oct4 снижа�
лась в большом числе клеток через 24 ч после воз�
действия и максимально через 72 ч после отмены.
Причем в клетках ЭТ1, подвергшихся воздей�
ствию 10 µM этопозида, экспрессия Oct4 полно�
стью прекращалась, а Gata4 не экспрессировался,
что указывает на массовую гибель и плюрипо�
тентных, и дифференцированных клеток. В ЭТ5 и
ЭТ10 эти эффекты этопозида значительно снижа�
лись, даже при дозе 10 µM. Экспрессия Oct4 со�
хранялась в большинстве клеток ЭТ5 и ЭТ10. Од�
нако динамика дифференцировки ЭТ5 и ЭТ10
изменялась, т.к. экспрессия фактора Gata4 была
выявлена в меньшем числе клеток по сравнению
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с контролем (рис. 4; белые клетки на поверхности
ЭТ5 и ЭТ10). 

Суммируя полученные данные, можно заклю�
чить, что цитостатические и цитотоксические эф�
фекты этопозида в недифференцированных ЭСК
и ЭТ разных стадий дифференцировки являются
дозозависимым и стадиеспецифическими. В не�
дифференцированных ЭСК, поддерживаемых в
монослойной культуре, эти эффекты были мак�
симальными и необратимыми. В то же время наи�
большие эффекты в ингибировании роста и диф�
ференцировки были выявлены в ранних ЭТ1 и

они постепенно снижалась по мере роста и диф�
ференцировки ЭТ. 

ОБСУЖДЕНИЕ

Активно делящиеся клетки в ранних эмбрио�
нах имеют высокую чувствительность к химиче�
ским и физическим повреждающим факторам.
Степень повреждения эмбрионов при воздей�
ствии химических веществ зависит от многих
факторов: степени токсичности веществ, дозы и
времени воздействия, а также стадии развития и
чувствительности разных эмбриональных клеток
к этому веществу. При создании эффективных

ЭСК ЭТ1 ЭТ5 ЭТ10

К

1 μM
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Рис. 1. Морфология ЭСК и ЭТ разных стадий развития после воздействия этопозида. а – через 24 ч после воздействия;
б – через 72 ч после отмены этопозида (24 + 72 ч). Масштаб: 100 мкм.
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тест�систем на основе линий ЭСК животных и
человека для изучения эмбриотоксичности хими�
ческих веществ и новых лекарств необходимы ис�
следования, направленные на сопоставление эм�
бриотоксических эффектов в in vitro клеточных
моделях и ранних эмбрионах (Seiler et al., 2011). 

Как было обнаружено ранее, цитотоксические
эффекты в ЭСК и клетках внутренней клеточной
массы бластоцисты были одинаковыми (Гордеева,
2012). Однако эффекты цитостатиков в тотальных
бластоцистах и ЭСК различались, т.е. бластоци�
сты мыши с интактной 3D�структурой были бо�
лее устойчивыми, чем ЭСК. Эти эксперименты
показали, что оценка эмбриотоксичности на мо�
дели недифференцированных ЭСК недостаточна
для точного прогноза токсичности в эмбрионах
млекопитающих. В связи с этим в представлен�
ной работе мы провели сравнительное изучение
повреждающих эффектов цитостатика этопозида
в недифференцированных ЭСК и ЭТ разных ста�
дий дифференцировки. 

Цитостатические препараты, применяемые в
клинической практике для лечения онкологиче�
ских заболеваний, обладают высокой эмбриоток�
сичностью и тератогенностью. Этопозид, являю�
щийся ингибитором топоизомеразы II, способен

ингибировать пролиферацию и индуцировать
апоптоз (Arriola et al., 1999). Он также обладает
высокой эмбриотоксичностью и тератогенно�
стью (Nagao et al., 1999; Palo et al., 2005; Mo�
neypenny et al., 2006; Grandela et al., 2007; Nam
et al., 2010; Bueno et al., 2011). На основании полу�
ченных нами данных можно заключить, что цито�
статические и цитотоксические эффекты этопо�
зида в недифференцированных ЭСК и ЭТ разных
стадий дифференцировки являются дозозависи�
мым и стадиеспецифическими. Максимальные
повреждающие эффекты этопозида выявлены в
недифференцированных ЭСК, тогда как его ци�
тотоксичность снижалась в процессе дифферен�
цировки ЭТ. 

Различную токсичность этопозида в ЭСК и ЭТ
разных стадий дифференцировки можно объяс�
нить несколькими причинами. Во�первых, в от�
личие от ЭСК ЭТ являются 3D объектами, а про�
цессы диффузии и транспорта веществ из внеш�
ней среды в 2D и 3D клеточных моделях
значительно различаются (Casciari et al., 1992;
Van Winkle et al., 2012). Скорость диффузии и ме�
таболизма веществ в ЭТ изменяется по мере их
роста и дифференцировки, поэтому более круп�
ные ЭТ5 и ЭТ10 были более устойчивыми к по�
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Рис. 2. Анализ роста ЭСК и ЭТ разных стадий развития после воздействия этопозида. Представлены данные по абсо�
лютному числу ЭСК (×104) и диаметрам ЭТ, μm (а), а также изменению числа клеток и объемов ЭТ в процентах от со�
ответствующих контрольных групп (б) через 24 ч после воздействия этопозида (светлый столбец) и через 72 ч после
отмены этопозида (темный столбец). Обозначения: К – контроль; 1 и 10 μM – этопозид в соответствующих концен�
трациях; * – различия достоверны при р < 0.001. Различия достоверны при р < 0.001 для всех групп по сравнению с кон�
трольной через 72 ч после отмены этопозида.



386

ОНТОГЕНЕЗ  том 44  № 6  2013

ГОРДЕЕВА

вреждающим эффектам этопозида, чем ранние
ЭТ1. Клетки центральных слоев ЭТ выживали
лучше и были способны к восстановлению роста
и дифференцировки после отмены цитостатика.
Различия в скорости диффузии биологически ак�
тивных веществ в разных клеточных слоях ЭТ, ве�
роятно, обусловливает и различную направлен�
ность и эффективность их дифференцировки в
различные типы эмбриональных клеток (Bauwens
et al., 2008; Messana et al., 2008; Mohr et al., 2010;
Valamehr et al., 2008). Собственно трехмерность
ЭТ, как и эмбрионов, обеспечивает концентраци�
онный градиент веществ, который способствует
продвижению развития и защите клеток от по�
вреждающих факторов. 

Во�вторых, в процессе дифференцировки ЭТ
на поверхности сфероидов формировался и раз�
вивался слой внезародыщевой энтодермы, кото�
рая является не только продуцентом сигнальных
факторов, но и ограничивает поступление ве�
ществ из внешней среды, т.к. формирует плотные
контакты между клетками (Гордеева и др., 2002).
Поэтому наименьший повреждающий эффект
этопозида был выявлен в ЭТ10 с развитой внеза�
родышевой энтодермой. Эта внезародышевая
структура гипертрофирована в ЭТ10 по сравне�
нию с таковой в раннем эмбрионе, что в некото�
рой степени компенсирует отсутствие защитного
слоя трофобласта в ЭТ. 
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Рис. 3. Анализ клеточной гибели в ЭТ разных стадий развития после 24 ч воздействия этопозида (а) и через 72 ч после
его отмены (б). 
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Таким образом, развитие гипертрофированного
слоя внезародышевой энтодермы и увеличение
клеточного объема ЭТ хотя и приводят к сниже�
нию диффузии, транспорта и метаболизма хими�
ческих и биологически активных веществ, необхо�
димых для роста и дифференцировки, но одновре�
менно препятствуют действию повреждающих
факторов. В этом контексте, ЭТ можно рассматри�
вать как 3D клеточные структуры более близкие к
структурам ранних эмбрионов, а соответственно
как более адекватные in vitro модели для фармако�
логических и токсикологических исследований.
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Cytotoxic Effects of Etoposide at Different Stages of Differentiation 
of Embryoid Bodies Formed by Mouse Embryonic Stem Cells
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Abstract—The initial stages of in vitro differentiation of embryonic stem cells are considered as unique three�
dimensional models of early development of mammals for basic, pharmacological, and toxicological studies.
It has been previously shown (Gordeeva, 2012) that the assessment of embryotoxicity in the model of undif�
ferentiated embryonic stem cells can be insufficiently accurate in predicting toxic effects on mammalian em�
bryos. In view of this, we performed a comparative study of the damaging effects of the cytostatic etoposide in
undifferentiated embryonic stem cells and embryoid bodies of different stages of differentiation that have similar
three�dimensional structures with early embryos. The analysis of growth, cell death, and dynamics of differen�
tiation of embryonic stem cells and embryoid bodies exposed to etoposide showed that the cytostatic and cyto�
toxic effects of etoposide are stage�specific. The damaging effects of etoposide were maximum in the undiffer�
entiated embryonic stem cells and decreased with growth and differentiation of embryoid bodies. We assume
that the increase in the cell volume of embryoid bodies and the development of the hypertrophic we suggest that
the increase of embryoid body volume and overgrowth of extraembryonic endoderm layer lead to a decrease in
the diffusion, transport, and metabolism of chemical and bioactive substances and prevent the damaging effects.

Keywords: embryoid bodies, embryonic stem cells, etoposide, cytostatics, cytotoxicity, embryotoxicity, differen�
tiation
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