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Ñðàâíèòåëüíàÿ îöåíêà ÷óâñòâèòåëüíîñòè ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà

Â ðàáîòå èçó÷àëè öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ïðîòèâîîïóõîëåâîãî ïðåïàðàòà äîêñîðóáèöèíà (ÄÐ) íà
ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà (÷ÝÑÊ) ëèíèè Ñ910. Äëÿ ñðàâíåíèÿ èñïîëüçîâàëè êóëüòóðó
ôèáðîáëàñòîâ, ïîëó÷åííóþ ïóòåì ñïîíòàííîé äèôôåðåíöèðîâêè òîé æå ëèíèè ÷ÝÑÊ. Äëÿ êóëüòóðû
ôèáðîáëàñòîâ ïîäòâåðæäåíî ñîõðàíåíèå íîðìàëüíîãî äèïëîèäíîãî êàðèîòèïà. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ÷ÝÑÊ
èìåþò áîëåå âûñîêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê äåéñòâèþ ÄÐ ïî ñðàâíåíèþ ñ ôèáðîáëàñòàìè: êîíöåíòðàöèÿ
ÄÐ, âûçûâàþùàÿ ãèáåëü 20 % êëåòîê, ñîñòàâëÿëà 0.01 è 0.1 ìêã/ìë ñîîòâåòñòâåííî. ÄÐ èíäóöèðîâàë
àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü ÷ÝÑÊ è ñíèæåíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êàê ÷ÝÑÊ, òàê è ôèáðîáëàñòîâ.
Îäíàêî â êóëüòóðå ÷ÝÑÊ áëîêèðîâàíèå ïðîëèôåðàöèè áûëî îáðàòèìî â îòëè÷èå îò ôèáðîáëàñòîâ. Òà-
êèì îáðàçîì, ïðîäåìîíñòðèðîâàíû ðàçëè÷èÿ êàê â ÷óâñòâèòåëüíîñòè, òàê è â õàðàêòåðå îòâåòà íà ãåíî-
òîêñè÷åñêèé ôàêòîð ÷ÝÑÊ è èõ äèôôåðåíöèðîâàííûõ ïðîèçâîäíûõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, äîêñîðóáèöèí, öèòîòîêñè÷íîñòü.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé ïî èçó÷åíèþ ÷óâñòâèòåëü-
íîñòè ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà (÷ÝÑÊ)
ê ãåíîòîêñè÷åñêèì ñòðåññàì êðàéíå ïðîòèâîðå÷èâû. Ñ
îäíîé ñòîðîíû, ñóùåñòâóþò äàííûå î âûñîêîé ýôôåêòèâ-
íîñòè ìíîãèõ çàùèòíûõ ìåõàíèçìîâ â ÷ÝÑÊ, òàêèõ êàê
òåëîìåðàçíàÿ àêòèâíîñòü, ýêñïðåññèÿ àíòèîêñèäàíòíûõ
ãåíîâ è ãåíîâ ðåïàðàöèè ÄÍÊ, è ïîêàçàíî, ÷òî äèôôåðåí-
öèðîâêà ÷ÝÑÊ ñîïðÿæåíà ñ äàóí-ðåãóëÿöèåé ýòèõ ïðîöåñ-
ñîâ (Maynard et al., 2008; Saretzki et al., 2008). Ñ äðóãîé
ñòîðîíû, îòìå÷åíà áîëåå âûñîêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü
÷ÝÑÊ ê ïîâðåæäàþùåìó äåéñòâèþ èîíèçèðóþùåé ðàäè-
àöèè, ÓÔ-îáëó÷åíèþ è õèìè÷åñêîìó àãåíòó ýòîïîçèäó ïî
ñðàâíåíèþ ñ äèôôåðåíöèðîâàííûìè êëåòêàìè (Grandela
et al., 2007; Filion et al., 2009).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó÷àëè öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñò-
âèå ïðîòèâîîïóõîëåâîãî ïðåïàðàòà äîêñîðóáèöèíà (ÄÐ)
íà ïëþðèïîòåíòíûå ÷ÝÑÊ è ïîëó÷åííûå èç íèõ ïóòåì
ñïîíòàííîé äèôôåðåíöèðîâêè ôèáðîáëàñòû. ÄÐ îòíîñèò-
ñÿ ê ãðóïïå àíòðàöèêëèíîâûõ àíòèáèîòèêîâ è ïðèìåíÿåò-
ñÿ äëÿ ëå÷åíèÿ ìåòàñòàçèðóþùèõ ôîðì îïóõîëåé ðàçëè÷-
íîé ýòèîëîãèè. Èçâåñòíî, ÷òî ÄÐ îáëàäàåò âûñîêîé àíòè-
ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ è ïîäàâëÿåò ñèíòåç ÄÍÊ,
ïî÷òè íå âëèÿÿ íà ñèíòåç áåëêîâ â êëåòêå. Îñíîâíîé ìè-
øåíüþ ÄÐ â êëåòêå ÿâëÿåòñÿ ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçà II, êîòî-
ðîé îòâîäèòñÿ ñóùåñòâåííàÿ ðîëü â ðåïëèêàöèè, ðåêîì-
áèíàöèè ÄÍÊ è ïîäãîòîâêå êëåòîê ê ìèòîçó (Wang et al.,
1996). ÄÐ èíòåðêàëèðóåò â ÄÍÊ, ñòàáèëèçèðóåò ýòîò êîì-
ïëåêñ, ÷òî ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ äâóõöåïî÷å÷íûõ ðàç-
ðûâîâ ÄÍÊ (Burden, Osheoff, 1998). Íåðåïàðèðîâàííûå
ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ âûçûâàþò îñòàíîâêó ïðîëèôåðàöèè
êëåòîê â òî÷êå êîíòðîëÿ ôàçû G2 êëåòî÷íîãî öèêëà (Kim

et al., 2009) èëè àïîïòîç ïî ð53-çàâèñèìîìó òèïó (Wang
et al., 2004; Kikuchi et al., 2010). Êðîìå òîãî, öèòîòîêñè÷-
íîñòü ÄÐ ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ ãåíåðàöèåé àêòèâíûõ
ôîðì êèñëîðîäà è çàïóñêîì àïîïòîçà ïî ìèòîõîíäðèàëü-
íîìó ïóòè (Tsang et al., 2003). Ðàíåå öèòîòîêñè÷åñêîå
äåéñòâèå ÄÐ èçó÷àëè íà ìíîãî÷èñëåííûõ ëèíèÿõ îïóõî-
ëåâûõ êëåòîê è íà íåñêîëüêèõ íîðìàëüíûõ êëåòî÷íûõ ëè-
íèÿõ. Áûëè íàéäåíû ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ â îòâåòå íà
îáðàáîòêó ÄÐ ìåæäó îïóõîëåâûìè è íîðìàëüíûìè êëåò-
êàìè (Wang et al., 2004).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó÷àëè öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñò-
âèå ÄÐ íà ïëþðèïîòåíòíûå ÷ÝÑÊ, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ
íîðìàëüíûìè äèïëîèäíûìè, íî èììîðòàëüíûìè êëåòêà-
ìè. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïëþðèïîòåíòíûå ÷ÝÑÊ èìåþò áî-
ëåå âûñîêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê äåéñòâèþ ÄÐ ïî ñðàâíå-
íèþ ñ èçîãåííûìè ôèáðîáëàñòàìè. Îáðàáîòêà ÷ÝÑÊ ñóá-
ëåòàëüíûìè äîçàìè ÄÐ ïðèâîäèò ê áûñòðîìó çàïóñêó
àïîïòîçà è ãèáåëè áîëüøåé ÷àñòè ïîïóëÿöèè, íî îñòàâ-
øèåñÿ æèâûå êëåòêè ñîõðàíÿþò ñïîñîáíîñòü ê âîçîáíîâ-
ëåíèþ ïðîëèôåðàöèè. Â êóëüòóðå äèôôåðåíöèðîâàííûõ
ôèáðîáëàñòîâ ñóáëåòàëüíûå äîçû ÄÐ âûçûâàþò äëèòåëü-
íûé áëîê ïðîëèôåðàöèè è ïîñòåïåííóþ ãèáåëü, âèäèìî,
ïî òèïó ñòàðåíèÿ êëåòîê.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å è ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê à.
Èñïîëüçîâàëè êóëüòóðó ÷ÝÑÊ ëèíèè Ñ910, ïîëó÷åííóþ â
Èíñòèòóòå öèòîëîãèè ÐÀÍ (Êîæóõàðîâà è äð., 2009).
÷ÝÑÊ êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå mTeSR (StemCellTechnolo-
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gy, Êàíàäà) ïðè 37 °Ñ, 6 % ÑÎ2 è 85 % âëàæíîñòè. Â êà÷å-
ñòâå ôèäåðà èñïîëüçîâàëè êóëüòóðó êëåòîê ýíäîìåòðèÿ
÷åëîâåêà (Çåìåëüêî è äð., 2011), îáðàáîòàííóþ ìèòîìè-
öèíîì Ñ (Sigma, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë. Ïåðå-
ñåâ ïðîâîäèëè ìåõàíè÷åñêè ÷åðåç 6—7 ñóò. Äèôôåðåíöè-
ðîâêó ÷ÝÑÊ èíäóöèðîâàëè ïîëó÷åíèåì ýìáðèîèäíûõ òåë
ñ ïîìîùüþ ïåðåñåâà àãðåãàòîâ êëåòîê íà íèçêîàäãåçèâ-
íûå êóëüòóðàëüíûå ÷àøêè (Nunc, Äàíèÿ). Àãðåãàòû êëå-
òîê êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 4 ñóò â ñðåäå KoSR (Kno-
ckout DMEM, 20 % serum replacement, Gibco, ÑØÀ) ñ äî-
áàâëåíèåì 1 ìM ãëóòàìèíà, 100 ìÌ íåñóùåñòâåííûõ
àìèíîêèñëîò, 1%-íîãî ðàñòâîðà ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòî-
ìèöèíà (âñå ðàñòâîðû Gibco, ÑØÀ). Çàòåì èõ ïåðåíîñèëè
íà àäãåçèâíûå ÷àøêè â ñðåäå DMEM/F12 (Gibco, ÑØÀ) ñ
äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè (HyClone,
ÑØÀ) è êóëüòèâèðîâàëè äî îáðàçîâàíèÿ ìîíîñëîéíîé
êóëüòóðû. Ìîíîñëîéíûå êóëüòóðû ïåðåñåâàëè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì 0.05%-íîãî ðàñòâîðà òðèïñèíà (Gibco, ÑØÀ).
Â òå÷åíèå 7 ïàññàæåé ïîïóëÿöèÿ ñòàíîâèëàñü îäíîðîä-
íîé è äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè ïðèîáðåòàëè ôèáðî-
áëàñòîïîäîáíóþ ìîðôîëîãèþ. Äëÿ ïîñòàíîâêè öèòîòîê-
ñè÷åñêèõ òåñòîâ êëåòêè âûðàùèâàëè áåç ôèäåðà íà ïëàñ-
òèêå, îáðàáîòàííîì Ìàòðèãåëåì (BD Bioscience, ÑØÀ).

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÿ. Êóëüòóðó ÷ÝÑÊ è äèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ êëåòîê âûðàùèâàëè â ñòàíäàðòíûõ óñëî-
âèÿõ íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ. Çàòåì êëåòêè ôèêñèðîâàëè
4%-íûì ðàñòâîðîì ïàðàôîðìàëüäåãèäà (15 ìèí) ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå, ïåðìåàáèëèçîâûâàëè 0.1%-íûì ðàñ-
òâîðîì Òðèòîíà Õ-100 (15 ìèí). Áëîêèðîâàíèå íåñïåöè-
ôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë ïðîâîäèëè â 1%-íîì ðàñò-
âîðå áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (Sigma, ÑØÀ) â
òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Â ðàáîòå èñ-
ïîëüçîâàëè ñïåöèôè÷åñêèå ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå
àíòèòåëà ïðîòèâ àíòèãåíîâ ÷åëîâåêà OCT3/4 (SantaCruz
Biotechnology, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 100, SSEA-4 (Che-
micon, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 50 è âèìåíòèíà (Chemicon,
ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 50. Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë
ïðèìåíÿëè êîçüè àíòèìûøèíûå àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàí-
íûå ñ ôëóîðîõðîìîì Alexa Fluro 488 (Invitrogen, ÑØÀ) â
ðàçâåäåíèè 1 : 800. Îòìûâêó êëåòîê ïðîèçâîäèëè â ðàñ-
òâîðå PBS, ñîäåðæàùåì 0.05 % Tween 20. ßäðà êëåòîê
ïîäêðàøèâàëè DAPI (Sigma, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè
1 ìêã/ìë. Ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ êëåòêàìè çàêëþ÷àëè â ãëè-
öåðèíîâûé áóôåð, ñîäåðæàùèé 1 % ïðîïèëãàëàòà. Ïîëó-
÷åííûå ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëü-
íîãî ëàçåðíîãî ëþìèíåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà Leica TCS
CL (Ãåðìàíèÿ) ïðè óâåëè÷åíèè 63�. À ê ò è â í î ñ ò ü ù å -
ë î ÷ í î é ô î ñ ô à ò à ç û îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà
ðåàãåíòîâ Sigma Diagnostics Alkaline Phosphatase (AP) leu-
kocyte ñîãëàñíî ñòàíäàðòíîìó ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèç-
âîäèòåëÿ (Sigma, ÑØÀ).

Î ï ð å ä å ë å í è å ö è ò î ò î ê ñ è ÷ í î ñ ò è. Ñóñïåíçèþ
êëåòîê ÷ÝÑÊ èëè äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê âûñåâàëè
â 24-ëóíî÷íûå ïàíåëè, ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííûå
Ìàòðèãåëåì. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè äî ïîëó÷åíèÿ ñóá-
ìîíîñëîÿ (2—3 ñóò). Çàòåì ïîäñ÷èòûâàëè íà÷àëüíîå êî-
ëè÷åñòâî êëåòîê â ëóíêå è îáðàáàòûâàëè èõ ÄÐ â êîíöåíò-
ðàöèè îò 0.01 äî 2 ìêã/ìë. ×åðåç 24 ÷ ïîäñ÷èòûâàëè êîëè-
÷åñòâî æèâûõ è ìåðòâûõ êëåòîê â êàæäîì âàðèàíòå
îïûòà. Äëÿ ýòîãî êëåòêè äåçàãðåãèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
0.05%-íîãî ðàñòâîðà òðèïñèíà è îêðàøèâàëè 0.4%-íûì
ðàñòâîðîì òðèïàíîâîãî ñèíåãî (Gibco, ÑØÀ). Â êàæäîì
âàðèàíòå ïîäñ÷åò ïðîâîäèëè â 3 ëóíêàõ è îïðåäåëÿëè
ñðåäíåå çíà÷åíèå è åãî ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå. Æèçíå-
ñïîñîáíîñòü êëåòîê â îïûòå îïðåäåëÿëè êàê ïðîöåíòíóþ

äîëþ æèâûõ êëåòîê ïî îòíîøåíèþ ê íà÷àëüíîìó êîëè-
÷åñòâó æèâûõ êëåòîê. Èíäåêñ öèòîòîêñè÷íîñòè ÄÐ îïðå-
äåëÿëè êàê ìèíèìàëüíóþ êîíöåíòðàöèþ, âûçûâàþùóþ
ãèáåëü 20, 50 è 90 % êëåòîê, è îáîçíà÷àëè ÈÖ20, ÈÖ50 è
ÈÖ90 ñîîòâåòñòâåííî.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ âûæèâàåìîñòè êëåòîê ïîñëå îáðà-
áîòêè ñóáëåòàëüíûìè äîçàìè ÄÐ èñïîëüçîâàëè êðèâûå
ðîñòà êëåòîê. Êëåòêè âûðàùèâàëè â 24-ëóíî÷íûõ ïàíå-
ëÿõ, ïî äîñòèæåíèè ñóáìîíîñëîÿ îáðàáàòûâàëè ÄÐ â òå-
÷åíèå 24 ÷ â êîíöåíòðàöèè, ïðè êîòîðîé ãèáåëü êëåòîê
ñîñòàâëÿëà 20 %. Ñðåäó ìåíÿëè è åæåäíåâíî ïîäñ÷èòûâà-
ëè êîëè÷åñòâî êëåòîê â 3 êîíòðîëüíûõ è 3 îïûòíûõ ëóí-
êàõ â òå÷åíèå 7—10 ñóò. Àïîïòîòè÷åñêèå ÿäðà âûÿâëÿëè
ïî îêðàñêå DAPI è ïîäñ÷èòûâàëè èõ êîëè÷åñòâî íà 100
êëåòîê â êàæäîì âàðèàíòå îïûòà.

Ï ð å æ ä å â ð å ì å í í î å ñ ò à ð å í è å êëåòîê îöåíèâà-
ëè ïî îêðàøèâàíèþ íà b-ãàëàêòîçèäàçó ñ ïîìîùüþ Se-
nescence b-Galactosidase Staining Kit ñîãëàñíî ïðîòîêîëó
ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ (Cell Signaling, ÑØÀ).

Ê à ð è î ò è ï è ð î â à í è å. Ïðèãîòîâëåíèå ïðåïàðàòîâ
ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì ïðîâîäèëè ïî îáû÷íîé ñõåìå. Äëÿ
íàêîïëåíèÿ êëåòîê â ñòàäèè ìåòàôàçû â êëåòî÷íóþ êóëü-
òóðó â ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçå ðîñòà äîáàâëÿëè ñòàíäàðò-
íûé ðàñòâîð äåìèêîëöèíà â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
0.01—0.02 ìêã íà 1 ìë ñðåäû. Äëÿ ñíÿòèÿ êëåòîê èñïîëü-
çîâàëè ñìåñü 0.05% òðèïñèíà ñ ÝÄÒÀ, â êà÷åñòâå ãèïîòî-
íè÷åñêîãî ðàñòâîðà — 0.56 % KCl. Âðåìÿ ãèïîòîíè÷å-
ñêîé îáðàáîòêè, ðàâíî êàê è âðåìÿ èíêóáàöèè êëåòîê â
ïðèñóòñòâèè ìèòîñòàòèêà, ïîäáèðàëè ýêñïåðèìåíòàëüíî.
Äëÿ äèôôåðåíöèàëüíîé îêðàñêè õðîìîñîì íà G-äèñêè
êðàñèòåëåì Ãèìçà èõ ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáàòûâàëè
0.25%-íûì ðàñòâîðîì òðèïñèíà. Ñóñïåíçèþ ôèêñèðîâàí-
íûõ êëåòîê ðàñêàïûâàëè íà âëàæíûå, îõëàæäåííûå ïðåä-
ìåòíûå ñòåêëà. Âûñóøèâàëè ïðåïàðàòû ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Àíàëèç ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê ïðîèçâîäèëè
ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ)
ïðè óâåëè÷åíèÿõ 16� è 100�. Èäåíòèôèöèðîâàëè õðîìî-
ñîìû â ñîîòâåòñòâèè ñî ñòàíäàðòíîé íîìåíêëàòóðîé
(Yunis, 1980; Ìàìàåâà, 2002). ×àñòîòó âñòðå÷àåìîñòè â
ïîïóëÿöèè ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê îöåíèâàëè ïðè âèçóàëü-
íîì àíàëèçå ïîä ìèêðîñêîïîì íå ìåíåå 200 ìåòàôàçíûõ
ïëàñòèíîê.

Ðåçóëüòàòû

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ÷ÝÑÊ êëåòîê ëèíèè Ñ910 íà
Ìàòðèãåëå íå èçìåíÿëî ýêñïðåññèþ ïëþðèïîòåíòíûõ
ìàðêåðîâ ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû, SSEA-4, OCT3/4 (ðèñ. 1,
à—â). Ñïîíòàííàÿ äèôôåðåíöèðîâêà ñîïðîâîæäàëàñü ïî-
òåðåé ýêñïðåññèè ïëþðèïîòåíòíûõ ìàðêåðîâ è ïîÿâëåíè-
åì ìåçåíõèìàëüíî-ýïèòåëèàëüíîãî ìàðêåðà âèìåíòèíà
(ðèñ. 1, ã).

Ö è ò î ò î ê ñ è ÷ í î ñ ò ü Ä Ð. Ïîñëå îáðàáîòêè ÄÐ æèç-
íåñïîñîáíîñòü êëåòîê, îöåíåííàÿ ïî îêðàøèâàíèþ òðè-
ïàíîâûì ñèíèì, êàê ñòâîëîâûõ, òàê è äèôôåðåíöèðîâàí-
íûõ çàâèñåëà îò êîíöåíòðàöèè ÄÐ. Ñòâîëîâûå êëåòêè
îêàçàëèñü áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûìè ê öèòîòîêñè÷åñêîìó
äåéñòâèþ ÄÐ — â ïðåäåëàõ êîíöåíòðàöèé îò 0.01 äî
1 ìêã/ìë äîëÿ æèâûõ êëåòîê ïàäàëà ñ 80 äî 5 %. Êîíöåíò-
ðàöèÿ ÄÐ, ïðè êîòîðîé ïîãèáàëî 50 % êëåòîê (ÈÖ50), ñî-
ñòàâëÿëà 0.025 ìêã/ìë (50 íÌ). Äèôôåðåíöèðîâàííûå
êëåòêè áûëè ìåíåå ÷óâñòâèòåëüíû ê ÄÐ — â ïðåäåëàõ
êîíöåíòðàöèé îò 0.01 äî 0.075 ìêã/ìë ÄÐ íå äåéñòâîâàë
öèòîòîêñè÷åñêè. Äàëüíåéøåå óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè
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ÄÐ ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ äîëè æèâûõ êëåòîê äî 60 %
ïðè êîíöåíòðàöèè 0.1 ìêã/ìë è äî 40 % — ïðè êîíöåíò-
ðàöèè 2 ìêã/ìë. ÈÖ50 äëÿ äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê
ñîñòàâèë 1.0 ìêã/ìë (2.5 ìêÌ) (ðèñ. 2).

Îêðàøèâàíèå ÄÍÊ-òðîïíûì êðàñèòåëåì DAPI êëå-
òîê Ñ910 ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ÄÐ â êîíöåíòðàöèè,
âûçûâàþùåé ãèáåëü 50 % êëåòîê, âûÿâèëî 22 % àïîïòî-
òè÷åñêèõ ÿäåð â ïîïóëÿöèè ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê è îò-
ñóòñòâèå èõ â ïîïóëÿöèè äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê.

Â û æ è â à å ì î ñ ò ü è ñîõðàíåíèå ñïîñîáíîñòè íå-
äèôôåðåíöèðîâàííûõ è äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ê
ïðîëèôåðàöèè ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ìèíèìàëüíî ýôôåêòèâ-
íûìè êîíöåíòðàöèÿìè ÄÐ (0.01 è 0.1 ìêã/ìë) áûëà ðàç-
íîé. Äàííûå ðèñ. 3 äåìîíñòðèðóþò ðàçëè÷èÿ â îòâåòå íà
âîçäåéñòâèå ÄÐ ìåæäó äèôôåðåíöèðîâàííûìè è íåäèô-
ôåðåíöèðîâàííûìè êëåòêàìè. Â ïîïóëÿöèè ïëþðèïîòåí-
òíûõ êëåòîê ÷åðåç 24 ÷ ïîãèáëî 20 % êëåòîê, íà 3-è ñóò
îñòàâøèåñÿ êëåòêè âîçîáíîâëÿëè ïðîëèôåðàöèþ, è
íà 5-å ñóò ïîïóëÿöèÿ ïî îòíîøåíèþ ê ïåðâîíà÷àëüíîìó
óðîâíþ óäâàèâàëàñü (ðèñ. 3, à). Ïîïóëÿöèÿ äèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ êëåòîê, îáðàáîòàííàÿ ÄÐ â ìèíèìàëüíî
ýôôåêòèâíîé äîçå (0.1 ìêã/ìë), ïðåêðàùàëà ïðîëèôåðè-
ðîâàòü, è ýòîò öèòîñòàòè÷åñêèé ýôôåêò ñîõðàíÿëñÿ â òå-
÷åíèå âñåãî âðåìåíè íàáëþäåíèÿ (9 ñóò). Öèòîñòàòè÷å-
ñêîå äåéñòâèå ÄÐ íà ôèáðîáëàñòû ñîïðîâîæäàëîñü ïðè-
çíàêàìè ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ êëåòîê, ÷òî áûëî
ïîêàçàíî ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ íà b-ãàëàêòîçèäàçó.
×èñëî îêðàøåííûõ êëåòîê ïîñëå îáðàáîòêè ÄÐ ÷åðåç
2 ñóò ñîñòàâëÿëî 80—100 % (ðèñ. 4, á), â òî âðåìÿ êàê â
êîíòðîëå îêðàñêà íàáëþäàëàñü òîëüêî â åäèíè÷íûõ êëåò-
êàõ (ðèñ. 4, à).

Ñ ð à â í è ò å ë ü í û é ö è ò î ã å í å ò è ÷ å ñ ê è é à í à -
ë è ç êëåòîê èñõîäíîé ëèíèè Ñ910 è èçîãåííûõ ôèáðî-
áëàñòîâ ïîêàçàë, ÷òî ïîñëåäíèå èìåþò äèïëîèäíûé íà-
áîð õðîìîñîì è ñòàíäàðòíóþ ñòðóêòóðó (ðèñ. 5). Ïîëè-
ïëîèäíûõ êëåòîê â ïîïóëÿöèè äèôôåðåíöèðîâàííûõ
êëåòîê îáíàðóæåíî íå áûëî. Àíàëèç ÷ÝÑÊ íà 3-ì ïàññà-
æå ïîñëå îáðàáîòêè ÄÐ â ìèíèìàëüíî ýôôåêòèâíîé êîí-
öåíòðàöèè (0.01 ìêã/ìë) íå âûÿâèë êîëè÷åñòâåííûõ èçìå-
íåíèé â ÷èñëå õðîìîñîì, ñâÿçàííûõ ñ àíåóïîëèïëîèäèçà-
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Ðèñ. 1. Ýêñïðåññèÿ ïëþðèïîòåíòíûõ ìàðêåðîâ â ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà ëèíèè Ñ910, êóëüòèâèðóåìûõ íà
Ìàòðèãåëå: ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû (à), SSEA-4 (á) è OCT 3/4 (â). Ñïîíòàííàÿ äèôôåðåíöèðîâêà Ñ910 âûçûâàåò ýêñïðåññèþ ìàðêå-

ðà ôèáðîáëàñòîâ âèìåíòèíà (ã).

Ðèñ. 2. Æèçíåñïîñîáíîñòü ñòâîëîâûõ (áåëûå ñòîëáöû) è äèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ (çàøòðèõîâàííûå ñòîëáöû) êëåòîê ëèíèè
Ñ910 ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè äîêñîðóáèöèíîì (ÄÐ) â ðàç-

íîé êîíöåíòðàöèè.

Ïðåäñòàâëåíû äàííûå 3 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ.
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå ïðåäîáðàáîòêè ÄÐ â êîíöåíòðàöèè, âûçûâàþùåé ãèáåëü 20 % êëåòîê ÷åðåç 24 ÷, íà ðàçìíîæåíèå ñòâîëîâûõ êëå-
òîê ëèíèè Ñ910 (à) è èçîãåííûõ ôèáðîáëàñòîâ (á).

Êðèâàÿ 1 — êîíòðîëü, 2 — ÄÐ â êîíöåíòðàöèè 0.01 (à) èëè 0.1 (á) ìêã/ìë. Ïðåäñòàâëåíû äàííûå 2 ýêñïåðèìåíòîâ.

Ðèñ. 4. Ýêñïðåññèÿ ìàðêåðà ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ b-ãàëàêòîçèäàçû (ñèíèé öâåò) â äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ Ñ910 â
êîíòðîëå (à) è ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ÄÐ â êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë (á).

Ðèñ. 5. Êàðèîòèï êëåòîê Ñ910 ïîñëå ñïîíòàííîé äèôôåðåíöèðîâêè. Ïàññàæ 7.



öèåé êëåòîê. Íè äâîéíûõ õðîìàòèäíûõ ðàçðûâîâ, íè
ìîðôîëîãè÷åñêèõ ìàðêåðîâ àìïëèôèêàöèè ãåíîâ òèïà
ÄÌ èëè ÄÌÕ íå âûÿâëÿëîñü. Êàðèîòèïèðîâàíèå äèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ ÷ÝÑÊ äàííîé ëèíèè ïîñëå îáðàáîòêè ÄÐ
â ìèíèìàëüíî ýôôåêòèâíîé êîíöåíòðàöèè (0.1 ìêã/ìë)
áûëî íåâîçìîæíî â ñâÿçè ñ îñòàíîâêîé ïðîëèôåðàöèè
êëåòîê.

Îáñóæäåíèå

Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî ÷ÝÑÊ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â
ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè
ìîãóò ñîõðàíÿòü ãåíåòè÷åñêóþ ñòàáèëüíîñòü, êîòîðàÿ
ïîääåðæèâàåòñÿ, ñ îäíîé ñòîðîíû, ýôôåêòèâíîé ðåïàðà-
öèåé ÄÍÊ, ñ äðóãîé — àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëüþ êëåòîê ñ
íåðåïàðèðîâàííûìè ïîâðåæäåíèÿìè ÄÍÊ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå â êà÷åñòâå õèìè÷åñêîãî àãåíòà,
âûçûâàþùåãî ãåíîòîêñè÷åñêèé ñòðåññ ÷ÝÑÊ, èñïîëüçîâà-
ëè ïðîòèâîîïóõîëåâûé ïðåïàðàò ÄÐ. Ïîâðåæäàþùåå äåé-
ñòâèå ÄÐ îñíîâàíî íà åãî ñïîñîáíîñòè èíãèáèðîâàòü òî-
ïîèçîìåðàçó II, ÷òî ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ äâîéíûõ
ðàçðûâîâ ÄÍÊ. Êëåòêè ñïîñîáíû ðàñïîçíàâàòü âîçíèê-
øèå ïîâðåæäåíèÿ, ëèáî ýëèìèíèðóÿ èõ ïóòåì àïîïòîçà
èëè íåêðîçà, ëèáî èíäóöèðóÿ ïðåæäåâðåìåííîå ñòàðåíèå
êëåòîê (Rebbaa et al., 2003). Öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò ÄÐ
ðàçëè÷åí â çàâèñèìîñòè îò òèïà êëåòîê, êîíöåíòðàöèè ÄÐ
è óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ìû ñðàâíèâàëè ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ è äèôôåðåíöèðîâàí-
íûõ ÷ÝÑÊ è ïîêàçàëè çíà÷èòåëüíî áîëåå âûñîêóþ ÷óâñò-
âèòåëüíîñòü ÷ÝÑÊ ê öèòîòîêñè÷åñêîìó äåéñòâèþ ÄÐ ïî
ñðàâíåíèþ ñ èçîãåííûìè ôèáðîáëàñòàìè.

Ïî íåêîòîðûì äàííûì, îñîáåííîñòü êëåòî÷íîãî îòâå-
òà ÷ÝÑÊ íà ãåíîòîêñè÷åñêèé ñòðåññ ñîñòîèò â òîì, ÷òî
îíè â îòëè÷èå îò äðóãèõ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê íå èìåþò
òî÷êè àðåñòà â ôàçå G1 êëåòî÷íîãî öèêëà, íî ìîãóò îñòà-
íàâëèâàòüñÿ íà ãðàíèöå ôàç G2/M (Filion et al., 2009).
Äèôôåðåíöèðîâêà ÷ÝÑÊ âûçûâàåò ïîÿâëåíèå òî÷êè àðåñ-
òà â ôàçå G1 (Neganova et al., 2011). Â íàøèõ ýêñïåðèìåí-
òàõ îáðàáîòêà äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ñóáëåòàëü-
íûìè äîçàìè ÄÐ òàêæå âûçûâàëà èõ îñòàíîâêó â ôàçå G1

èëè G2 êëåòî÷íîãî öèêëà. Àêòèâíîñòü b-ãàëàêòîçèäàçû
îçíà÷àåò, ÷òî â ýòèõ êëåòêàõ ïðîèñõîäèò ïðîöåññ ïðåæäå-
âðåìåííîãî ñòàðåíèÿ. Îáðàáîòêà ÷ÝÑÊ ÄÐ â êîíöåíò-
ðàöèè â 10 ðàç ìåíüøåé, ÷åì èñïîëüçóåìàÿ äëÿ ôèáðî-
áëàñòîâ, âûçûâàëà ãèáåëü 50 % êëåòîê â òå÷åíèå 48 ÷.
Îêðàøèâàíèå ÄÍÊ-òðîïíûì êðàñèòåëåì âûÿâèëî âîçðàñ-
òàþùåå êîëè÷åñòâî àïîïòîòè÷åñêèõ ÿäåð â ïîïóëÿöèè
÷ÝÑÊ è èõ îòñóòñòâèå â èçîãåííûõ ôèáðîáëàñòàõ ïîñëå
îáðàáîòêè ÄÐ, ÷òî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ãèáåëè
÷ÝÑÊ ïóòåì àïîïòîçà. Íàøè äàííûå ñîãëàñóåòñÿ ñ äàí-
íûìè î ïîâðåæäàþùåì äåéñòâèè äðóãîãî ïðîòèâîîïóõî-
ëåâîãî ïðåïàðàòà — èíãèáèòîðà òîïîèçîìåðàçû II ýòîïî-
çèäà (Grandela et al., 2007; Velichko et al., 2011). Ýòîïîçèä
âûçûâàë ãèáåëü 50 % êëåòîê ÷ÝÑÊ â äîçå 100 íÌ (Grande-
la et al., 2007), à ÄÐ, ïî íàøèì äàííûì, — â êîíöåíòðàöèè
20 íÌ. Äèôôåðåíöèðîâêà ÷ÝÑÊ ñîïðîâîæäàëàñü ñíèæå-
íèåì ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ýòîïîçèäó àíàëîãè÷íî ÄÐ.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå â ïðèñóòñòâèè ÄÐ
ìîæåò ïðèâîäèòü ê äåñòàáèëèçàöèè êëåòî÷íîãî ãåíîìà,
âîçíèêíîâåíèå êîòîðîé ñâÿçûâàþò ñ íàðóøåíèåì ìåõà-
íèçìà êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ ïîä âëèÿíèåì öèòîñòàòèêà.
Ïîêàçàíî, ÷òî ñóáëåòàëüíûå êîíöåíòðàöèè ÄÐ ìîãóò âû-
çûâàòü ñòèìóëÿöèþ ïîëèïëîèäèçàöèè êóëüòóðû îïóõîëå-
âûõ è íîðìàëüíûõ êëåòîê (Ìåëèêñåòÿí è äð., 1999; Eom

et al., 2005; Kikuchi et al., 2010). Äàííûå, ïîëó÷åííûå
íàìè, óêàçûâàþò íà òî, ÷òî â êóëüòóðå ÷ÝÑÊ ïîñëå êðàò-
êîâðåìåííîãî èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè ÄÐ â
êîíöåíòðàöèè 0.01 ìêã/ìë ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè ïîëè-
ïëîèäíûõ êëåòîê íå âîçðàñòàåò.

Òàêèì îáðàçîì, äàííûå íàñòîÿùåé ðàáîòû ïîäòâåðæ-
äàþò, ÷òî ÷ÝÑÊ è èõ äèôôåðåíöèðîâàííûå ïðîèçâîäíûå
èìåþò íå òîëüêî ðàçíûå óðîâíè ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ïðî-
òèâîîïóõîëåâîìó öèòîñòàòèêó ÄÐ, íî è ðàçëè÷íûå ðåàê-
öèè íà ãåíîòîêñè÷åñêèé ñòðåññ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 11-04-12077 îôè-ì) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ
«Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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EXAMINATION OF CYTOTOXIC EFFECT OF ANTI-CANCER DRUG DOXORUBICIN

ON HUMAN EMBRYONIC STEM CELLS

I. V. Kozhukharova,1 T. M. Grinchuk, N. A. Pugovkina, Z. V. Kovaleva, L. L. Alekseenko, N. N. Nikolsky

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;
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Cytotoxic effect of anti-cancer drug, doxorubicin (DR), has been examined on human embryonic stem
cells (ESC) C910 and fibroblasts spontaneously differentiated from these cells. The fibroblasts retained diploid
karyotype. It was found that ESC are more sensitive to DR than fibroblasts: DR dose killing 20 % cells was
0.01 and 0.1 mg/ml, respectively. DR induced ESC apoptotic death and reduced both ESC and fibroblast proli-
feration. Unlike fibroblasts DR reversibly inhibited ESC proliferation. Thus, we have demonstrated that ESC
and their differentiated derivates differ their sensitivity and response to the genotoxic agent.

K e y w o r d s: human embryonic stem cells, doxorubicin, cytotoxicity.
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