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À. Þ. Êóëèáèí, Å. À. Ìàëîëèíà
Õàðàêòåðèñòèêà êóëüòóðû êëåòîê Ñåðòîëè â óñëîâèÿõ ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðû è ãèïîêñèè

Êëåòêè Ñåðòîëè (ÊÑ), ïîëó÷åííûå îò ïîëîâîçðåëûõ ìûøåé ëèíèè C57Bl/6, áûëè îõàðàêòåðèçîâàíû
ïðè ÷åòûðåõ ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû: 1) ñòàíäàðòíûõ — 34 °Ñ, 21 % O2 (êóëüòóðà
34_21); 2) ïðè ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå — 37 °Ñ, 21 % O2 (óñëîâèå 37_21); 3) ïðè ãèïîêñèè — 34 °Ñ,
5 % O2 (êóëüòóðà 34_5); 4) ïðè ñî÷åòàíèè îáîèõ ôàêòîðîâ — 37 °Ñ, 5 % O2 (êóëüòóðà 37_5). Ãèïîêñèÿ
ñïîñîáñòâóåò ïîâûøåíèþ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ÊÑ è èõ æèçíåñïîñîáíîñòè (â êóëüòóðàõ 34_5 è
37_5 íà 15-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîîòâåòñòâåííî 28.5 è 24.6 % êëåòîê, ìå÷åííûõ BrdU, íàõîäÿòñÿ íà
ïèêå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè, 92.7 è 92.7 % êëåòîê æèçíåñïîñîáíû ïðîòèâ 20.2 % BrdU+-êëåòîê è
88.9 % æèâûõ êëåòîê â êóëüòóðå 34_21). Êóëüòèâèðîâàíèå ïðè ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå íåçíà÷èòåëüíî
óâåëè÷èâàåò ïðîëèôåðàöèþ, íî ñíèæàåò æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê (23.1 % BrdU+-êëåòîê, 74.9 % æèâûõ
êëåòîê â êóëüòóðå 37_21). Â òî æå âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèå ïðè 37 °Ñ â óñëîâèÿõ êàê ãèïîêñèè, òàê è íîð-
ìîêñèè ñïîñîáñòâóåò äåäèôôåðåíöèðîâêå ÊÑ: ÷åðåç 15 ñóò 98.8 (37_5) è 98.6 (37_21) % êëåòîê ýêñïðåñ-
ñèðóþò ìàðêåð íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÊÑ öèòîêåðàòèí—18, à â êóëüòóðàõ 34_5 è 34_21 1 òîëüêî 26.5
è 6.6 % êëåòîê ñîîòâåòñòâåííî. Ýêñïðåññèÿ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà ÊÑ Wt1, íåîáõîäèìîãî äëÿ
ôîðìèðîâàíèÿ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ è ïîääåðæàíèÿ ðàçâèòèÿ ïîëîâûõ êëåòîê, èñ÷åçàåò íà 3-è ñóò â
áîëüøèíñòâå êëåòîê ïðè âñåõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ, íî âîññòàíàâëèâàåòñÿ ÷åðåç 15 ñóò â ÊÑ, ôîð-
ìèðóþùèõ êîëîíèè òîëüêî ïðè 37 °Ñ (59.1, 29.5, 11.1 è 3.6 % Wt1+-êëåòîê â êóëüòóðàõ 37_21, 37_5,
34_21 è 34_5 ñîîòâåòñòâåííî). Ýêñïðåññèÿ äðóãèõ ìàðêåðîâ ÊÑ — âèìåíòèíà, êëàñòåðèíà è Gata-4 —
íåèçìåííà ïðè âñåõ óñëîâèÿõ âåäåíèÿ êóëüòóðû. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ìû ïðåäïîëàãà-
åì, ÷òî êóëüòèâèðóåìûå ÊÑ ìîãóò îêàçàòüñÿ ïîëåçíûìè êàê äëÿ ðåïðîäóêòèâíîé áèîëîãèè, òàê è äëÿ ðå-
ãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êëåòêè Ñåðòîëè, ãèïîêñèÿ, òåïëîâîå âîçäåéñòâèå, öèòîêåðàòèí-18, Wt1.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÊÑ — êëåòêè Ñåðòîëè, ÏÌÊ — ïåðèòóáóëÿðíûå ìûøå÷íûå êëåòêè,
ÏÔÀ — ïàðàôîðìàëüäåãèä.

Êëåòêè Ñåðòîëè (ÊÑ) — ñîìàòè÷åñêèå êëåòêè, èãðàþ-
ùèå öåíòðàëüíóþ ðîëü â ðàçâèòèè è ôóíêöèîíèðîâàíèè
ñåìåííèêîâ. Äî îêîí÷àíèÿ ïóáåðòàòíîãî ïåðèîäà îíè
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþùóþ íåäèô-
ôåðåíöèðîâàííóþ ïîïóëÿöèþ êëåòîê, îáëàäàþùèõ âûñî-
êèìè ìîðôîãåíåòè÷åñêèìè ïîòåíöèÿìè. Îäíàêî ó ïîëî-
âîçðåëûõ îñîáåé ìëåêîïèòàþùèõ, çà èñêëþ÷åíèåì ñåçîí-
íî ðàçìíîæàþùèõñÿ âèäîâ, ÊÑ ïðåêðàùàþò äåëåíèÿ è
äèôôåðåíöèðóþòñÿ: ìåæäó íèìè ôîðìèðóþòñÿ ïëîòíûå
êîíòàêòû, îáðàçóþùèå ãåìàòîòåñòèêóëÿðíûé áàðüåð; îíè
ïðèîáðåòàþò ñïîñîáíîñòü ïîääåðæèâàòü ðàçâèòèå ìóæ-
ñêèõ ïîëîâûõ êëåòîê, íî òåðÿþò ìîðôîãåíåòè÷åñêèé ïî-
òåíöèàë; çíà÷èòåëüíî èçìåíÿåòñÿ ñïåêòð ñèíòåçèðóåìûõ
èìè áåëêîâ.

Äîëãîå âðåìÿ ÊÑ ñ÷èòàëèñü îäíèì èç ïðèìåðîâ òåð-
ìèíàëüíî äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê íàðÿäó ñ íåéðî-
íàìè, êëåòêàìè ýïèäåðìèñà è ìèîöèòàìè. Îäíàêî â ðàáî-
òå Àõìåäà ñ ñîòðóäíèêàìè (Ahmed et al., 2009) áûëî óñòà-
íîâëåíî, ÷òî â êóëüòóðå ÊÑ ïîëîâîçðåëûõ æèâîòíûõ è
÷åëîâåêà âíîâü ïðèîáðåòàþò ñïîñîáíîñòü ê ïðîëèôåðà-

öèè. Ýòèìè æå àâòîðàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÊÑ ïîëîâî-
çðåëûõ æèâîòíûõ ïîñëå ðàäèàöèîííîãî âîçäåéñòâèÿ
ðåïàðèðóþò äâóõöåïî÷å÷íûå ðàçðûâû ÄÍÊ, ÷òî íåõàðàê-
òåðíî äëÿ òåðìèíàëüíî äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê. Òà-
êèì îáðàçîì, çàêëþ÷àþò àâòîðû ýòîãî èññëåäîâàíèÿ, ÊÑ
äèôôåðåíöèðîâàíû, íî íå òåðìèíàëüíî, ïðîëèôåðàöèÿ
ÊÑ áëîêèðîâàíà ôàêòîðàìè èõ ìèêðîîêðóæåíèÿ, íî âîç-
ìîæíà ïðè èñ÷åçíîâåíèè ýòèõ ôàêòîðîâ. Ïîñëå ýòîãî ïåð-
âîãî ñîîáùåíèÿ âûøëî åùå íåñêîëüêî ðàáîò, â êîòîðûõ
áûëà ïîäòâåðæäåíà ïðîëèôåðàöèÿ ÊÑ ïîëîâîçðåëûõ æè-
âîòíûõ è ÷åëîâåêà â êóëüòóðå (Chui et al., 2011; Sato et al.,
2013) è in vivo ïîñëå ñóïðåññèè ãîíàäîòðîïèíîâ (Pitetti
et al., 2012).

Áëàãîäàðÿ ýòèì èññëåäîâàíèÿì îòêðûëàñü íîâàÿ ñòî-
ðîíà áèîëîãèè ÊÑ, êîòîðàÿ òðåáóåò äàëüíåéøåãî èçó÷å-
íèÿ. Íåÿñåí äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ñòàòóñ ïðîëèôåðèðó-
þùèõ ÊÑ ïîëîâîçðåëûõ æèâîòíûõ. Íåèçâåñòíî, ñîõðàíÿ-
þò ëè ýòè êëåòêè ñâîè ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà è
ïðèîáðåòàþò ëè ìîðôîãåíåòè÷åñêèå. Íåîáõîäèìî òàêæå
îòìåòèòü, ÷òî èñïîëüçóþùàÿñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìåòî-
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äèêà êóëüòèâèðîâàíèÿ ÊÑ íåñîâåðøåííà. Ïîýòîìó ÊÑ
íåîíàòàëüíûõ æèâîòíûõ, àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþùèå â
êóëüòóðå, áûñòðî ïåðåñòàþò ýêñïðåññèðîâàòü ìíîãèå
âàæíûå áåëêè, îïðåäåëÿþùèå ñâîéñòâà ÊÑ è èõ ñïîñîá-
íîñòü ïîääåðæèâàòü ñïåðìàòîãåíåç, íàïðèìåð òðàíñêðèï-
öèîííûå ôàêòîðû Wt1, Sox9, Gata-4 è äð. (Skinner, Gris-
wold, 2005; Buganim et al., 2012).

Öåëü íàøåãî èññëåäîâàíèÿ çàêëþ÷àëàñü â ïîëó÷åíèè
õàðàêòåðèñòèêè ÊÑ ïîëîâîçðåëûõ ìûøåé, îïðåäåëåíèè
èõ äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî è ôóíêöèîíàëüíîãî ñòàòóñà
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ è â ìîäè-
ôèöèðîâàííûõ — ïðè ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå è ïîíè-
æåííîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Äîíîðàìè êëåòîê äëÿ êóëüòóðû ñëóæèëè ñàìöû ìû-
øåé ëèíèè C57Bl/6 2—3-ìåñÿ÷íîãî âîçðàñòà. Ìûøåé ñî-
äåðæàëè â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ âèâàðèÿ ñ ðåæèìîì
12-÷àñîâîãî äíÿ è 12-÷àñîâîé íî÷è, âîäó è êîðì æèâîò-
íûå ïîëó÷àëè ad libitum.

Ï î ë ó ÷ å í è å ñ ó ñ ï å í ç è è ê ë å ò î ê ä ë ÿ ê ó ë ü ò ó -
ð û. Ìûøåé-äîíîðîâ çàáèâàëè äèñëîêàöèåé øåéíûõ ïî-
çâîíêîâ, âûäåëÿëè èõ ñåìåííèêè è íà 5 ìèí ïîìåùàëè â
ðàñòâîð Õåíêñà ñ ïåíèöèëëèíîì è ñòðåïòîìèöèíîì
(50 Åä/ìë, ÏàíÝêî, Ðîññèÿ). Çàòåì ñåìåííèêè èíêóáèðî-
âàëè â ðàñòâîðå êîëëàãåíàçû IV (0.7 ìã/ìë) è ÄÍÊàçû I
(0.04 %) (Sigma, ÑØÀ) 15 ìèí ïðè 34 °Ñ. Ïî îêîí÷àíèè
èíêóáàöèè áîëüøàÿ ÷àñòü êëåòîê èíòåðñòèöèàëüíîé òêà-
íè ñåìåííèêà îêàçûâàëàñü â ðàñòâîðå. Ñåìåííûå êàíàëü-
öû, ñîäåðæàùèå ÊÑ, ïåðèòóáóëÿðíûå ìûøå÷íûå êëåòêè
(ÏÌÊ) è ïîëîâûå êëåòêè 3 ðàçà îòìûâàëè îò êëåòîê èí-
òåðñòèöèÿ ðàñòâîðîì Õåíêñà. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñóñïåíçèè
êëåòîê êàíàëüöû ïîìåùàëè â ðàñòâîð òðèïñèíà (0.25 %) ñ
1 ìÌ ÝÄÒÀ (Sigma, ÑØÀ) íà 15 ìèí ïðè 37 °Ñ, çàòåì îò-
ìûâàëè 3 ðàçà ðàñòâîðîì Õåíêñà è ðàçáèâàëè íà îòäåëü-
íûå êëåòêè ïèïåòèðîâàíèåì. Ïîëó÷åííóþ êëåòî÷íóþ
ñóñïåíçèþ ïðîïóñêàëè ÷åðåç ôèëüòðû ñ ðàçìåðàìè ïîð
200—300 è 40 ìêì (GE Osmonics, ÑØÀ) è îñàæäàëè öåí-
òðèôóãèðîâàíèåì ïðè 400 g â òå÷åíèå 10 ìèí. Îñàäîê ðå-
ñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå aMEM/F12 (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ),
ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñëî êëåòîê è èõ æèçíåñïîñîáíîñòü.

Ê ó ë ü ò ó ð û Ê Ñ. Ñóñïåíçèè êëåòîê âûñåâàëè íà
÷àøêè Ïåòðè (SPL Lifesciences, Êîðåÿ) èç ðàñ÷åòà
2�105 êë./ñì2 â ñðåäå aMEM/F12, ñîäåðæàùåé 5 % ýìáðèî-
íàëüíîé ñûâîðîòêè òåëåíêà (HyClone, ThermoScientific,
ÑØÀ), L-ãëóòàìèí, ïèðóâàò íàòðèÿ è ñìåñü ïåíèöèëëèíà
ñî ñòðåïòîìèöèíîì (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ). ×åðåç 1 ñóò êóëüòó-
ðû 2 ðàçà îòìûâàëè îò íåïðèêðåïèâøèõñÿ êëåòîê ðàñòâî-
ðîì Õåíêñà è ìåíÿëè ñðåäó íà ñðåäó òîãî æå ñîñòàâà, íî
ñîäåðæàùóþ 1 % ñûâîðîòêè.

Ïåðâè÷íûå êóëüòóðû ÊÑ õàðàêòåðèçîâàëè ïðè ÷åòû-
ðåõ ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ: 1) ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ (Ahmed et al., 2009), ò. å. ïðè 34 °Ñ
(34 °Ñ — òåìïåðàòóðà ïðè êîòîðîé ÊÑ ôóíêöèîíèðóþò â
óñëîâèÿõ in vivo) è ãàçîâîé ñìåñè, ñîäåðæàùåé 5 % CO2 è
21 % O2 (êóëüòóðà 34_21); 2) ïðè ïîâûøåííîé òåìïåðàòó-
ðå — 37 °Ñ, 5 % CO2 è 21 % O2 (êóëüòóðà 37_21); 3) ïðè
ïîíèæåííîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà — 34 °Ñ, 5 % CO2 è
5 % O2 (êóëüòóðà 34_5) è 4) ïðè ñî÷åòàíèè îáîèõ ôàêòî-
ðîâ — 37 °Ñ, 5 % CO2 è 5 % O2 (37_5). Òàêèå âàðèàíòû
êóëüòèâèðîâàíèÿ áûëè âûáðàíû ïî ñëåäóþùèì ïðè÷è-
íàì. Ïîâûøåíèå òåìïåðàòóðû ñïîñîáñòâóåò äåäèôôåðåí-
öèðîâêå ÊÑ in vivo è in vitro (Zhang et al., 2004, 2006;

Chen et al., 2008; Ìàëîëèíà è äð., 2011; Ìàëîëèíà, Êóëè-
áèí, 2012). Ïîíèæåííîå ñîäåðæàíèå êèñëîðîäà (5 %) ïî
ñðàâíåíèþ ñî ñòàíäàðòíûì (21 %) ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
ïî ñóòè ÿâëÿåòñÿ ôèçèîëîãè÷åñêîé íîðìîé äëÿ êëåòîê in
vivo è â óñëîâèÿõ êóëüòóðû ñïîñîáñòâóåò ïîâûøåíèþ
æèçíåñïîñîáíîñòè è ïðîëèôåðàöèè êëåòîê (Áóðàâêîâà
è äð., 2009; Forristal et al., 2010; Basciano et al., 2011).

Ï î ä ñ ÷ å ò ÷ è ñ ë à è æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò è ê ë å -
ò î ê â ê ó ë ü ò ó ð à õ. Êëåòêè â êóëüòóðàõ ñ÷èòàëè íà 3, 6,
9, 12 è 15-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ êàìåðû Ãî-
ðÿåâà. Ñðåäíåå ÷èñëî êëåòîê â êàæäîé êóëüòóðå íà êàæ-
äîì ñðîêå ôèêñàöèè ïîëó÷àëè îò òðåõ íåçàâèñèìûõ èçìå-
ðåíèé. ×èñëî ìåðòâûõ êëåòîê îïðåäåëÿëè ïî îêðàøèâà-
íèþ ñóñïåíçèè êëåòîê òðèïàíîâûì ñèíèì.

Ï î ä ñ ÷ å ò ÷ è ñ ë à è ð à ç ì å ð î â ê î ë î í è é. Íà 6, 9,
12 è 15-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñëî è
îïðåäåëÿëè ðàçìåð êîëîíèé â êóëüòóðàõ ÊÑ. Äëÿ ýòîãî
ïðè ôàçîâîì êîíòðàñòå ïðîèçâîäèëè ñúåìêó êóëüòóðû (ïî
2 ÷àøêè Ïåòðè íà êàæäûé ñðîê ôèêñàöèè, ïî 20 ñëó÷àéíî
âûáðàííûõ ïîëåé çðåíèÿ) ïðè óâåëè÷åíèè îáúåêòèâà 5�
íà ìèêðîñêîïå Olympus IX51 (ßïîíèÿ). Ôîòîãðàôèè çà-
òåì àíàëèçèðîâàëè â ïðîãðàììå Photoshop (Adobe Inc.,
ÑØÀ), ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñëî êîëîíèé è îïðåäåëÿëè èõ
ïëîùàäü.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û é à í à ë è ç. Äëÿ îïðå-
äåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ÊÑ â êóëüòóðàõ è èõ äèôôåðåíöè-
ðîâî÷íîãî è ôóíêöèîíàëüíîãî ñòàòóñà èììóíîôëóîðåñ-
öåíòíûì ìåòîäîì èçó÷àëè ýêñïðåññèþ êëåòêàìè ìàðêå-
ðîâ âèìåíòèíà, êëàñòåðèíà, öèòîêåðàòèíà-18, GATA-4
(òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà, ðàñïîçíàþùåãî ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ÄÍÊ, èçâåñòíûå êàê GATA-ìîòèâ) è Wt1
(Wilms’ tumor protein 1). Êîíöåíòðàöèþ ÏÌÊ â êóëüòóðàõ
îïðåäåëÿëè ïî ýêñïðåññèè êëåòêàìè êóëüòóðû a-àêòèíà.
Ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü ÊÑ è ÏÌÊ èññëåäîâàëè ïî
âêëþ÷åíèþ êëåòêàìè ìåòêè BrdU, êîòîðóþ äîáàâëÿëè â
êóëüòóðó çà 15 ÷ äî îêðàñêè. Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå èñ-
ñëåäîâàíèå êóëüòóð ïðîâîäèëè íà 3, 9 è 15-å ñóò êóëüòè-
âèðîâàíèÿ. Ñòåêëà ñ êëåòêàìè äâàæäû îòìûâàëè îò ñðåäû
PBS (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ) è ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ïàðàôîðì-
àëüäåãèäîì (ÏÔÀ, Sigma, ÑØÀ) 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Çàòåì êëåòêè îòìûâàëè îò ôèêñàòîðà è ïî-
ìåùàëè â áëîêèðóþùèé ðàñòâîð (3%-íûé áû÷èé ñûâîðî-
òî÷íûé àëüáóìèí, ñîäåðæàùèé 0.05 % Òðèòîíà X-100
(Panreac, ÑØÀ) íà PBS) íà 30 ìèí ïðè 37 °Ñ. Íå îòìûâàÿ
îò áëîêèðóþùåãî ðàñòâîðà, ñòåêëà ñ êëåòêàìè îïóñêàëè â
êàïëþ PBS-Tween 20 (0.05 %, AppliChem GmbH, Ãåðìà-
íèÿ) ñ ïåðâè÷íûìè êðîëè÷üèìè àíòèòåëàìè (ïðîòèâ: âè-
ìåíòèíà (Millipore, ÑØÀ), öèòîêåðàòèíà-18, Wt1 (Life-
Span Biosciences, ÑØÀ), GATA-4 (Abcam, Âåëèêîáðèòà-
íèÿ), êëàñòåðèíà, a-àêòèíà (SantaCruz Biotechnology,
ÑØÀ)) è èíêóáèðîâàëè ñ íèìè 1 ÷ ïðè 37 °Ñ. Â êà÷åñòâå
âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè êîçüè àíòèêðîëè÷üè IgG
Alexa Fluor 594 conjugated (Jackson Immuno Research
Labs, ÑØÀ), ñ êîòîðûìè ñòåêëà èíêóáèðîâàëè 30 ìèí
ïðè 37 °Ñ â òåìíîòå. Çàòåì ïåðåä îêðàñêîé íà BrdU ñòåê-
ëà ñ êëåòêàìè ñíîâà ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ÏÔÀ 5 ìèí,
îòìûâàëè è èíêóáèðîâàëè â ñìåñè 4 N HCl è 70%-íîãî
ýòàíîëà (1 : 1) 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, à çà-
òåì â ðàñòâîðå ñ AffiniPure Fab Fragment goat anti-mouse
IgG (H+L) (Jackson ImmunoResearch Labs, ÑØÀ) 30 ìèí
ïðè 37 °Ñ. Â êà÷åñòâå ïåðâûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè ìû-
øèíûå anti-BrdU (BD, ÑØÀ), à â êà÷åñòâå âòîðûõ — êðî-
ëè÷üè àíòèìûøèíûå IgG Fitc conjugated (Daco, ÑØÀ).
ßäðà äîêðàøèâàëè ÿäåðíûì ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì
DAPI (Sigma, ÑØÀ). Îêðàøåííûå êëåòêè ôîòîãðàôèðî-

Õàðàêòåðèñòèêà êóëüòóðû êëåòîê Ñåðòîëè â óñëîâèÿõ ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðû è ãèïîêñèè 789



âàëè è ïîäñ÷èòûâàëè íà ìèêðîñêîïå Keyence BZ-9000
(Keyence, ÑØÀ).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Êîëè÷åñòâåííûå äàí-
íûå, ïîëó÷åííûå â òðåõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòàõ,
àíàëèçèðîâàëè â ñòàòèñòè÷åñêîì ïàêåòå STATISTICA 8.0
(StatSoft, ÑØÀ). Ñðàâíåíèå ñðåäíèõ çíà÷åíèé â êîíò-
ðîëüíûõ è ýêñïåðèìåíòàëüíîé âûáîðêàõ ïðîâîäèëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ïàðàìåòðè÷åñêèõ è íåïàðàìåòðè÷åñêèõ
êðèòåðèåâ ñðàâíåíèÿ äëÿ íåçàâèñèìûõ âûáîðîê (t-òåñò
Ñòüþäåíòà è W-êðèòåðèé Âèëêîêñîíà).

Ðåçóëüòàòû

Ä è í à ì è ê à è ç ì å í å í è ÿ ÷ è ñ ë à ê ë å ò î ê â
ê ó ë ü ò ó ð à õ è è õ æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü. Êàê âèäíî
íà ðèñ. 1, ÷èñëî êëåòîê íà 1 ñì2 â êóëüòóðàõ ñ íèçêèì ñî-
äåðæàíèåì êèñëîðîäà â ãàçîâîé ñìåñè, íà÷èíàÿ ñ 6-õ ñóò
íàáëþäåíèÿ è âïëîòü äî 15-õ ñóò, áûëî âûøå, ÷åì â êóëü-
òóðàõ ñî ñòàíäàðòíûì âûñîêèì ñîäåðæàíèåì êèñëîðîäà.
Ýòè äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè ïîäñ÷åòà ÷èñëà
æèâûõ êëåòîê (ñì. òàáëèöó): äîëÿ æèâûõ êëåòîê (íå îêðà-
øèâàþùèõñÿ òðèïàíîâûì ñèíèì) â êóëüòóðàõ ñ íèçêèì
ñîäåðæàíèåì êèñëîðîäà áîëüøå, ÷åì ñ âûñîêèì, íà÷èíàÿ
ñ 9-õ ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Íàèáîëåå íèçêàÿ æèçíå-

ñïîñîáíîñòü áûëà â êóëüòóðå 37_21 íà ïîñëåäíèõ ñðîêàõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ, è ýòè äàííûå êîððåëèðóþò ñî ñíèæåíè-
åì ÷èñëà êëåòîê (ðèñ. 1). Òàêæå âèäíî, ÷òî â êóëüòóðå
37_5 íà 9—15 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ÷èñëî êëåòîê âûøå,
÷åì â êóëüòóðå 34_5. ×åðåç 9—15-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
àêòèâíûé ðîñò êóëüòóð ïðåêðàùàëñÿ, ÷òî îáúÿñíÿåòñÿ
ôîðìèðîâàíèåì ìîíîñëîÿ è êîíòàêòíûì èíãèáèðîâàíèåì
ïðîëèôåðàöèè.

Ï î ä ñ ÷ å ò ÷ è ñ ë à è ð à ç ì å ð î â ê î ë î í è é. Âî âñåõ
èññëåäóåìûõ âàðèàíòàõ êóëüòóðû ìû íàáëþäàëè ôîðìè-
ðîâàíèå êîëîíèé. Êîëîíèè áûëè îáðàçîâàíû òîëüêî ÊÑ,
òàê êàê âñå êëåòêè îêðàøèâàëèñü íà ìàðêåð ÊÑ êëàñòåðèí
(ðèñ. 2). Ïîäñ÷åò ÷èñëà êîëîíèé íà 1 ñì2 êóëüòóðàëüíîé
ïîâåðõíîñòè ïîêàçàë, ÷òî èõ ÷èñëî â ïåðèîä 6—12 ñóò íå-
çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëîñü â êóëüòóðàõ 37_21 è 37_5, à
çàòåì ñíèæàëîñü ê 15 ñóò (ðèñ. 3). Â êóëüòóðå 34_21 ÷èñëî
êîëîíèé çíà÷èìî íå èçìåíÿëîñü â òå÷åíèå âñåãî ñðîêà
êóëüòèâèðîâàíèÿ. Â êóëüòóðå 34_5 ÷èñëî êîëîíèé íà âñåõ
ñðîêàõ íàáëþäåíèÿ áûëî âûøå (â 2—3 ðàçà), ÷åì â äðó-
ãèõ êóëüòóðàõ; ê 15-ì ñóò ÷èñëî êîëîíèé ñíèæàëîñü ïî
ñðàâíåíèþ ñ íà 12-å ñóò. Ïîäñ÷åò ñóììàðíîé ïëîùàäè êî-
ëîíèé íà 1 ñì2 êóëüòóðàëüíîé ïîâåðõíîñòè ïîêàçàë, ÷òî
àêòèâíûé ðîñò êîëîíèé ïðîèñõîäèë â ïðîìåæóòêå ìåæäó
6-ìè è 12-ìè ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ âî âñåõ âàðèàíòàõ
êóëüòóðû (ðèñ. 4). Ñóììàðíàÿ ïëîùàäü êîëîíèé â êóëüòó-
ðå 34_5 íà 12-ìè è 15-ìè ñóò áûëà âûøå, ÷åì â îñòàëüíûõ
êóëüòóðàõ. Èçìåðåíèÿ ñðåäíåé ïëîùàäè êîëîíèé ïîêàçà-
ëè, ÷òî ìèíèìàëüíûå ðàçìåðû êîëîíèé áûëè â êóëüòóðå
34_5, à ìàêñèìàëüíûå — â êóëüòóðå 37_5 íà 15-å ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 5). Ðàçìåð êîëîíèé â êóëüòóðàõ
37_21 è 37_5 ïîñòåïåííî óâåëè÷èâàëñÿ â òå÷åíèå âñåãî
ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ, â êóëüòóðàõ 34_21 è 34_5 óâåëè-
÷åíèå ðàçìåðîâ êîëîíèé ïðåêðàùàëîñü ñîîòâåòñòâåííî íà
12-å è 9-å ñóò, äàëåå èõ ðàçìåð ñíèæàëñÿ èç-çà ãèáåëè ÷àñ-
òè êëåòîê êîëîíèé.

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ Ê Ñ â è ì å í ò è í à è ê ë à ñ ò å ð è í à.
Â ñåìåííûõ êàíàëüöàõ âèìåíòèí è êëàñòåðèí ýêñïðåññè-
ðóþò òîëüêî ÊÑ, íî íå ïîëîâûå êëåòêè; ïîêàçàíî, ÷òî ýêñ-
ïðåññèÿ ýòèõ áåëêîâ íå èñ÷åçàåò â ÊÑ â ïðîöåññå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ (Ahmed et al., 2009); ýòî äåëàåò èõ îòëè÷íûìè
ìàðêåðàìè ÊÑ â êóëüòóðå. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíà-
ëèç ïîêàçàë, ÷òî äîëÿ âèìåíòèí+- è êëàñòåðèí+-êëåòîê
(ÊÑ), ñîñòàâëÿþùàÿ íà 3-è ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ îò 60 äî
80 % â ðàçíûõ âàðèàíòàõ êóëüòóðû, ê ïîñëåäíåìó ñðîêó
ôèêñàöèè óâåëè÷èëàñü âî âñåõ êóëüòóðàõ ïî÷òè äî 100 %
(ðèñ. 6, a; 7, à—ç).

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ Ê Ñ ö è ò î ê å ð à ò è í à - 18. Öèòîêåðà-
òèí-18 ýêñïðåññèðóåòñÿ â ñåìåííèêàõ ìëåêîïèòàþùèõ â
ýìáðèîíàëüíîì è ðàííåì ïîñòíàòàëüíîì ïåðèîäàõ ðàçâè-
òèÿ â íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÊÑ, åãî ýêñïðåññèÿ ïðîïà-
äàåò â ÊÑ ïîëîâîçðåëûõ æèâîòíûõ. Òàêèì îáðàçîì, öèòî-

790 À. Þ. Êóëèáèí, Å. À. Ìàëîëèíà

Ðèñ. 1. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ÷èñëà êëåòîê Ñåðòîëè (ÊÑ) ïðè
÷åòûðåõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ: ñòàíäàðòíûõ — 34 °Ñ è
21 % O2 (êóëüòóðà 34_21, êðèâàÿ 1), ïðè ïîâûøåííîé òåìïåðà-
òóðå — 37 °Ñ è 21 % O2 (êóëüòóðà 37_21, êðèâàÿ 2), ïðè ïîíè-
æåííîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà — 34 °Ñ è 5 % O2 (êóëüòóðà
34_5, êðèâàÿ 3) è ïðè ñî÷åòàíèè îáîèõ ôàêòîðîâ — ïîâûøåí-
íîé òåìïåðàòóðå è ïîíèæåííîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà (êóëü-

òóðà 37_5, êðèâàÿ 4).

Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåãî ÷èñëà êëåòîê íà 1 ñì2 ïîâåðõíî-
ñòè. Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè çäåñü è íà äðóãèõ ðèñóíêàõ — ñòàíäàðòíàÿ
îøèáêà ñðåäíåãî; îäíîé çâåçäî÷êîé ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ
÷èñëà êëåòîê â êóëüòóðàõ 37_5 è 34_5 ïî ñðàâíåíèþ ñ êóëüòóðàìè 37_21
è 34_21, äâóìÿ çâåçäî÷êàìè — ìåæäó êóëüòóðàìè 37_5 è 34_5 (P < 0.05).

Äîëÿ æèâûõ êëåòîê ( %) ïðè ÷åòûðåõ ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ

Óñëîâèÿ
(êóëüòóðà)

Âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ, ñóò

3 6 9 12 15

37_21 91.2 � 5.1 85.5 � 4.3 79.7 � 5.5 82.0 � 3.1 74.9 � 5.3à

37_5 88.1 � 8.0 90.1 � 4.2 94.8 � 3.2 92.3 � 6.8 92.7 � 1.9

34_21 90.4 � 2.1 90.8 � 5.1 88.1 � 4.2 87.0 � 3.7 88.9 � 2.2

34_5 94.7 � 3.2 94.9 � 2.5 93.2 � 3.2 92.9 � 2.0 92.7 � 5.3

à Ñðåäíåå çíà÷åíèå äîëè æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíî íèæå, ÷åì â îñòàëüíûõ êóëü-
òóðàõ (Ð < 0.05).
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Ðèñ. 2. Âèä êîëîíèé, îáðàçóåìûõ ÊÑ, ïðè ÷åòûðåõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

à, â, ä, æ — ôàçîâûé êîíòðàñò; á, ã, å, ç — èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ, îêðàñêà íà ìàðêåð ÊÑ êëàñòåðèí, ÿäðà îêðàøåíû DAPI. à, á, ã—å — 15-ñóòî÷íûå; â,
æ, ç — 12-ñóòî÷íûå êóëüòóðû. Óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñì. â ïîäïèñè ê ðèñ. 1.



êåðàòèí-18 ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ
ÊÑ (Appert et al., 1998). Èññëåäîâàíèå ýêñïðåññèè êóëüòè-
âèðóåìûìè ÊÑ öèòîêåðàòèíà-18 ïîêàçàëî, ÷òî íà 3-è ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ â êóëüòóðàõ 37_21 è 37_5 åãî ýêñïðåñ-
ñèðîâàëè 70 è 75 % êëåòîê ñîîòâåòñòâåííî, à íà 15-å ñóò
äîëÿ öèòîêåðàòèí-18+-êëåòîê óâåëè÷èâàëàñü äî 98 % â
îáåèõ êóëüòóðàõ (ðèñ. 6, â; 7, è, ê). Â êóëüòóðå 34_5 äîëÿ
öèòîêåðàòèí-18+-êëåòîê íà 3-è ñóò íå îòëè÷àëàñü îò äîëè
â êóëüòóðàõ 37_21 è 37_5, íî â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ
ñíèæàëàñü è íà 15-å ñóò ñîñòàâëÿëà 26 % (ðèñ. 6, ã; 7, ì).
Â êóëüòóðå 34_21 äîëÿ öèòîêåðàòèí-18+-êëåòîê óæå íà
3-è ñóò áûëà íèæå, ÷åì â îñòàëüíûõ êóëüòóðàõ (30 %), è
ïðîäîëæàëà ñíèæàòüñÿ, à íà 15-å ñóò òîëüêî åäèíè÷íûå
êëåòêè â ýòîé êóëüòóðå îêðàøèâàëèñü íà öèòîêåðàòèí-18
(ðèñ. 6, â; ðèñ. 7, ë).

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ Ê Ñ ì à ð ê å ð î â W t 1 è G a t a-4.
Âàæíûì ìàðêåðîì ÊÑ ÿâëÿåòñÿ áåëîê Wt1 — òðàíñ-

êðèïöèîííûé ôàêòîð, îïðåäåëÿþùèé ñïîñîáíîñòü ýòèõ
êëåòîê ôîðìèðîâàòü ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû è ïîääåð-
æèâàòü ðàçâèòèå ïîëîâûõ êëåòîê (Chen et al., 2008). Ýêñ-
ïðåññèÿ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Gata-4 â ñåìåííèêàõ
òàêæå îãðàíè÷åíà ÊÑ, ýòîò ôàêòîð èãðàåò áîëüøóþ ðîëü
â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ ìóæñêîé ïîëîâîé ñèñòåìû (Viger
et al., 1998; Tremblay, Viger, 1999), íî åãî ðîëü â ñïåðìà-
òîãåíåçå âçðîñëûõ æèâîòíûõ åùå íå èçó÷åíà. Ýêñïðåññèÿ
Wt1 è Gata-4 â ñåìåííèêàõ ïîëîâîçðåëûõ ìûøåé íàáëþ-
äàåòñÿ âî âñåõ ÊÑ. Â êóëüòóðå ÷àñòü ÊÑ òåðÿåò ñïîñîá-
íîñòü ýêñïðåññèðîâàòü Wt1 : íà 3-è ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
äîëÿ Wt1+-êëåòîê âî âñåõ êóëüòóðàõ íå ïðåâûøàëà 20 %,
÷òî çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì äîëÿ âèìåíòèí+- è êëàñòå-
ðèí+-êëåòîê íà òîì æå ñðîêå êóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 6, ã).
Îäíàêî ê 15-å ñóò â êóëüòóðàõ 37_21 è 37_5 äîëÿ Wt1+-KÑ
âîçðîñëà, â îñíîâíîì çà ñ÷åò êëåòîê, îáðàçóþùèõ êîëî-
íèè (ðèñ. 7, í, î), è äîñòèãëà 60 è 30 % ñîîòâåòñòâåííî
(ðèñ. 6, ã). Â êóëüòóðàõ 34_21 è 34_5, íàïðîòèâ, òîëüêî
åäèíè÷íûå êëåòêè â êîëîíèÿõ íà 15-å ñóò êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ýêñïðåññèðîâàëè Wt1 (ðèñ. 7, ï, ð), è äîëÿ ýòèõ êëåòîê
â êóëüòóðå ñíèæàëàñü (ðèñ. 6, ã). Ýêñïðåññèÿ Gata-4 â
êóëüòóðàõ ÊÑ èçó÷åíà íàìè òîëüêî íà 15-å ñóò êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ. Ïî äàííûì èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà,
âñå êëåòêè âî âñåõ âàðèàíòàõ êóëüòóðû îêðàøèâàëèñü íà
GATA-4 (ðèñ. 7, ñ—ô).

Ï ð î ë è ô å ð à ò è â í à ÿ à ê ò è â í î ñ ò ü ê ë å ò î ê ï ð è
÷ å ò û ð å õ ó ñ ë î â è ÿ õ ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ ï î ä à í -
í û ì â ê ë þ ÷ å í è ÿ B r d U. Íà 3-è ñóò íàáëþäåíèÿ äîëÿ
êëåòîê, âêëþ÷àþùèõ ìåòêó BrdU, áûëà âûøå â êóëüòóðàõ
34_5 è 37_5 (ïî ñðàâíåíèþ ñ 34_21 è 37_21) è ñîñòàâèëà
24.6 è 28.5 % ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 8). Íà 9-å è 15-å ñóò
ýòîò ïîêàçàòåëü ñíèæàëñÿ â îáåèõ êóëüòóðàõ, ïðè÷åì â
êóëüòóðå 37_5 — áîëåå ðåçêî. Ó êóëüòóð 34_21 è 37_21
ìàêñèìóì íàáëþäàåìîãî âêëþ÷åíèÿ BrdU ïðèõîäèëñÿ íà
9-å ñóò, è êîíöåíòðàöèÿ BrdU+-êëåòîê (23.1 è 20.2 % ñîîò-
âåòñòâåííî) áûëà íèæå, ÷åì â êóëüòóðàõ 34_5 è 37_5 íà
3-è ñóò (ðèñ. 8). Ê 15-ì ñóò âêëþ÷åíèå BrdU òàêæå ñíèæà-
ëîñü.

Èññëåäîâàíèå ýêñïðåññèè êóëüòèâèðóåìûìè êëåòêà-
ìè ìàðêåðà ÊÑ êëàñòåðèíà è âêëþ÷åíèÿ BrdU (ðèñ. 8, à)
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Ðèñ. 3. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ÷èñëà êîëîíèé, îáðàçóåìûõ ÊÑ,
ïðè ÷åòûðåõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåãî ÷èñëà êîëîíèé íà 1 ñì2 ïîâåðõíî-
ñòè; çâåçäî÷êîé ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ ÷èñëà êîëîíèé äàííîé

êóëüòóðû îò ÷èñëà â îñòàëüíûõ êóëüòóðàõ (P < 0.05).

Ðèñ. 4. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ îáùåé ïëîùàäè êîëîíèé, îáðàçó-
åìûõ ÊÑ íà 1 ñì2 ïîâåðõíîñòè, ïðè ÷åòûðåõ óñëîâèÿõ êóëüòè-

âèðîâàíèÿ.

Îäíîé çâåçäî÷êîé ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ ïëîùàäè êîëîíèé
äàííîé êóëüòóðû îò ïëîùàäè â îñòàëüíûõ êóëüòóðàõ, äâóìÿ çâåçäî÷êà-

ìè — ðàçëè÷èÿ ìåæäó êóëüòóðàìè 37_5 è (37_21 è 34_21) (P < 0.05).

Ðèñ. 5. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ñðåäíåé ïëîùàäè êîëîíèé ïðè ÷å-
òûðåõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ëèíèÿ â ïðÿìîóãîëüíèêå — ìåäèàíà.



Õàðàêòåðèñòèêà êóëüòóðû êëåòîê Ñåðòîëè â óñëîâèÿõ ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðû è ãèïîêñèè 793

Ðèñ. 6. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ êîëè÷åñòâà êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèå ðàçëè÷íûå ìàðêåðû ÊÑ è ïåðèòóáóëÿðíûõ ìûøå÷íûõ êëåòîê
(âèìåíòèí, êëàñòåðèí, öèòîêåðàòèí-18, Wtl è a-àêòèí), ïðè ÷åòûðåõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

à, á — äîëÿ êëåòîê, îêðàøèâàþùèõñÿ ñîîòâåòñòâåííî íà âèìåíòèí è êëàñòåðèí, áîëüøå íà 9-å è 15-å ñóò, ÷åì íà 3-è ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ (ïîêàçàíî
çâåçäî÷êîé); â — äîëÿ öèòîêåðàòèí-18+-êëåòîê âîçðàñòàåò ê 9-ì ñóò òîëüêî â êóëüòóðàõ 37_21 è 37_5 (ïîêàçàíî çâåçäî÷êîé), â êóëüòóðå 34_21 ïîíèæà-
åòñÿ íà 3-è ñóò (ïîêàçàíî çíàêîì $), â êóëüòóðå 34_5 ñíèæàåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êóëüòóðàìè 37_21 è 37_5 òîëüêî íà 9-è ñóò (ïîêàçàíî äâóìÿ çâåçäî÷êà-
ìè); ã — äîëÿ ÊÑ, ýêñïðåññèðóþùèõ ìàðêåð Wtl, óâåëè÷èâàåòñÿ íà 15-è ñóò â êóëüòóðàõ 37_21 è 37_5 (ïîêàçàíî îäíîé çâåçäî÷êîé) è ñíèæàåòñÿ â êóëü-
òóðå 34_5 íà 15-å ñóò ïî ñðàâíåíèþ ñ 3-ìè ñóò (ïîêàçàíî äâóìÿ çâåçäî÷êàìè); ä — äîëÿ a-àêòèí+-êëåòîê áîëüøå íà 3-è ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ, ÷åì íà

15-å (ïîêàçàíî îäíîé çâåçäî÷êîé). Âñå ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè P < 0.05.



ïîêàçàëî, ÷òî äîëÿ BrdU+/êëàñòåðèí+-êëåòîê çíà÷èòåëüíî
ïðåâûøàåò äîëþ BrdU+/êëàñòåðèí–-êëåòîê âî âñåõ òèïàõ
êóëüòóðû è âîçðàñòàåò ñ 3-õ ïî 15-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Òàêàÿ æå êàðòèíà íàáëþäàëàñü â êóëüòóðàõ 37_21 è 37_5
ïðè èññëåäîâàíèè ýêñïðåññèè öèòîêåðàòèíà-18 è âêëþ÷å-
íèÿ êëåòêàìè BrdU. Íàïðîòèâ, â êóëüòóðàõ 34_21 è 34_5
íà÷èíàÿ ñ 3-õ è 9-õ ñóò íàáëþäåíèÿ ñîîòâåòñòâåííî â ïðî-
ëèôåðàöèþ âñòóïàëè ïðåèìóùåñòâåííî öèòîêåðà-
òèí-18–-ÊÑ (ðèñ. 8, á). Íà 3-è è 9-å ñóò âî âñåõ âàðèàíòàõ
êóëüòóðû â îñíîâíîì ïðîëèôåðèðîâàëè Wt1+-ÊÑ (ðèñ. 8,
â). Íà 15-å ñóò íàáëþäåíèÿ êàðòèíà èçìåíÿëàñü: â êóëüòó-
ðàõ 37_21 è 37_5 â áîëüøåé ñòåïåíè íà÷àëè âêëþ÷àòü
BrdU Wt1+-ÊÑ, à â êóëüòóðàõ 34_21 è 34_5, íàïðîòèâ,
Wt1+/BrdU+-êëåòêè èñ÷åçàëè âîîáùå.

Îáñóæäåíèå

Ïî äàííûì îá ýêñïðåññèè êëàñòåðèíà, âèìåíòèíà,
Gata-4 è a-àêòèíà âèäíî, ÷òî âî âñåõ ÷åòûðåõ âàðèàíòàõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ óæå íà 3-è ñóò á*îëüøóþ ÷àñòü êëåòîê â
êóëüòóðå ñîñòàâëÿþò ÊÑ, à ê 15-ì ñóò èõ ñîäåðæàíèå äî-
ñòèãàåò ïî÷òè 100 %. Äâîéíîå èììóíîôëóîðåñöåíòíîå
îêðàøèâàíèå íà ìàðêåðû ÊÑ (êëàñòåðèí è Wt1) è BrdU
îäíîçíà÷íî ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðîëèôåðàöèè ÊÑ âî âñåõ
êóëüòóðàõ. ÊÑ àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþò: äîëÿ êëåòîê,
âêëþ÷àþùèõ BrdU, äîõîäèò äî 30 %. ×èñëî êëåòîê ïî
õîäó êóëüòèâèðîâàíèÿ ðàñòåò, äåëÿùèåñÿ êëåòêè îáðàçó-
þò ñêîïëåíèÿ (êîëîíèè). Ê 15-ì ñóò êëåòêè ôîðìèðóþò
ìîíîñëîé, è ðîñò êóëüòóð ïðåêðàùàåòñÿ èç-çà êîíòàêòíî-
ãî èíãèáèðîâàíèÿ ïðîëèôåðàöèè.
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Ðèñ. 7. Ýêñïðåññèÿ îñíîâíûõ ìàðêåðîâ ÊÑ (çåëåíûé è êðàñíûé öâåòà) ïî äàííûì èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà ïðè ÷åòûðåõ
óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ñèíèé öâåò — îêðàñêà ÿäåð DAPI.



Îäíàêî âñå ÷åòûðå âàðèàíòà êóëüòóðû ðàçëè÷àþòñÿ
êàê ïî äèíàìèêå ðîñòà, òàê è ïî ýêñïðåññèè, õàðàêòåðíûõ
äëÿ áåëêîâ ÊÑ.

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ïðè ïîíèæåííîì ñîäåðæàíèè
êèñëîðîäà äîëÿ BrdU+-êëåòîê, à òàêæå îáùåå ÷èñëî êëå-
òîê è ñóììàðíàÿ ïëîùàäü êîëîíèé ÊÑ âûøå, ÷åì â óñëî-
âèÿõ íîðìîêñèè. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î ïîâûøåííîì ðîñ-
òå ÊÑ â óñëîâèÿõ ïîíèæåííîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà.
Ñîäåðæàíèå â ãàçîâîé ñðåäå ñ 5 % êèñëîðîäà ïðè êóëüòè-
âèðîâàíèè êëåòîê èìèòèðóåò óñëîâèÿ, â êîòîðûõ êëåòêè
íàõîäÿòñÿ in vivo: â òêàíÿõ ñîäåðæàíèå êèñëîðîäà ñîñòàâ-
ëÿåò â ñðåäíåì âñåãî 3 %. Äëÿ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè è ÷å-
ëîâåêà ïîêàçàíî, ÷òî èõ êóëüòèâèðîâàíèå â óñëîâèÿõ íîð-
ìàëüíîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà â àòìîñôåðå (21 %) âå-
äåò ê ïîâðåæäåíèþ ÄÍÊ â ðåçóëüòàòå âîçíèêàþùåãî
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà, ê íàðóøåíèÿì õðîìîñîì è ïîÿâ-
ëåíèþ òî÷å÷íûõ ìóòàöèé, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ïðèâîäèò ê
ñíèæåíèþ æèçíåñïîñîáíîñòè êóëüòóðû è ðåïëèêàòèâíî-
ìó ñòàðåíèþ. Êóëüòèâèðîâàíèå ïðè ïîíèæåííîì ñîäåð-
æàíèè êèñëîðîäà, íàïðîòèâ, ñïîñîáñòâóåò ïîâûøåííîìó
ðîñòó ôèáðîáëàñòîâ è áîëåå äëèòåëüíîìó ñîäåðæàíèþ èõ
â êóëüòóðå (Chen et al., 1995; Parrinello et al., 2003). Òå æå
çàêîíîìåðíîñòè, î÷åâèäíî, äåéñòâóþò è äëÿ ÊÑ.

Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ïîâûøåííàÿ òåìïåðàòóðà
òàêæå ñïîñîáñòâóåò ðîñòó êóëüòóðû ÊÑ, õîòÿ è â ìåíüøåé
ñòåïåíè, ÷åì êîíöåíòðàöèÿ êèñëîðîäà. Â êóëüòóðå 37_5
÷èñëî êëåòîê íà 9, 12 è 15-å ñóò âûøå, ÷åì â êóëüòóðå
34_5. Ñóäÿ ïî êðèâîé ðîñòà êóëüòóðû 37_5, íå èññëåäî-
âàâøåéñÿ íà âêëþ÷åíèå BrdU, ìàêñèìóì åå ïðîëèôåðà-
òèâíîé àêòèâíîñòè ïðèõîäèòñÿ íà ïðîìåæóòîê ìåæäó
3-ìè è 9-ìè ñóò; íà 9-å ñóò ÷èñëî êëåòîê â ýòîé êóëüòóðå
óæå íàñòîëüêî âåëèêî, ÷òî èõ ïðîëèôåðàöèÿ ñíèæàåòñÿ.
Çàâèñèìîñòü ðîñòà êëåòîê îò òåìïåðàòóðû êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ïðîñëåæèâàåòñÿ è äëÿ ÊÑ, ñîäåðæàùèõñÿ â óñëîâèÿõ
íîðìîêñèè. Íà 9-å ñóò ÷èñëî êëåòîê â êóëüòóðå 37_21
âûøå, ÷åì â 34_21. Îäíàêî âïîñëåäñòâèè ðàçëè÷èÿ ìåæäó
ýòèìè äâóìÿ êóëüòóðàìè èñ÷åçàþò èç-çà ïîíèæåííîé
æèçíåñïîñîáíîñòè ÊÑ â êóëüòóðå 37_21. Âåðîÿòíî, ïîâû-
øåííàÿ òåìïåðàòóðà óñóãóáëÿåò îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ,
âûçâàííûé àòìîñôåðíîé êîíöåíòðàöèåé êèñëîðîäà â ñðå-
äå. Òåìïåðàòóðà êóëüòèâèðîâàíèÿ âëèÿåò íå òîëüêî íà
ðîñò ÊÑ, íî è íà ýêñïðåññèþ èìè õàðàêòåðíûõ áåë-
êîâ-ìàðêåðîâ.

Öèòîêåðàòèí-18 — áåëîê ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåí-
òîâ, ýêñïðåññèðóþùèéñÿ íåäèôôåðåíöèðîâàííûìè ÊÑ â
íîðìå. Âî ìíîãèõ èññëåäîâàíèÿõ äîêàçàíî âîçîáíîâëå-
íèå ýêñïðåññèè öèòîêåðàòèíà-18 ÊÑ ïîëîâîçðåëûõ æè-
âîòíûõ â îòâåò íà ïîâûøåíèå òåìïåðàòóðû in vivo (ïðè
ýêñïåðèìåíòàëüíîì êðèïòîðõèçìå, òåïëîâîì øîêå) è ïðè
êðàòêîâðåìåííîì íàãðåâàíèè ÊÑ äî 43 °Ñ in vitro. Ïîêà-
çàíî, ÷òî ïðè ïîâûøåíèè òåìïåðàòóðû â êëåòêàõ àêòèâè-
ðóåòñÿ ERK1/2-êèíàçíûé êàñêàä, êîòîðûé â ñâîþ î÷åðåäü
çàïóñêàåò ýêñïðåññèþ öèòîêåðàòèíà-18 (Zang et al., 2006).
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïîëó÷åíû äàííûå î òîì, ÷òî ÊÑ ýêñ-
ïðåññèðóþò öèòîêåðàòèí-18 è ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ïðè
37 °Ñ. Íà 15-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðàêòè÷åñêè 100 %
ÊÑ èç êóëüòóð 37_21 è 37_5 ýêñïðåññèðóþò ýòîò áåëîê.
Â êóëüòóðàõ, âûðàùåííûõ ïðè 34 °Ñ, ñîäåðæàíèå öèòîêå-
ðàòèí-18+-êëåòîê ñîñòàâëÿåò òîëüêî 30 (34_5) è 10
(34_21) %. Èíòåðåñåí òîò ôàêò, ÷òî â êóëüòóðå 34_5 íà
3-è ñóò ñîäåðæàíèå öèòîêåðàòèí-18+-êëåòîê âûñîêî è ñî-
ñòàâëÿåò 80 %, à çàòåì îíî ñíèæàåòñÿ ïî õîäó êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ äî 30 %. Ñíèæåíèå ýêñïðåññèè öèòîêåðàòèíà-18
ñ 30 äî 10 % ïðîèñõîäèò è â êóëüòóðå 34_21. Âîçìîæíî, â
õîäå ïîëó÷åíèÿ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ÊÑ êàêèå-òî ôàêòî-

ðû çàïóñêàþò ýêñïðåññèþ ýòîãî áåëêà, íî ïîääåðæèâàòü-
ñÿ îíà ìîæåò òîëüêî ïðè äàëüíåéøåì êóëüòèâèðîâàíèè â
óñëîâèÿõ ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðû. Íàïðîòèâ, â õîäå
êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè 34 °Ñ öèòîêåðàòèí-18+-êëåòêè
áîëüøåé ÷àñòüþ íå ïðîëèôåðèðóþò è ïîñòåïåííî óäàëÿ-
þòñÿ èç ïîïóëÿöèè.

Áåëîê îïóõîëè Âèëìñà 1 (Wilms’ tumor protein 1, èëè
Wt1) — êëþ÷åâîé òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð, ýêñïðåññè-
ðóþùèéñÿ ÊÑ â õîäå è ýìáðèîíàëüíîãî, è ïîñòíàòàëüíî-
ãî ðàçâèòèÿ, à òàêæå è âî âçðîñëîì ñîñòîÿíèè. Îòêëþ÷å-
íèå åãî ôóíêöèè ó ÊÑ ñðàçó ïîñëå äåòåðìèíàöèè ïîëà
ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ îáðàçîâàíèÿ ïîëîâûõ òÿæåé è ãè-
áåëè ïîëîâûõ êëåòîê (Gao et al., 2006). Âî âçðîñëîì ñî-
ñòîÿíèè îòñóòñòâèå Wt1 âåäåò ê ñíèæåíèþ ýêñïðåññèè
áåëêîâ àäãåçèâíûõ êîíòàêòîâ (adherence junctions) è
àïîïòîçó ïîëîâûõ êëåòîê (Rao et al., 2006). Íà 3—9-å ñóò

Õàðàêòåðèñòèêà êóëüòóðû êëåòîê Ñåðòîëè â óñëîâèÿõ ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðû è ãèïîêñèè 795

Ðèñ. 8. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ äîëè êëåòîê, ìå÷åííûõ BrdU, ýêñ-
ïðåññèðóþùèõ (ñâåòëàÿ ÷àñòü ñòîëáèêà) è íå ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ (÷åðíàÿ ÷àñòü ñòîëáèêà) ðàçëè÷íûå ìàðêåðû ÊÑ ïðè ÷å-

òûðåõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ìàðêåðû ÊÑ: à — êëàñòåðèí, ÷èñëî BrdU+-êëåòîê ïðè íèçêîì ñîäåðæà-
íèè êèñëîðîäà áîëüøå, ÷åì ïðè ñòàíäàðòíîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà
(ïîêàçàíî çâåçäî÷êîé, P < 0.05); á — öèòîêåðàòèí-18, â — Wtl. Âåëè÷èíà
ñòîëáèêîâ äëÿ îäíîé è òîé æå êóëüòóðû îäèíàêîâà íà âñåõ ãèñòîãðàììàõ
è îòðàæàåò ñðåäíåå ÷èñëî BrdU+-êëåòîê íà ðàçëè÷íûõ ñðîêàõ êóëüòèâè-

ðîâàíèÿ.



êóëüòèâèðîâàíèÿ âî âñåõ âàðèàíòàõ êóëüòóðû ñîäåðæà-
íèå Wt1+-êëåòîê íèçêîå (òîëüêî 10—20 %). Íî ê 15-ì ñóò
îíî ïîâûøàåòñÿ â êóëüòóðàõ, ñîäåðæàâøèõñÿ ïðè 37 °Ñ:
äî 60 % â êóëüòóðå 37_21 è äî 30 % â êóëüòóðå 37_5. Ïðè-
÷åì ïî äàííûì èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà âèäíî,
÷òî ýêñïðåññèðîâàòü Wt1 íà÷èíàþò ìåëêèå àêòèâíî ïðî-
ëèôåðèðóþùèå ÊÑ, îáðàçóþùèå êîëîíèè. Ýòî îáúÿñíÿåò,
ïî÷åìó ñîäåðæàíèå òàêèõ êëåòîê âûøå â êóëüòóðå 37_21 :
ê 15-ì ñóò â ýòîé êóëüòóðå á *îëüøàÿ ÷àñòü êëåòîê, íå ôîð-
ìèðóþùèõ êîëîíèé, ïîãèáàåò.

Íèçêàÿ ýêñïðåññèÿ Wt1 â íà÷àëå êóëüòèâèðîâàíèÿ,
êîãäà êëåòêè â îñíîâíîì ëåæàò îòäåëüíî, è åå âîçîáíîâ-
ëåíèå â ÷àñòè êëåòîê â êîëîíèÿõ ïðè äîñòèæåíèè êîíô-
ëþýíòíîãî ñîñòîÿíèÿ íàâîäÿò íà ìûñëü î ñâÿçè ýêñïðåñ-
ñèè Wt1 ñ ôîðìèðîâàíèåì ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ. Ýòî
ñîîòâåòñòâóåò è äàííûì ëèòåðàòóðû ïî íàðóøåíèþ êîí-
òàêòîâ ìåæäó ÊÑ ïîñëå îòêëþ÷åíèÿ ôóíêöèè Wt1 (Rao
et al., 2006). Íåÿñíîé îñòàåòñÿ ñâÿçü âîçîáíîâëåíèÿ ýêñï-
ðåññèè Wt1 ñ ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðîé êóëüòèâèðîâà-
íèÿ. Îäíàêî âîçìîæíî, ÷òî ýòîò áåëîê íà÷èíàåò ýêñïðåñ-
ñèðîâàòüñÿ òîëüêî ïðè äîñòèæåíèè êîëîíèÿìè ÊÑ îïðå-
äåëåííîãî êðèòè÷åñêîãî ðàçìåðà. Äåéñòâèòåëüíî, â
êóëüòóðàõ 34_5 è 34_21 ñðåäíÿÿ ïëîùàäü êîëîíèé íà
15-å ñóò ìåíüøå, ÷åì â êóëüòóðàõ 37_5 è 37_21.

Íà îñíîâàíèè âûøåñêàçàííîãî ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî
ÊÑ, âûäåëåííûå èç ïîëîâîçðåëûõ ìûøåé, ïðîÿâëÿþò âû-
ñîêóþ ïëàñòè÷íîñòü â êóëüòóðå, èçìåíÿÿ ñâîè ñâîéñòâà
ïðè èçìåíåíèè óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ. Êàê è ìíîãèå
äðóãèå òèïû êëåòîê, ÊÑ ëó÷øå ðàñòóò è áîëåå æèçíåñïî-
ñîáíû ïðè ïîíèæåííîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà â ñðåäå.
Ïîâûøåíèå òåìïåðàòóðû êóëüòèâèðîâàíèÿ äî 37 °Ñ òàê-
æå óñêîðÿåò ðîñò ÊÑ è, êðîìå òîãî, ïîääåðæèâàåò â ýòèõ
êëåòêàõ ýêñïðåññèþ ìàðêåðà äåäèôôåðåíöèðîâêè öèòîêå-
ðàòèíà-18. Ïðè ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå âîçîáíîâëÿåò
ýêñïðåññèþ è Wt1 — âàæíûé òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð,
îïðåäåëÿþùèé ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà ÊÑ.

Òàêèì îáðàçîì, â óñëîâèÿõ ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðû
êóëüòèâèðîâàíèÿ íàìè ïîëó÷åíû àêòèâíî ïðîëèôåðèðó-
þùèå äåäèôôåðåíöèðîâàííûå ÊÑ. Îïðåäåëåíèå èõ ôóíê-
öèîíàëüíûõ ñâîéñòâ òðåáóåò äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé,
íî äàííûå îá ýêñïðåññèè Wt1 è ìîðôîëîãèè êóëüòóðû
ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü ñïîñîáíîñòü ýòèõ êëåòîê ïîä-
äåðæèâàòü ðàçâèòèå ïîëîâûõ êëåòîê. Êðîìå òîãî, òî, ÷òî
ýòè êëåòêè ñòàíîâÿòñÿ äåäèôôåðåíöèðîâàííûìè, âîçìîæ-
íî, îçíà÷àåò ïðèîáðåòåíèå èìè ìîðôîãåíåòè÷åñêîãî ïî-
òåíöèàëà. Ïîêàçàíî, ÷òî íåäèôôåðåíöèðîâàííûå ÊÑ, ïî-
ëó÷åííûå îò íåîíàòàëüíûõ æèâîòíûõ, à òàêæå ÊÑ, äå-
äèôôåðåíöèðîâàííûå â óñëîâèÿõ ýêñïåðèìåíòàëüíîãî
êðèïòîðõèçìà, ñïîñîáíû ïðè òðàíñïëàíòàöèè ôîðìèðî-
âàòü íîâûå ñåìåííûå êàíàëüöû è ïîääåðæèâàòü â íèõ
ðàçâèòèå ïîëîâûõ êëåòîê (Ìàëîëèíà è äð., 2011; Ìàëîëè-
íà, Êóëèáèí, 2012). Åñëè òàêèì ñâîéñòâîì áóäóò îáëà-
äàòü è êóëüòèâèðóåìûå ÊÑ, êîòîðûå ïðîùå ïîëó÷èòü è
ðàçìíîæèòü in vitro, îíè ñìîãóò îêàçàòüñÿ ïîëåçíûìè êàê
äëÿ ðåïðîäóêòèâíîé áèîëîãèè, òàê è äëÿ ðåãåíåðàòèâíîé
ìåäèöèíû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 12-04-32182 ìîë à).
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CHARACTERIZATION OF CULTURED SERTOLI CELLS UNDER HIGH-TEMPERATURE

AND HYPOXIC CONDITIONS
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Sertoli cells (SCs) isolated from adult C57Bl/6 mice were characterized under four different cell culture
conditions: standard conditions (34 °Ñ, 21 % O2 — 34_21), high-temperature conditions (37 °Ñ, 21 % O2 —
37_21), hypoxic conditions (34 °Ñ, 5 % O2 — 34_5), and combination of these conditions (37 °Ñ, 5 % O2 —
37_5). Proliferation and viability were promoted when SCs were grown under hypoxia: 28.5 and 24.6 % of SCs
were BrdU-positive at the peak of proliferation, 92.7 and 92.7 % of SCs were viable after 15 days in culture at
34_5 and 37_5, respectively, versus 20.2 and 88.9 % at 34_21, respectively. In SCs grown under high-tempera-
ture conditions proliferation was slightly increased, but viability was decreased: 23.1 % of SCs were BrdU-po-
sitive, and only 74.9 % of SCs were viable at 37_21. At the same time cultivation of SCs at 37 °Ñ promoted the-
ir dedifferentiation: after 15 days in culture 98.8 and 98.6 % of cells at 37_5 and 37_21, respectively, expressed
a marker of immature SCs — cytokeratin-18, compared to 26.5 % at 34_5 and 6.6 % at 34_21. Expression of
Wt1, a transcription factor controlling cell-cell junction formation and germ cell development, disappeared in
most cells after 3 days in culture under all culture conditions. However, SCs forming colonies restored Wt1 ex-
pression at day 15 in culture under high-temperature conditions: 59.1 and 29.5 % of SCs were Wt1-positive at
37_21 and 37_5, respectively, versus 11.1 and 3.6 % at 34_21 and 34_5, respectively. Cultured SCs expressed
other SC markers (vimentin, clusterin, Gata-4) under all culture conditions. Our results show that cultured SCs
may be useful for reproductive biology and regenerative medicine.

K e y w o r d s: Sertoli cells, hypoxia, high-temperature conditions, cytokeratin-18, Wt1.
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