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Êóëüòèâèðîâàíèå ñïåðìàòîãîíèé õðÿêà íà êëåòêàõ Ñåðòîëè

Èçó÷àëè in vitro âëèÿíèå êëåòîê Ñåðòîëè íà ñïåðìàòîãîíèè õðÿêà, êîòîðûå áûëè âûäåëåíû èç òåñ-
òèêóë ïîìåñíûõ õðÿêîâ 60-ñóòî÷íîãî âîçðàñòà. Äëÿ îáîãàùåíèÿ êóëüòóðû ñïåðìàòîãîíèÿìè êëåòêè î÷è-
ùàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì â ðàçíûõ ãðàäèåíòàõ ïëîòíîñòè, èñïîëüçóÿ ïðåðûâèñòûé ãðàäèåíò Ïåðêîë-
ëà, ñ ïîñëåäóþùèì ðàçäåëåíèåì êëåòîê ïî àäãåçèè. Â êëåòêàõ Ñåðòîëè õðÿêà îáíàðóæåíû ëèïèäíûå
êàïëè, êîòîðûå îêðàøèâàëèñü æèðîâûì êðàñíûì Î. Ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå
ñïåðìàòîãîíèé õðÿêà â ïðèñóòñòâèè êëåòîê Ñåðòîëè (âïëîòü äî 35 ñóò) ïðèâîäèò ê èõ äèôôåðåíöèðîâêå
òàê æå, êàê è â åñòåñòâåííûõ óñëîâèÿõ â ÿè÷êå. Íà 10-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè îáúåäèíÿþòñÿ â
ãðóïïû, ôîðìèðóþòñÿ öåïî÷êè è ñóñïåíçèîííûå êëàñòåðû ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê. Â ýòî âðåìÿ ôîðìè-
ðóþòñÿ ñïåðìàòîãåííûå êîëîíèè, êîòîðûå àíàëèçèðîâàëè ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ Nanog è Plzf ñ ïîìîùüþ
ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè. Ýêñïðåññèÿ ãåíà Nanog â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ êëåòî÷íûõ êëîíàõ, ïîëó÷åííûõ
ïðè êðàòêîñðî÷íîì êóëüòèâèðîâàíèè ñïåðìàòîãîíèåâûõ êëåòîê â ïðèñóòñòâèè êëåòîê Ñåðòîëè, ïðåâû-
øàëà ýêñïðåññèþ ýòîãî ãåíà â ñâåæåèçîëèðîâàííûõ ñïåðìàòîãîíèåâûõ êëåòêàõ â 200 ðàç. Ïðîäóêò ýêñï-
ðåññèè ãåíà Plzf îáíàðóæåí êàê â ñâåæåèçîëèðîâàííûõ ïîëîâûõ êëåòêàõ, òàê è â ïîëó÷åííûõ êëåòî÷íûõ
êëîíàõ in vitro. Ïðè áîëåå äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè ñïåðìàòîãîíèé íà êëåòêàõ Ñåðòîëè íàáëþäàëè
ïðîöåññ äèôôåðåíöèðîâêè in vitro â íàïðàâëåíèè ñïåðìàòîãåíåçà è ôîðìèðîâàíèå åäèíè÷íûõ ïîäâèæ-
íûõ ñïåðìèåâ õðÿêà íà 30—33-è ñóò. Íà ýòîì ýòàïå êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ õàðàêòåðèçîâàëàñü ãåòåðîãåí-
íîñòüþ. Äèôôåðåíöèðîâêà ñïåðìàòîãîíèåâûõ êëåòîê õðÿêà áåç êëåòîê Ñåðòîëè îñòàíàâëèâàëàñü â êóëü-
òóðå íà 7-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ðåçóëüòàòû äåìîíñòðèðóþò, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå ñïåðìàòîãîíèé õðÿ-
êà íà êëåòêàõ Ñåðòîëè ñïîñîáñòâóåò èõ äèôôåðåíöèðîâêå â íàïðàâëåíèè ñïåðìàòîãåíåçà in vitro è
ìîæåò îáëåã÷èòü ïîëó÷åíèå êóëüòóðû ïîëîâûõ êëåòîê õðÿêà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñïåðìàòîãåíåç, òåñòèêóëû õðÿêà, ñïåðìàòîãîíèåâûå êëåòêè, êëåòêè Ñåðòîëè,
ôèäåðíûé ñëîé, äèôôåðåíöèðîâêà, ýêñïðåññèÿ ãåíîâ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÑÊÏÊ — ñûâîðîòêà êðîâè ïëîäîâ êîðîâ, ÑÊ — ñòâîëîâûå êëåòêè,
ÑïÑÊ — ñïåðìàòîãîíèåâûå ÑÊ, ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ, ÔÑÃ — ôîëëèêóëîñòèìóëèðóþ-
ùèé ãîðìîí, EGF — ôàêòîð ðîñòà ýïèäåðìèñà, FGF — ôàêòîð ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ, GDNF — ãëèàëüíûé
íåéðîòðîôè÷åñêèé ôàêòîð, êëåòêè IL — èíòåðëåéêèí, LIF — ôàêòîð, èíãèáèðóþùèé ëåéêåìèþ, Na-
nog — òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð, SCF — ôàêòîð ñòâîëîâûõ êëåòîê, Plzf — òðàíñêðèïöèîííûé ðåïðåñ-
ñîð (promyelocytic leukemia zinc-finger).

Ñïåðìàòîãåíåç ìëåêîïèòàþùèõ ïîääåðæèâàåòñÿ íå-
ìíîãî÷èñëåííîé ïîïóëÿöèåé ñïåðìàòîãîíèåâûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê (ÑïÑÊ), ïðåäñòàâëåííûõ ñïåðìàòîãîíèÿìè
òèïà À (À0 èëè Às), êîòîðûå ðàñïîëàãàþòñÿ íà áàçàëüíîé
ìåìáðàíå âíóòðè ñåìåííûõ êàíàëüöåâ è îáëàäàþò ñïî-
ñîáíîñòüþ ê ñàìîîáíîâëåíèþ è äèôôåðåíöèðîâêå, ÷òî
îáåñïå÷èâàåò íåïðåðûâíóþ ïðîäóêöèþ ñïåðìèåâ â òå÷å-
íèå âñåé æèçíè âçðîñëîé îñîáè (De Rooij, Russell, 2000;
De Rooij, Griswold, 2012). Â ïîñëåäíèå ãîäû ìóæñêèå ïî-
ëîâûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÑÊ) ñíîâà ïðèâëåêëè âíèìàíèå
èç-çà ðàçðàáîòêè äâóõ ìåòîäîëîãèé. Âî-ïåðâûõ, ñåðèåé
óñïåøíûõ ýêñïåðèìåíòîâ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÑïÑÊ ó
ãðûçóíîâ ìîæíî äëèòåëüíî ïîääåðæèâàòü â êóëüòóðå.
Òàê, ïîÿâèëèñü ñîîáùåíèÿ î êóëüòèâèðîâàíèè ñïåðìàòî-
ãîíèé ìûøè, êðûñû è õîìÿêà, êîòîðûå áûëè íàçâàíû ëè-
íèÿìè ïîëîâûõ ÑÊ (Kanatsu-Shinohara et al., 2003, 2008;
Nagano et al., 2003; Ryu et al., 2005). Âî-âòîðûõ, áûëî

óñòàíîâëåíî, ÷òî ÑïÑÊ, êîòîðûå íàõîäÿòñÿ äëèòåëüíîå
âðåìÿ in vitro, ïðè ïåðåíîñå â ñåìåííèê ðåöèïèåíòà ñ âû-
êëþ÷åííûì ñïåðìàòîãåíåçîì ñïîñîáíû âîçîáíîâèòü ýê-
çîãåííûé ñïåðìàòîãåíåç (Brinster, Zimmermann, 1994; Do-
brinski, 2005).

Öåííîñòü èññëåäîâàíèé îïðåäåëÿåòñÿ íå òîëüêî èõ
çíà÷åíèåì äëÿ èçó÷åíèÿ áèîëîãèè ÑïÑÊ, íî è âîçìîæíî-
ñòüþ ïîëó÷åíèÿ íîâûõ çíàíèé, ïðåäñòàâëÿþùèõ èíòåðåñ
äëÿ ðåãåíåðàöèè òêàíåâîé ñèñòåìû: ïðåîäîëåíèå ìóæñêî-
ãî áåñïëîäèÿ, èçó÷åíèå ïîñëåäñòâèé äåéñòâèÿ ïîâðåæäà-
þùèõ ôàêòîðîâ îêðóæàþùåé ñðåäû, ðàäèî- è õèìèîòåðà-
ïèè. Âûäåëåíèå, êóëüòèâèðîâàíèå è òðàíñïëàíòàöèÿ
ÑïÑÊ ìëåêîïèòàþùèõ îòêðûâàþò ïåðñïåêòèâû â èññëå-
äîâàíèÿõ ôóíäàìåíòàëüíûõ àñïåêòîâ ñïåðìàòîãåíåçà.
Ñîçäàíèå ëèíèé ïîëîâûõ ÑÊ ïîçâîëèò ðåøèòü ïðîáëåìó
ñîõðàíåíèÿ ðåäêèõ è èñ÷åçàþùèõ âèäîâ æèâîòíûõ. Ðàç-
ðàáîòêà è îïòèìèçàöèÿ óñëîâèé ïîääåðæàíèÿ ñïåðìàòî-
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ãîíèé òèïà À õðÿêà in vitro ÿâëÿþòñÿ àêòóàëüíûìè äëÿ
ñåëüñêîõîçÿéñòâåííîé áèîòåõíîëîãèè, â ïåðâóþ î÷åðåäü
äëÿ ñîçäàíèÿ òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ.

Òðàíñãåííûå ñâèíüè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïåðñïåê-
òèâíûé ìàòåðèàë äëÿ ðåøåíèÿ ìíîãèõ ìåäèêî-áèîëîãè-
÷åñêèõ ïðîáëåì, â òîì ÷èñëå ìîãóò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê
ïîòåíöèàëüíûé èñòî÷íèê òêàíåé è îðãàíîâ äëÿ êñåíî-
òðàíñïëàíòàöèè ÷åëîâåêó. Íàëè÷èå ñòàáèëüíîé êóëüòóðû
ïîëîâûõ êëåòîê õðÿêà àêòóàëüíî äëÿ âåòåðèíàðíîé áèî-
òåõíîëîãèè. Èçâåñòíî, ÷òî ìíîãèå âèðóñû îáëàäàþò òðî-
ïèçìîì ê ïîëîâûì êëåòêàì. Â ñâÿçè ñ ýòèì ÑïÑÊ õðÿêà
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íîâóþ êëåòî÷íóþ ñèñòåìó äëÿ âèðó-
ñîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé. Îäíàêî ëèíèè ïîëîâûõ ÑÊ
õðÿêà åùå íå ñîçäàíû. Îäíîé èç ïðè÷èí ýòîãî ÿâëÿåòñÿ
íåäîñòàòî÷íîå çíàíèå óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ ñïåðìà-
òîãîíèé òèïà À õðÿêà è âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ ðîñ-
òà íà ïîëîâûå êëåòêè in vitro.

Ïåðâîå ñîîáùåíèå î âûäåëåíèè ñïåðìàòîãîíèé òè-
ïà À èç ÿè÷åê 80-ñóòî÷íîãî âîçðàñòà éîðêøèðñêèõ õðÿêîâ
ïîÿâèëîñü â 1999 ã. (Dirami et al., 1999). Áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ñðåäà KSOM, ñîäåðæàùàÿ ôàêòîð ñòâîëîâûõ êëåòîê
(SCF) è êîëîíèåñòèìóëèðóþùèé ôàêòîð ãðàíóëîöèòîâ è
ìàêðîôàãîâ, ñïîñîáñòâóåò âûæèâàíèþ è ïðîëèôåðàöèè
òèïà À ñïåðìàòîãîíèé in vitro â òå÷åíèå 120 ÷. Ïîòîì
îïèñàëè íåñêîëüêî ôàêòîðîâ, êîòîðûå âëèÿþò íà ñïåðìà-
òîãîíèè õðÿêà â êóëüòóðå è ïîêàçàëè, ÷òî ñûâîðîòêà êðî-
âè ïëîäîâ êîðîâ (ÑÊÏÊ) è âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ (ÂÊÌ)
èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè ýòèõ êëåòîê in vitro
(Marret, Durand, 2000). Äðóãèå àâòîðû (Luo et al., 2006)
ïðîäåìîíñòðèðîâàëè âîçìîæíîñòü êóëüòèâèðîâàíèÿ
ñïåðìàòîãîíèé õðÿêà áîëåå äëèòåëüíîå âðåìÿ (äî 2 íåä) â
ïðîñòîé ñðåäå áåç äîïîëíèòåëüíûõ ôàêòîðîâ. Ñïåðìàòî-
ãîíèè õðÿêà â êóëüòóðå òàêæå èçó÷àëèñü è â äðóãèõ ðàáî-
òàõ (Ñàâ÷åíêîâà è äð., 2006, 2011, 2012; Han et al., 2009;
Kuijk et al., 2009).

Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ðîñòîâûå ôàêòîðû èãðàþò âàæíóþ
ðîëü â ïîääåðæàíèè ñïåðìàòîãîíèåâûõ êëåòîê (De Rooij,
Mizrak, 2008). Ñðåäè íèõ âûäåëÿþò ãëèàëüíûé íåéðîòðî-
ôè÷åñêèé ôàêòîð (GDNF), ôàêòîð ñòâîëîâûõ êëåòîê
(SCF), ôàêòîð, èíãèáèðóþùèé ëåéêåìèþ (LIF), ôàêòîð
ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ (FGF), ôàêòîð ðîñòà ýïèäåðìèñà
(EGF). Ñîìàòè÷åñêèå êëåòêè òåñòèêóë ìëåêîïèòàþùèõ
ïðîäóöèðóþò ìíîãèå èç ýòèõ ôàêòîðîâ. Ïàðàêðèííàÿ ðå-
ãóëÿöèÿ îñóùåñòâëÿåòñÿ íà óðîâíå ãîíàä è âêëþ÷àåò â ñå-
áÿ ñåòü âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó îñíîâíûìè êëåòêàìè ñå-
ìåííèêà: êëåòêàìè Ñåðòîëè, êëåòêàìè Ëåéäèãà, ïåðèòó-
áóëÿðíûìè ìûøå÷íûìè êëåòêàìè è ïîëîâûìè êëåòêàìè,
ðàñïîëîæåííûìè â ñåìåííîì êàíàëüöå è, âîçìîæíî,
êëåòêàìè êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ. Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì
ïðåäñòàâëåíèÿì, ðåãóëÿöèÿ ñàìîîáíîâëåíèÿ è äèôôåðåí-
öèðîâêè ÑïÑÊ — ñëîæíûé ïðîöåññ, â êîòîðîì âàæíóþ
ðîëü èãðàþò êëåòêè Ñåðòîëè. Îíè ÿâëÿþòñÿ ñâîåîáðàçíû-
ìè ìåäèàòîðàìè âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó ñîìàòè÷åñêèìè è
ïîëîâûìè êëåòêàìè îðãàíèçìà.

Êëåòêè Ñåðòîëè âîñïðèíèìàþò ðåãóëÿòîðíûå ñèãíà-
ëû êàê ñî ñòîðîíû ñîìàòè÷åñêèõ, òàê è ñî ñòîðîíû ïîëî-
âûõ êëåòîê è â îòâåò íà íèõ ñèíòåçèðóþò ôàêòîðû, êîòî-
ðûå, ñ îäíîé ñòîðîíû, ïîääåðæèâàþò ðàçâèòèå ïîëîâûõ
êëåòîê, à ñ äðóãîé — îáðàçóþò îáðàòíóþ ñâÿçü êàê íà
óðîâíå ãîíàäû, òàê è íà óðîâíå âñåé ãèïîòàëàìî-ãèïîôè-
çàðíî-ãîíàäíîé îñè â öåëîì. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî êëåòêè Ñåð-
òîëè èãðàþò êëþ÷åâóþ ðîëü â äåòåðìèíàöèè ìóæñêèõ ïî-
ëîâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê è èõ äèôôåðåíöèðîâêå â íàïðàâ-
ëåíèè ñïåðìàòîãåíåçà (Chen, Liu, 2015). Â ðàçëè÷íûõ
èññëåäîâàíèÿõ in vitro áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êóëüòèâèðîâà-

íèå ðàííèõ ïîëîâûõ êëåòîê â ïðèñóòñòâèè êëåòîê Ñåðòî-
ëè è ãîðìîíîâ ïðèâîäèò ê èíäóêöèè ïîñòìåéîòè÷åñêîãî
ðàçâèòèÿ è ñîçðåâàíèþ ñïåðìàòîöèòîâ èëè ñïåðìàòèä
(Lee et al., 2001; Sousa et al., 2002). Òåçàðèê ñ ñîàâòîðàìè
(Tesarik et al., 2000) ïîêàçàëè, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå ïîëî-
âûõ êëåòîê ÷åëîâåêà íà êëåòêàõ Ñåðòîëè ñïîñîáñòâóåò çà-
ïóñêó ñïåðìàòîãåíåçà â òå÷åíèå êîðîòêîãî ïåðèîäà êóëü-
òèâèðîâàíèÿ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íàëè÷èå ýòèõ êëåòîê íå-
îáõîäèìî äëÿ óñïåøíîé äèôôåðåíöèðîâêè ñïåðìàòîãîíèé
÷åëîâåêà â ñïåðìèè in vitro (Sofikitis et al., 2005).

Öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûëî èçó÷èòü âëèÿíèå êëåòîê
Ñåðòîëè íà ñïåðìàòîãîíèè õðÿêà in vitro è èõ ñïîñîá-
íîñòü èíäóöèðîâàòü äèôôåðåíöèðîâêó ðàííèõ ïîëîâûõ
êëåòîê â íàïðàâëåíèè ñïåðìàòîãåíåçà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Âñå ðåàêòèâû, èñêëþ÷àÿ óêàçàííûå, áûëè ïîëó÷åíû
îò ôèðìû Sigma (ÑØÀ).

Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ñåìåííèêè 60-ñóòî÷-
íûõ õðÿêîâ (ìàññà ÿè÷åê ñ ïðèäàòêîì ñîñòàâëÿëà íå áîëü-
øå 20 ã) ìåñòíîé ïîìåñíîé ïîðîäû (êðóïíàÿ áåëàÿ�
Ëàíäðàñ). Êàñòðàöèþ æèâîòíûõ ïðîâîäèëè ïîä ìåñòíîé
àíåñòåçèåé. Äëÿ èíôèëüòðàöèîííîé àíåñòåçèè ïîäêîæ-
íîé êëåò÷àòêè æèâîòíûõ èñïîëüçîâàëè 0.5%-íûé, à äëÿ
ïðîâîäíèêîâîé àíåñòåçèè ñåìåííûõ êàíàòèêîâ 2%-íûé
ðàñòâîð íîâîêàèíà. Ïîñëå êàñòðàöèè ñåìåííèêè â õîëîä-
íîì (4 °C) PBS ñ àíòèáèîòèêàìè òðàíñïîðòèðîâàëè â ëà-
áîðàòîðèþ. Ïîñëå ìàêðîñêîïè÷åñêîé îöåíêè è âçâåøèâà-
íèÿ ñåìåííèêè ïðîìûâàëè òðèæäû è óäàëÿëè îáîëî÷êè.
Ïîñëå äåêàïñóëÿöèè òåñòèêóëû îáðàáàòûâàëè ìåõàíè÷å-
ñêè, à çàòåì ôåðìåíòàòèâíî â òå÷åíèå 40 ìèí ïðè 37 °C
ðàñòâîðîì êîëëàãåíàçû IV òèïà (Gibco, Invitrogene, Life
Technologies, ÑØÀ). Êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ êîëëàãåíà-
çû íà îñíîâå ñðåäû ÄÌÅÌ (Gibco, Invitrogene, Life Tech-
nologies, ÑØÀ) ñîñòàâëÿëà 1 ìã/ìë. Äåéñòâèå êîëëàãåíà-
çû íåéòðàëèçîâàëè ýêâèâàëåíòíûì îáúåìîì ñðåäû
ÄÌÅÌ, êîòîðàÿ ñîäåðæàëà 5 % ÑÊÏÊ (FBS, HyClone,
Perbio, Áåëüãèÿ). Êëåòêè îñàæäàëè âûñîêîñêîðîñòíûì
öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 1000 g â òå÷åíèå 10 ìèí.
Ê îñàäêó äîáàâëÿëè ÄÌÅÌ, òùàòåëüíî ðàçáèâàëè äî ïî-
ëó÷åíèÿ îäíîðîäíîé êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè, à çàòåì ïðîïó-
ñêàëè ïîñëåäîâàòåëüíî ÷åðåç íåéëîíîâûå ñèòå÷êè ñ ðàç-
ìåðàìè ïîð 80 è 40 ìêì äëÿ óäàëåíèÿ ñîìàòè÷åñêèõ êëå-
òîê.

Î÷èñòêó ñïåðìàòîãîíèé âûïîëíÿëè ïî îïèñàííîé ìå-
òîäèêå (Gang et al., 2005). Ïåðêîëë ðàçáàâëÿëè PBS äëÿ
ïîëó÷åíèÿ åãî â ðàçíûõ êîíöåíòðàöèÿõ — 19, 27, 35 è
43 %. Ïåðêîëë (2 ìë â êàæäîé êîíöåíòðàöèè) âíîñèëè ïî-
ñëåäîâàòåëüíî íà äíî 15-ìèëëèëèòðîâîé ñòåðèëüíîé öåí-
òðèôóæíîé ïðîáèðêè (îò áîëåå âûñîêîé êîíöåíòðàöèè ê
íèçêîé). Êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ íàñëàèâàëè îñòîðîæíî íà
âåðõíèé ñëîé ãðàäèåíòà Ïåðêîëëà è îñàæäàëè öåíòðèôó-
ãèðîâàíèåì (800 g, 30 ìèí). Êëåòêè ñîáèðàëè ìåæäó ãðà-
äèåíòàìè Ïåðêîëëà 27 è 35 %, ïðîìûâàëè äâàæäû PBS,
ðàçáàâëÿëè â ðîñòîâîé ñðåäå è âûñåâàëè â ÷àøêè Ïåòðè â
êîíöåíòðàöèè 3�104/ñì2. Îñíîâíîé ñðåäîé äëÿ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ñïåðìàòîãîíèé áûëà ñðåäà ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùàÿ
4.5 ã/ë ãëþêîçû, 10 % ÑÊÏÊ è 1 % ñìåñè ñòðåïòîìèöèíà
è ïåíèöèëëèíà (Gibco, ÑØÀ). Äàëåå äëÿ î÷èñòêè ïîëó-
÷åííûõ ñïåðìàòîãîíèé îò äðóãèõ êëåòî÷íûõ òèïîâ èñïî-
ëüçîâàëè ìåòîäè÷åñêèé ïðèåì, îñíîâàííûé íà ðàçíûõ àä-
ãåçèâíûõ ñïîñîáíîñòÿõ êëåòîê. Ïîñëå íåïðîäîëæèòåëü-
íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ (2 ÷) â ÷àøêàõ Ïåòðè, ïîêðûòûõ
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0.1%-íûì ðàñòâîðîì æåëàòèíà, íåïðèêðåïèâøèåñÿ êëåò-
êè ïåðåíîñèëè â öåíòðèôóæíûå ïðîáèðêè è îñàæäàëè
(200 g, 10 ìèí). Î÷èùåííûå êëåòêè, îáîãàùåííûå ñïåð-
ìàòîãîíèÿìè, êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °C è 5 % CO2.

Êëåòêè Ñåðòîëè ñîáèðàëè ìåæäó ãðàäèåíòàìè Ïåð-
êîëëà 19 è 27 %. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ëèïèäíûõ ïóçûðüêîâ
êëåòêè ôèêñèðîâàëè ëåäÿíûì ìåòàíîëîì è îêðàøèâàëè
æèðîâûì êðàñíûì Î â òå÷åíèå 10—15 ìèí. Äëÿ ïðèãî-
òîâëåíèÿ ôèäåðíûõ ñëîåâ êëåòêè Ñåðòîëè âûñåâàëè â
÷àøêè Ïåòðè è èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °C è 5 % CO2. Êîãäà
êëåòêè äîñòèãàëè 90%-íîãî ìîíîñëîÿ, èõ îáðàáàòûâàëè
ìèòîìèöèíîì Ñ (â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 30 ìêã/ìë) â
òå÷åíèå 3 ÷, çàòåì òðèæäû îòìûâàëè ðàñòâîðîì PBS è äî-
áàâëÿëè ðîñòîâóþ ñðåäó. Íà ñëåäóþùèé äåíü êëåòêè Ñåð-
òîëè ñ çàáëîêèðîâàííûì ìèòîçîì èñïîëüçîâàëè äëÿ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ñïåðìàòîãîíèé.

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ îòñóòñòâèÿ â ïîëó÷åííîé êëåòî÷-
íîé ïîïóëÿöèè êëåòîê êðîâè ÷àñòü êëåòîê ïîñëå î÷èñòêè
îêðàøèâàëè ïîëèêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ CD45.
Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè ìå÷åííûé ïå-
ðîêñèäàçîé àíòèêðîëè÷èé IgG (Becton Dickinson, ÑØÀ) â
ðàçâåäåíèè 1 : 10. Êëåòêè îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ôàçî-
âî-êîíòðàñòíîãî ìèêðîñêîïèðîâàíèÿ íà ìèêðîñêîïå Carl
Zeiss ñ ïðîãðàììíûì îáåñïå÷åíèåì Axio Vision Rel. 4.8.

Êëåòî÷íûå êëîíû àíàëèçèðîâàëè íà íàëè÷èå ïðîäóê-
òà ýêñïðåññèè ãåíîâ Nanog è Plzf (promyelocytic leukemia
zinc-finger) â ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ) ñ ãèá-
ðèäèçàöèîííî-ôëóîðåñöåíòíîé äåòåêöèåé â ðåæèìå ðåà-
ëüíîãî âðåìåíè. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ ðåàêöèè èñïîëüçî-
âàëè ìÐÍÊ ãåíà ÔÃÀ-ÄÃ (ãëèöåðàëüäèãèä-3-ôîñôàòäå-
ãèäðîãåíàçà). Ñóììàðíóþ ÐÍÊ èç êëåòîê âûäåëÿëè ñ
ïîìîùüþ íàáîðà Mini RNA Isolation II Kit Zymoresearch
(ÑØÀ). Ýëþöèþ ïðîâîäèëè â 30 ìêë âîäû. Äëÿ îáðàáîò-
êè ÄÍÊàçîé ãîòîâèëè ðåàêöèîííóþ ñìåñü â îáúåìå
10 ìêë, êîòîðàÿ âêëþ÷àëà â ñåáÿ 1 ìêã âûäåëåííîé ÐÍÊ,
1 ìêë 10-êðàòíîãî ðåàêöèîííîãî áóôåðà, ñîäåðæàùåãî
MgCl2, 1 åä. ÄÍÊàçû (Fermentas, Ëèòâà) è 10 åä. èíãèáè-
òîðà ÐÍÊàç (RiboLock, Fermentas, Ëèòâà). Èíêóáèðîâàëè
â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 °Ñ. ÄÍÊàçó èíàêòèâèðîâàëè ïó-
òåì äîáàâëåíèÿ 1 ìêë 50 ìÌ ÝÄÒÀ è ïîñëåäóþùåãî èí-
êóáèðîâàíèÿ ïðè 65 °Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí.

Îáðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ îñóùåñòâëÿëè ñëåäóþùèì
îáðàçîì. Ê 10 ìêë ïîäãîòîâëåííîãî ðàñòâîðà ÐÍÊ äîáàâ-
ëÿëè 1 ìêë ñìåñè ãåêñàìåðíûõ ïðàéìåðîâ (Random Hexa-
mer Primer, Fermentas, Ëèòâà), èíêóáèðîâàëè ïðè 70 °Ñ â
òå÷åíèå 5 ìèí è ðåàêöèîííóþ ñìåñü ñòàâèëè íà 2 ìèí â

ëåä. Çàòåì â 11 ìêë ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî ÐÍÊ è ñìåñü
ãåêñàìåðíûõ ïðàéìåðîâ, âíîñèëè 8.5 ìêë ðåàêöèîííîé
ñìåñè äëÿ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè, êîòîðàÿ ñîäåðæàëà
4 ìêë 5-êðàòíîãî ðåàêöèîííîãî áóôåðà, 1 ìÌ êàæäîãî èç
äÍÒÔ (R0191, Fermentas) è 40 åä. M-MuLV îáðàòíîé
òðàíñêðèïòàçû (EP0351, Fermentas). Îáùóþ ñìåñü èíêó-
áèðîâàëè 10 ìèí ïðè 25 °Ñ, çàòåì 60 ìèí ïðè 42 °Ñ. Ñðà-
çó ïîñëå îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ðåàêöèîííóþ ñìåñü ðàç-
âîäèëè ÒÅ-áóôåðîì â 2 ðàçà.

Äëÿ êàæäîé èç èññëåäóåìûõ ìèøåíåé ãîòîâèëè èíäè-
âèäóàëüíóþ ðåàêöèîííóþ ñìåñü (äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ â
ðåàëüíîì âðåìåíè) â îáúåìå 25 ìêë, êîòîðàÿ âêëþ÷àëà â
ñåáÿ 5 ìêë ìàòðèöû êÄÍÊ (5—20 íã), 1-êðàòíûé ðåàêöè-
îííûé áóôåð ÏÖÐ, ñìåñü 2-FRT (Àìïëèñåí, Ðîññèÿ), 1 åä.
Taq-F-ïîëèìåðàçû (Àìïëèñåí, Ðîññèÿ), 200 ìêÌ êàæäîãî
èç äÍÒÔ (R0191, Fermentas), ïî 240 íÌ ïðÿìîãî è îáðàò-
íîãî ïðàéìåðîâ (Ëèòåõ, Ðîññèÿ) è 120 íÌ çîíäà (Ñèíòîë,
Ðîññèÿ). Êàæäûé çîíä ñ 3R-êîíöåâîãî íóêëåîòèäà áûë
êîíúþãèðîâàí ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì FAM, à â êà-
÷åñòâå òóøèòåëÿ èñïîëüçîâàëè RTQ1. Ðåàêöèþ ïðîâîäè-
ëè íà ïðèáîðå RotorGene 6000 (Corbett Research, Àâñòðà-
ëèÿ). Òåìïåðàòóðíûé ïðîôèëü àìïëèôèêàöèè áûë ñëåäó-
þùèì: 95 °Ñ — 15 ìèí (ïðåäâàðèòåëüíàÿ äåíàòóðàöèÿ è
àêòèâàöèÿ Taq-F-ïîëèìåðàçû), çàòåì 50 öèêëîâ 95 °Ñ —
20 ñ, 60 °Ñ — 20 ñ (äåòåêöèÿ ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà),
72 °Ñ — 20 ñ. Â òàáëèöå ïðåäñòàâëåíû ïðàéìåðû è çîí-
äû, èñïîëüçóåìûå äëÿ àìïëèôèêàöèè.

Óðîâåíü ìÐÍÊ è êîëè÷åñòâî êîïèé ãåíîâ îöåíèâàëè
â ðåæèìå îòíîñèòåëüíûõ èçìåðåíèé (DDCt-ìåòîä) (Livak,
Schmittgen, 2001). Îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ìÐÍÊ ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé èçìåíåíèå ñîäåðæàíèÿ êîïèé íóêëåîòèä-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (òðàíñêðèïòà) êàæäîãî ãåíà â
êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèÿõ, ïîëó÷åííûõ ïðè êóëüòèâèðîâà-
íèè íà êëåòêàõ Ñåðòîëè in vitro, ïî ñðàâíåíèþ ñî ñâåæå-
èçîëèðîâàííûìè êëåòêàìè, âûäåëåííûìè èç òåñòèêóë
60-ñóòî÷íûõ õðÿêîâ òîé æå ïîðîäû, îòíîñèòåëüíî êîíò-
ðîëüíîãî ãåíà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Îñíîâíûì êðèòåðèåì êëàññèôèêàöèè ñïåðìàòîãîíèé
õðÿêà â íàñòîÿùåå âðåìÿ âëÿåòñÿ âðåìåííîé ôàêòîð, ò. å.
ñîîòâåòñòâèå öèêëó ñåìåííîãî ýïèòåëèÿ â ÿè÷êå (Franken-
huis et al., 1982). Â îòëè÷èå îò ãðûçóíîâ â òåñòèêóëàõ õðÿ-
êîâ ñïåðìàòîãîíèè ïîÿâëÿþòñÿ ïîçæå, òîëüêî ê 2-ìåñÿ÷-
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Ãåí Îëèãîíóêëåîòèä (íàïðàâëåíèå 5R—3R)
Íîìåð ïîñëåäîâàòåëüíîñòè

ÐÍÊ (ïî: GenBank)
Äëèíà

àìïëèêîíà, ï. î.

ÔÃÀ-ÄÃ (GH) GH_F: TCG-GAG-TGA-ACG-GAT-TTG-GC AF017079.1 215

GH_R: GGA-AGA-TGG-TGA-TGG-GAT-TTC-C

GH_Z: FAM-CGC-CTG-GTC-ACC-AGG-GCT-G-RTQ1

Nanog (NG) NG_F: ACA-ATC-CAG-CTC-TTT-GGT-GGT-TT NM001129971.1 174

NG_R : TGA-CAT-CTG-CAA-GGA-GGC-ATA-ATT-T

NG_Z: FAM-TGG-AAA-TGG-ATG-CTT-CGG-GGC-A-RTQ1

Plzf (PL) PL_F: AAA-GCG-GTT-CCT-GGA-TAG-TTT-G AK350495.1 132

PL_R: GGT-CTG-CCT-GTG-TGT-CTC

PL_Z: FAM-CTC-ATT-CAG-CGG-GTG-CCA-AAG- C-RTQ1

Ï ð è ì å ÷ à í è å. ÔÃÀ-ÄÃ — ãëèöåðàëüäèãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçà, F — ïðÿìîé ïðàéìåð, R — îáðàòíûé ïðàéìåð, Z — çîíä; ï. î. — ïàðà
îñíîâàíèé.



íîìó âîçðàñòó (Takagi et al., 1997). Ê ñîæàëåíèþ, èìååòñÿ
íåäîñòàòî÷íî äàííûõ î ñòàäèÿõ è âðåìåíè ïåðåõîäà ãîíî-
öèòîâ â ñïåðìàòîãîíèè ó ýòîãî âèäà æèâîòíûõ. Èçâåñòíî,
÷òî â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè ãîíîöèòû ïåðåìåùàþò-
ñÿ ê áàçàëüíîé ìåìáðàíå ñåìåííîãî êàíàëüöà (Goel et al.,
2007). Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ èäåíòèôèêàöèþ ñïåðìà-
òîãîíèé õðÿêà ïðîâîäèëè, ó÷èòûâàÿ êðèòåðèè, âûäâèíó-
òûå ðàíåå (De Rooij, Russell, 2000). Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåí-
íûõ íàìè ãèñòîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ïîêàçàëè, ÷òî
îïòèìàëüíûì âðåìåíåì äëÿ ïîëó÷åíèÿ êóëüòóðû êëåòîê,
îáîãàùåííîé ñïåðìàòîãîíèÿìè òèïà À õðÿêà, ÿâëÿåòñÿ
60 ñóò ïîñëå îïîðîñà (Ñàâ÷åíêîâà è äð., 2006). Â ýòîì
âîçðàñòå ñåìåííûå êàíàëüöû ñîäåðæàò òîëüêî ñïåðìàòî-
ãîíèè òèïà À, êîòîðûå ìîãóò áûòü ïàðíûìè (ðèñ. 1, à), è
êëåòêè Ñåðòîëè. Ðàçëè÷èòü âíóòðè êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè
ñïåðìàòîãîíèè òèïà À1-À4 ïî ìîðôîëîãèè ñëîæíî. Ñëå-

äóåò îòìåòèòü, ÷òî ó õðÿêà äî ñèõ ïîð íå íàéäåíî ñïåöè-
ôè÷åñêîãî ãåíà-ìàðêåðà, ýêñïðåññèÿ êîòîðîãî áûëà áû
õàðàêòåðíà äëÿ ÑïÑÊ. Èç ñåìåííèêîâ ñåëüñêîõîçÿéñòâåí-
íûõ æèâîòíûõ âûäåëåíû ñïåðìàòîãîíèè áàðàíà (Rodrigu-
ez-Sosa et al., 2006), õðÿêà (Luo et al., 2006) è áûêà (Izady-
ar et al., 2002) ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå ìàðêåðà àí-
òèòåë ïðîòèâ UCHL1. Îäíàêî áûëî îáíàðóæåíî (Luo
et al., 2006), ÷òî â ðåçóëüòàòå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ñâèíûå êëåòêè Ñåðòîëè òàêæå ñâÿçûâàþò àíòèòåëà
ïðîòèâ UCHL. Íåäàâíî Ëè è ñîàâòîðû (Lee et al., 2014)
îõàðàêòåðèçîâàëè ãåí UTF1 (ãåí òðàíñêðèïöèîííîãî ôàê-
òîðà 1 íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê) â
êà÷åñòâå ïîòåíöèàëüíîãî ìàðêåðà äëÿ îáíàðóæåíèÿ ðàí-
íèõ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ñïåðìàòîãîíèé è ÑïÑÊ â ñå-
ìåííèêàõ õðÿêà. Ê ñîæàëåíèþ, ìû íå èìåëè âîçìîæíîñòè
èäåíòèôèöèðîâàòü ñòâîëîâûå ñïåðìàòîãîíèè òèïà À0 ñ
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Ðèñ. 1. Ìîðôîëîãèÿ ñïåðìàòîãîíèé è êëåòîê Ñåðòîëè, âûäåëåííûõ èç ñåìåííèêîâ õðÿêîâ 60-ñóòî÷íîãî âîçðàñòà.

à — ñåìåííèê 60-ñóòî÷íîãî õðÿêà; ñòðåëêàìè ïîêàçàíû îòäåëüíûå è ïàðíûå ñïåðìàòîãîíèè; á, â — ëèïèäíûå âåçèêóëû â êëåòêàõ Ñåðòîëè (êðàñíûé
öâåò) ñîîòâåòñòâåííî â ñâåæåâûäåëåííûõ è â ìîíîñëîå â êóëüòóðå, îêðàøåííûå æèðîâûì êðàñíûì Î; ã — ôîðìèðîâàíèå ñïåðìàòîãîíèåâûõ êëàñòå-

ðîâ ÷åðåç 48 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñïåðìàòîãîíèé õðÿêà íà êëåòêàõ Ñåðòîëè. Îá. 20�.



ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ è ïðåäïîëàãàåì, ÷òî
ïîëó÷åííàÿ ñóñïåíçèÿ ïðåäñòàâëåíà êàê ñòâîëîâûìè
ñïåðìàòîãîíèÿìè òèïà À0, òàê è, âîçìîæíî, èõ áîëåå äèô-
ôåðåíöèðîâàííûìè ïîòîìêàìè (À1-À4).

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ýêñïåðèìåíòû ïî âûäåëåíèþ
ÑïÑÊ âåäóòñÿ äàâíî, ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî äî ñèõ ïîð ñó-
ùåñòâóåò ïðîáëåìà, êîòîðàÿ ñâÿçàíà â ïåðâóþ î÷åðåäü ñ
î÷èñòêîé ïîëîâûõ êëåòîê îò ñîìàòè÷åñêèõ. Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ èñïîëüçóþò íåñêîëüêî ñïîñîáîâ î÷èñòêè, ñðåäè êî-
òîðûõ ìîæíî âûäåëèòü ðàçäåëåíèå â ðàçíûõ ãðàäèåíòàõ
ïëîòíîñòè Ïåðêîëëà (Heidari et al., 2014), êîòîðûé ìû èñ-
ïîëüçîâàëè â ñâîèõ ýêñïåðèìåíòàõ, ñ ïîñëåäóþùèì ðàç-
äåëåíèåì êëåòîê ïî àäãåçèè. Ïîñëåäîâàòåëüíàÿ î÷èñòêà
êëåòîê ýòèìè ìåòîäàìè ïîçâîëèëà äîáèòüñÿ ïîëó÷åíèÿ
ìàêñèìàëüíî îáîãàùåííîé ñïåðìàòîãîíèÿìè ïîïóëÿöèè
êëåòîê. Ñâÿçûâàíèå ïîëó÷åííûõ êëåòîê àíòèòåëàìè ïðî-
òèâ CD45 ïðîäåìîíñòðèðîâàëî îòñóòñòâèå â êëåòî÷íîé
ïîïóëÿöèè êëåòîê êðîâè.

Ìû èñïîëüçîâàëè íåçðåëûå êëåòêè Ñåðòîëè, âûäå-
ëåííûå èç òåñòèêóë íåïîëîâîçðåëîãî âîçðàñòà, êîòîðûå
ïîëó÷àëè èç äðóãèõ ôðàêöèé, ðàçäåëåííûõ íà Ïåðêîëëå.
Èçâåñòíî, ÷òî íåçðåëûå êëåòêè Ñåðòîëè ìèòîòè÷åñêè àê-
òèâíû in vitro. Êëåòêè Ñåðòîëè ïðèêðåïëÿëèñü ê ïîêðû-
òûì æåëàòèíîì ÷àøêàì Ïåòðè, íà÷èíàëè ðàñïëàñòûâàòü-
ñÿ è ïðèîáðåòàòü ýïèòåëèîïîäîáíóþ ìîðôîëîãèþ. Â ðå-
çóëüòàòå ìîðôîëîãè÷åñêîé âèçóàëüíîé îöåíêè â íèõ
îáíàðóæåíû âêëþ÷åíèÿ, êîòîðûå íàïîìèíàëè ëèïèäíûå
ïóçûðüêè. Îêðàñêà êëåòîê æèðîâûì êðàñíûì Î ïîäòâåð-
äèëà íàøè íàáëþäåíèÿ (ðèñ. 1, á, â). Îäíàêî ïî ìåðå óâå-
ëè÷åíèÿ äëèòåëüíîñòè êóëüòèâèðîâàíèÿ ìîðôîëîãèÿ ýòèõ
êëåòîê ìåíÿëàñü íà ôèáðîáëàñòîïîäîáíóþ.

Äëÿ êðàòêîñðî÷íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ñïåðìàòîãîíèè
âûñåâàëè â ÷àøêè Ïåòðè (äèàìåòð 6 ìì) ñ ìîíîñëîåì êëå-
òîê Ñåðòîëè (3�104 êë./ñì2), ìèòîç êîòîðûõ áûë ïðåäâà-
ðèòåëüíî çàáëîêèðîâàí ìèòîìèöèíîì Ñ, è êóëüòèâèðîâà-
ëè ïðè 37 °C âî âëàæíîé àòìîñôåðå 5 % CO2 áåç ñìåíû

ñðåäû â òå÷åíèå 10 ñóò. ×åðåç 48 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñïåð-
ìàòîãîíèè ïðèêðåïëÿëèñü ê êëåòêàì Ñåðòîëè. Âèçóàëü-
íûé àíàëèç ïîä èíâåðòèðîâàííûì ìèêðîñêîïîì ïîêàçàë,
÷òî ñïåðìàòîãîíèè èìåþò îêðóãëóþ èëè îâàëüíóþ ôîðìó
ñ áîëüøèì ÿäðîì (ðèñ. 1, ã). ×åðåç 72 ÷ ñîâìåñòíîãî êóëü-
òèâèðîâàíèÿ íàáëþäàëè íà÷àëüíûå ýòàïû äèôôåðåíöè-
ðîâêè ñïåðìàòîãîíèé: ôîðìèðîâàíèå êëåòî÷íûõ êëàñòå-
ðîâ (ñôåð). Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî êðàòêîñðî÷íîå êóëüòè-
âèðîâàíèå ñïåðìàòîãîíèé â ïðèñóòñòâèè êëåòîê Ñåðòîëè
ïðèâîäèò ê èõ äèôôåðåíöèðîâêå, êàê è â åñòåñòâåííûõ
óñëîâèÿõ âíóòðè ñåìåííèêà. Îáúåäèíåíèå êëåòîê â ãðóï-
ïû, ôîðìèðîâàíèå öåïî÷åê íàáëþäàëè íà 10-å ñóò êóëü-
òèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 2, a). Â ýòî æå âðåìÿ áûëî îòìå÷åíî
ôîðìèðîâàíèå íåáîëüøèõ, îêðóãëûõ ïî ôîðìå, ïðèïëþñ-
íóòûõ êëåòî÷íûõ êîëîíèé, êîòîðûå áûëè ïðî÷íî ïðè-
êðåïëåíû ê ôèäåðíîìó ñëîþ (ðèñ. 2, á).

Ýòè êëåòî÷íûå êîëîíèè ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè íà ýê-
ñïðåññèþ ãåíîâ Nanog è Plzf ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ â ðåàëüíîì
âðåìåíè. Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíû ãðàôèêè, îòðàæàþùèå
çàâèñèìîñòü ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ â êëîíàõ, ïîëó÷åííûõ
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà êëåòêàõ Ñåðòîëè in vitro, ïî
ñðàâíåíèþ ñî ñâåæåèçîëèðîâàííûìè êëåòêàìè, âûäåëåí-
íûìè èç òåñòèêóë 60-ñóòî÷íûõ õðÿêîâ òîé æå ïîðîäû, îò-
íîñèòåëüíî êîíòðîëüíîãî ãåíà. Â êëîíàõ, êóëüòèâèðóå-
ìûõ íà êëåòêàõ Ñåðòîëè, áûë îáíàðóæåí ïðîäóêò ýêñï-
ðåññèè ãåíà Nanog, à ñàìà ýêñïðåññèÿ ýòîãî ãåíà áûëà â
200 ðàç âûøå, ÷åì ó ñâåæåèçîëèðîâàííûõ ñïåðìàòîãîíèé
õðÿêà. Nanog ÿâëÿåòñÿ òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðîì, êî-
òîðûé òðàíñêðèáèðóåòñÿ ñïåöèôè÷íî â ïîëèïîòåíòíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòêàõ (Chambers et al., 2003). Åãî ýêñïðåññèÿ
âûÿâëåíà â ïåðâè÷íûõ ïîëîâûõ êëåòêàõ ïîðîñÿò (Goel
et al., 2007). Ïðîäóêò ýêñïðåññèè ãåíà Plzf áûë îáíàðóæåí
íàìè êàê â ñâåæåèçîëèðîâàííûõ ñïåðìàòîãîíèÿõ, òàê è â
êëîíàõ, ôîðìèðóåìûõ ïðè ñîâìåñòíîì êóëüòèâèðîâàíèè
ñïåðìàòîãîíèé íà êëåòêàõ Ñåðòîëè õðÿêà ñ îäèíàêîâûì
óðîâíåì ýêñïðåññèè. Ãåí Plzf èëè ZBTB16 ÿâëÿåòñÿ òðàíñ-
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Ðèñ. 2. Äèôôåðåíöèðîâêà ñïåðìàòîãîíèåâûõ êëåòîê õðÿêà in vitro.

à—â — ñîêóëüòèâèðîâàíèå ñ êëåòêàìè Ñåðòîëè â òå÷åíèå 35 ñóò; ñòðåëêîé (â) ïîêàçàí ñïåðìèé; ã—å — êóëüòèâèðîâàíèå áåç êëåòîê Ñåðòîëè íà ïëàñ-
òèêîâûõ ÷àøêàõ Ïåòðè â òå÷åíèå 3—7 ñóò. Îá. 10� (a, â, ã); 20� (á) è 40� (ä, å).



êðèïöèîííûì ðåïðåññîðîì è êîäèðóåò áåëîê, êîòîðûé
ó÷àñòâóåò â ïîääåðæàíèè ñòðóêòóðû öèíêîâîãî ïàëüöà
ïðè ïðîìèåëîöèòàðíîé ëåéêåìèè. Åãî ýêñïðåññèÿ âûÿâ-
ëåíà â ãîíîöèòàõ è íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ñïåðìàòîãî-
íèÿõ. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî îí èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â ñàìîîá-
íîâëåíèè è ïîääåðæàíèè ïóëà ñòâîëîâûõ ñïåðìàòîãîíèå-
âûõ êëåòîê (Buaas et al., 2004). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ãåí
Plzf ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì ãîíîöèòîâ è ÑïÑÊ ñâèíåé (Goel
et al., 2008). Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ îáíàðóæåíèå ïðî-
äóêòà ýêñïðåññèè ýòîãî ãåíà â ñïåðìàòîãîíèåâûõ êëåòêàõ
õðÿêà, ó÷èòûâàÿ âîçðàñò æèâîòíîãî, ìîæåò ñâèäåòåëüñò-
âîâàòü î íàëè÷èè â íèõ ïîïóëÿöèè ÑïÑÊ.

Ðîëü êëåòîê Ñåðòîëè â îáíîâëåíèè è äèôôåðåíöèðîâ-
êå ñïåðìàòîãîíèé õðÿêà in vitro èçó÷åíà íåäîñòàòî÷íî.
Ïîýòîìó ìû ïðîäîëæèëè ýêñïåðèìåíòû â äàííîì íàïðàâ-
ëåíèè è èçó÷èëè âëèÿíèå ýòèõ êëåòîê íà ñïåðìàòîãîíèè
ïðè áîëåå äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè — â òå÷åíèå
35 ñóò (âðåìÿ ïîëíîãî öèêëà ñïåðìàòîãåíåçà ó õðÿêà
in vivo). Äëÿ ýòîãî î÷èùåííóþ ïîïóëÿöèþ ñïåðìàòîãî-
íèé âûñåâàëè íà ôèäåðíûé ñëîé, ïðåäñòàâëåííûé êëåòêà-
ìè Ñåðòîëè. Íà 7-å ñóò íàáëþäàëè îáúåäèíåíèå êëåòîê â
ãðóïïû, ôîðìèðîâàíèå öåïî÷åê è ñóñïåíçèîííûõ êëàñòå-
ðîâ ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê, ïðåäñòàâëåííûõ ïðåäïîëî-
æèòåëüíî ñïåðìàòîöèòàìè I ïîðÿäêà.

Îäíó ÷àñòü ôîðìèðóåìûõ ñóñïåíçèîííûõ êëàñòåðîâ
ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê ïåðåíîñèëè íà ïëàñòèê, à äðóãóþ
÷àñòü ïðîäîëæàëè êóëüòèâèðîâàòü â ïðèñóòñòâèè êëåòîê
Ñåðòîëè áåç ñìåíû ñðåäû. Îêàçàëîñü, ÷òî ïðè áîëåå äëè-
òåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê íà
êëåòêàõ Ñåðòîëè ïðîèñõîäÿò ïðîöåññ äèôôåðåíöèðîâêè
ïîëîâûõ êëåòîê è ôîðìèðîâàíèå íà 30—33-è ñóò åäèíè÷-
íûõ ïîäâèæíûõ ñïåðìèåâ õðÿêà (ðèñ. 2, â). Êëåòî÷íàÿ ïî-
ïóëÿöèÿ íà ýòîì ýòàïå õàðàêòåðèçîâàëàñü ãåòåðîãåí-
íîñòüþ.

Ïðè ïåðåíîñå ñïåðìàòîãåííûõ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â
ñóñïåíçèè, â ÷àøêè Ïåòðè è êóëüòèâèðîâàíèè èõ â ðîñòî-
âîé ñðåäå íà ïëàñòèêå â òå÷åíèå 3—5 ñóò íàáëþäàëè ôîð-
ìèðîâàíèå æãóòèêà ó âñåõ êëåòîê, ÷òî ìîãëî ñâèäåòåëüñò-
âîâàòü îá èõ äèôôåðåíöèðîâêå â óäëèíåííûå ñïåðìàòè-
äû (ðèñ. 2, ã—å). Ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ ñïåðìèåâ
îñòàíàâëèâàëñÿ ÷åðåç 7 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â ýòèõ óñëî-
âèÿõ. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ, èñïîëüçóåìûå íàìè, áûëè íåäîñòàòî÷íû äëÿ çàâåð-
øåíèÿ ïðîöåññà äèôôåðåíöèðîâêè è ÷òî íà ýòîì ýòàïå
òðåáóåòñÿ äîïîëíèòåëüíîå ââåäåíèå â ðîñòîâóþ ñðåäó
ãîðìîíîâ è ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ïîêà-
çûâàþò, ÷òî èñïîëüçîâàíèå êëåòîê Ñåðòîëè íà íà÷àëüíûõ
ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñïåðìàòîãîíèé òèïà À õðÿêà
ñïîñîáñòâóåò îäíîâðåìåííîé ïðîëèôåðàöèè ñïåðìàòîãî-
íèé è èõ ïîñëåäîâàòåëüíîé äèôôåðåíöèðîâêå áåç äîáàâ-
ëåíèÿ â êóëüòóðó äðóãèõ ôàêòîðîâ â òå÷åíèå 35 ñóò. Íàøè
äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè, ïîëó÷åííûìè ó ãðûçó-
íîâ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó êëåòêàìè
Ñåðòîëè è ñïåðìàòîãîíèÿìè î÷åíü âàæíû (Rivarola et al.,
1986). Ê ÷èñëó ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, ïðîäóöèðóåìûõ ýòè-
ìè êëåòêàìè, îòíîñÿòñÿ ñòâîëîâîé ôàêòîð ðîñòà, àêòèâèí,
èíñóëèíîïîäîáíûé ôàêòîð ðîñòà 1, òðàíñôîðìèðóþùèé
ôàêòîð ðîñòà, ôàêòîð ðîñòà ñåìåííûõ êàíàëüöåâ èëè ñå-
ìåííèêîâ è ðîñòîâîé ôàêòîð, ñåêðåòèðóåìûé ñàìèìè
êëåòêàìè Ñåðòîëè. Ôóíêöèÿ ýòèõ ôàêòîðîâ â ñïåðìàòîãå-
íåçå îñòàåòñÿ íåèçâåñòíîé. ×àñòü ôàêòîðîâ è öèòîêèíîâ
ïðîäóöèðóåòñÿ êëåòêàìè Ëåéäèãà è ìèîèäíûìè êëåòêà-
ìè, ðàñïîëîæåííûìè âîêðóã ñåìåííûõ êàíàëüöåâ, à òàê-
æå òåñòèêóëÿðíûìè ìàêðîôàãàìè, êîòîðûå ìîãóò îêàçû-
âàòü âëèÿíèå íà ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó ñïåð-
ìàòîãîíèé òîæå. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ íàêàïëèâàþòñÿ
äàííûå î òîì, ÷òî êëåòêè Ñåðòîëè ïðîäóöèðóþò GDNF
(Oatley et al., 2007). Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî â òåñòèêóëàõ ÔÑÃ ñòè-
ìóëèðóåò ïðîäóêöèþ êëåòêàìè Ñåðòîëè GDNF, êîòîðûé
ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ôàêòîðîì äëÿ ïîääåðæàíèÿ ôóíêöèè
ÑïÑÊ.

Àíàëèç äàííûõ, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåí-
íûõ íàìè ýêñïåðèìåíòîâ, óáåäèòåëüíî ïðîäåìîíñòðèðî-
âàë âàæíîñòü êëåòîê Ñåðòîëè â êóëüòóðå äëÿ ïîääåðæà-
íèÿ ñïåðìàòîãåíåçà õðÿêà in vitro. Ñ îäíîé ñòîðîíû, ýòè
ðåçóëüòàòû ìîãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü â ïîëüçó òîãî, ÷òî
êëåòêè Ñåðòîëè ñïîñîáíû in vitro ïðîäóöèðîâàòü ôàêòî-
ðû áåç ñòèìóëÿöèè èõ ãîðìîíàìè. Ñ äðóãîé ñòîðîíû,
íåëüçÿ èñêëþ÷èòü ôàêò, ÷òî â êóëüòóðå ìîãóò ïðèñóòñòâî-
âàòü â íåçíà÷èòåëüíîì êîëè÷åñòâå è äðóãèå ñîìàòè÷åñêèå
êëåòêè, íàïðèìåð êëåòêè Ëåéäèãà èëè ìèîèäíûå êëåòêè,
êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ èíäóêòîðîì äëÿ êëåòîê Ñåðòîëè.

Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè, ÷òî êëåòêè Ñåðòîëè èã-
ðàþò âàæíóþ ðîëü â êóëüòèâèðîâàíèè ñïåðìàòîãîíèé
õðÿêà. Íàøè äàííûå äåìîíñòðèðóþò, ÷òî êóëüòèâèðîâà-
íèå ñïåðìàòîãîíèé õðÿêà ñ êëåòêàìè Ñåðòîëè ìîæåò èí-
äóöèðîâàòü èõ äèôôåðåíöèðîâêó â íàïðàâëåíèè ñïåðìà-
òîãåíåçà ñ ôîðìèðîâàíèåì ñïåðìèåâ è ñïîñîáñòâîâàòü
ïîëó÷åíèþ ïîëîâûõ êëåòîê õðÿêà â êóëüòóðå.
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In the present study, we developed in vitro culture conditions using co-culture of boar spermatogonial cells
with Sertoli cells. Testes from 60-day-old crossbred boar were used. A spermatogonia-enriched culture was ac-
hieved by enzymatic digestion method and purification by density gradient centrifugation using a discontinuous
Percoll gradient and differentiated adherence technique. Lipid drops were detected in isolated Sertoli cells by
Oil Red O staining. We have found that the cultivation of boar spermatogonia in the presence of Sertoli cells
(up to 35 days) leads to their differentiation as well as in vivo in testis. Association of cells in groups, formation
of chains and suspension clusters of the spermatogenic cells were observed on the 10th day. Spermatogonial
cellular colonies were noted at the same time. These cellular colonies were analyzed for the expression of ge-
nes: Nanog and Plzf in RT PCR. The expression of the Nanog gene in the experimental cellular clones obtained
by short-term culture of spermatogonial cells in the presence of Sertoli cells was 200 times higher than the exp-
ression of this gene in the freshly isolated spermatogonial cells expression was found in freshly isolated germ
cells and in cellular clones derived in vitro. We have found that, in the case of longer cultivation of these cells
on Sertoli cells, in vitro process of differentiation of germ cells and formation of single mobile boar spermato-
zoa occurs at 30—33 days. Cellular population is heterogeneous at this stage. Spermatogenic differentiation
in vitro without Sertoli cells stays on the 7th day of cultivation. The results show that co-culture of boar sperma-
togonia-enriched cells with Sertoli cells can induce their differentiation into spermatozoa in vitro and facilitate
obtaining of porcine germ cell culture.

K e y w o r d s: boar testes, spermatogonial cells, Sertoli cells, co-culture, differentiation, gene expression.
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