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Å. À. Ìàëîëèíà, À. Þ. Êóëèáèí
Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê Ñåðòîëè èçâèòûõ ñåìåííûõ êàíàëüöåâ ìûøè â êóëüòóðå

Äëÿ âûÿñíåíèÿ âîïðîñà î âîçìîæíîñòè àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè êëåòîê Ñåðòîëè (ÊÑ) èçâèòûõ êàíà-
ëüöåâ ìûøè â êóëüòóðå áûëè ïðèìåíåíû ðàçëè÷íûå ìåòîäèêè êóëüòèâèðîâàíèÿ ÊÑ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî
òîëüêî åäèíè÷íûå ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ ñïîñîáíû ê îãðàíè÷åííîé ïðîëèôåðàöèè ïðè èõ ñîêóëüòèâè-
ðîâàíèè ñ àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþùèìè ÊÑ òðàíçèòîðíîé çîíû, ïðè äîáàâëåíèè â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó
ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ LIF, IGF-1, àêòèâèíà À è êîìïëåêñà íèçêîìîëåêóëÿðíûõ èíãèáèòîðîâ (Y-27632,
A-83-01 è CHIR99021), à òàêæå ïðè èñïîëüçîâàíèè áîëåå ùàäÿùåãî ìåòîäà âûäåëåíèÿ ÊÑ â êóëüòóðó â
ñîñòàâå ôðàãìåíòîâ ñåìåííûõ êàíàëüöåâ. Íè â îäíîì èç ñëó÷àåâ êîëîíèé ÊÑ íå ôîðìèðóåòñÿ. Çíà÷è-
òåëüíîå óâåëè÷åíèå ïðîëèôåðàöèè ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ (äî 9.8 � 1.0 %) ïîëó÷åíî òîëüêî ïðè èñêóñ-
ñòâåííîì èíãèáèðîâàíèè, ñ ïîìîùüþ ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè, ýêñïðåññèè Dmrt1, êëþ÷åâîãî òðàíñêðèïöè-
îííîãî ôàêòîðà, óïðàâëÿþùåãî ïðîöåññîì äèôôåðåíöèðîâêè ÊÑ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: êëåòêè Ñåðòîëè, ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü, òåðìèíàëüíî äèôôåðåíöèðîâàí-
íûå êëåòêè, Dmrt1, ÐÍÊ èíòåðôåðåíöèÿ.

Ïðèíÿòûå ñîêðàùåíèÿ: ÊÑ — êëåòêè Ñåðòîëè, ÏÌÊ — ïåðèòóáóëÿðíî-ìûøå÷íûå êëåòêè,
ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ, FBS — ôåòàëüíàÿ áû÷üÿ ñûâîðîòêà, IGF-1 — èíñóëèíîïîäîáíûé
ôàêòîð ðîñòà 1, LIF — ëåéêåìèÿ-èíãèáèðóþùèé ôàêòîð, siÐÍÊ — ìàëàÿ èíòåðôåðèðóþùàÿ ÐÍÊ (small
interfering RNA), YAC — íèçêîìîëåêóëÿðíûå èíãèáèòîðû Y-27632, A-83-01 è CHIR99021.

Äîëãîå âðåìÿ ÊÑ ïîëîâîçðåëûõ ìëåêîïèòàþùèõ ñ÷è-
òàëèñü íàðÿäó ñ íåéðîíàìè è êàðäèîìèîöèòàìè ïðèìå-
ðîì òåðìèíàëüíî äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê, âûøåä-
øèõ èç êëåòî÷íîãî öèêëà. Íî èññëåäîâàíèÿ ïîñëåäíåé
ïàðû äåñÿòèëåòèé çàñòàâèëè ïåðåñìîòðåòü ýòî ïðåäñòàâ-
ëåíèå (Tarulli et al., 2012). Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ÊÑ ëà-
áîðàòîðíûõ ãðûçóíîâ è ÷åëîâåêà ñïîñîáíû ïðîëèôåðèðî-
âàòü â êóëüòóðå (Ahmed et al., 2009; Nicholls et al., 2012;
Êóëèáèí, Ìàëîëèíà, 2013). Êðîìå òîãî, â ðÿäå èññëåäîâà-
íèé (Zhang et al., 2004, 2006; Guo et al., 2007) áûëà ïîêà-
çàíà ÷àñòè÷íàÿ äåäèôôåðåíöèðîâêà ÊÑ â îòâåò íà ïîâû-
øåíèå òåìïåðàòóðû in vivo è in vitro, ïðîÿâëÿþùàÿñÿ â
ðàçáîðêå ãåìàòîòåñòèêóëÿðíîãî áàðüåðà è ïîÿâëåíèè
ìàðêåðà íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê êåðàòèíà 18.

Âî âñåõ óïîìÿíóòûõ ðàíåå ðàáîòàõ, àâòîðû êîòîðûõ
èññëåäîâàëè ÊÑ â êóëüòóðå, àíàëèçèðîâàëè âñå ÊÑ ñåìåí-
íèêà âìåñòå, áåç ðàçäåëåíèÿ íà ñóáïîïóëÿöèè. Îäíàêî
íàìè áûëî óñòàíîâëåíî (Kulibin, Malolina, 2016), ÷òî ïî-
ïóëÿöèÿ ÊÑ íåîäíîðîäíà. Â êóëüòóðå ê àêòèâíîé ïðîëè-
ôåðàöèè ñïîñîáíà ëèøü íåáîëüøàÿ ñóáïîïóëÿöèÿ ÊÑ,
ðàñïîëîæåííàÿ â òðàíçèòîðíîé çîíå ñåìåííèêà íà ãðàíè-
öå èçâèòûõ ñåìåííûõ êàíàëüöåâ è ñåòè ñåìåííèêà, ñèñòå-
ìû ñîîáùàþùèõñÿ ïîëîñòåé è êàíàëîâ, ïî êîòîðîé ñïåð-
ìàòîçîèäû òðàíñïîðòèðóþòñÿ èç ñåìåííûõ êàíàëüöåâ â
âûíîñÿùèå êàíàëüöû è äàëåå â ïðèäàòîê ñåìåííèêà ýïè-
äèäèìèñ. Íàïðîòèâ, ñðåäè ñóáïîïóëÿöèè ÊÑ èçâèòûõ ñå-

ìåííûõ êàíàëüöåâ òîëüêî åäèíè÷íûå êëåòêè ïðîëèôåðè-
ðóþò in vitro, ïðè÷åì îíè ñïîñîáíû ñîâåðøèòü òîëüêî
1—2 êëåòî÷íûõ äåëåíèÿ â íà÷àëå êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Äëÿ òîãî ÷òîáû ïðîÿñíèòü âîïðîñ î âîçìîæíîñòè àê-
òèâíîé ïðîëèôåðàöèè ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ â óñëîâèÿõ
êóëüòóðû, â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëè ïðèìåíåíû ðàçëè÷íûå
ìåòîäèêè êóëüòèâèðîâàíèÿ ÊÑ, ïðèçâàííûå óñèëèòü èõ
ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë. Òàêèì îáðàçîì, öåëüþ ðà-
áîòû ñòàëà îöåíêà ñïîñîáíîñòè ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ ê
ïðîëèôåðàöèè ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â ðàçëè÷íûõ óñëî-
âèÿõ. Â çàäà÷è èññëåäîâàíèÿ âõîäèëà îöåíêà ïðîëèôåðà-
òèâíîé àêòèâíîñòè ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ: 1) ïðè èõ ñî-
êóëüòèâèðîâàíèè ñ êëåòêàìè òðàíçèòîðíîé çîíû ñåìåííèêà,
2) ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäàõ ðàçëè÷íîãî ñîñòàâà ñ äî-
áàâëåíèåì ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ è êîìïëåêñà íèçêîìîëåêó-
ëÿðíûõ èíãèáèòîðîâ, 3) ïðè âûäåëåíèè â êóëüòóðó â ñîñòà-
âå ôðàãìåíòîâ êàíàëüöåâ è 4) ïðè èñêóññòâåííîì ñíèæå-
íèè óðîâíÿ ýêñïðåññèè Dmrt1, êëþ÷åâîãî òðàíñêðèïöèîí-
íîãî ôàêòîðà, óïðàâëÿþùåãî ïðîöåññîì äèôôåðåíöèðîâ-
êè ÊÑ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñàìöîâ ìûøåé ëèíèè C57Bl/6
â âîçðàñòå 2—3 ìåñ, à òàêæå ñàìöîâ ìûøåé ëèíèè
Ñ57BL/6-Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J òîãî æå âîçðàñòà, ýêñ-
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ïðåññèðóþùèõ GFP ïîä ïðîìîòîðîì ãåíà áåòà-àêòèíà.
Ìûøåé ñîäåðæàëè â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ âèâàðèÿ ñ ðå-
æèìîì äåíü—íî÷ü 12—12 ÷, âîäó è êîðì æèâîòíûå ïî-
ëó÷àëè ad libitum. Âñå ýêñïåðèìåíòû ñ æèâîòíûìè ïðîâî-
äèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ íîðìàìè, èçëîæåííûìè â «Åâðî-
ïåéñêîé êîíâåíöèè î çàùèòå ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ,
èñïîëüçóåìûõ â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ è äðóãèõ íàó÷íûõ
öåëÿõ» è â «Ïðàâèëàõ ïðîâåäåíèÿ ðàáîò ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ» Êîìèññèè ïî áèîýòè-
êå Èíñòèòóòà áèîëîãèè ðàçâèòèÿ ÐÀÍ.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ êóëüòóðû ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ è ÊÑ
òðàíçèòîðíîé çîíû ñåìåííèêè ïîä êîíòðîëåì áèíîêóëÿ-
ðà ðàçäåëÿëè íà îáëàñòü èçâèòûõ ñåìåííûõ êàíàëüöåâ è
îáëàñòü, ñîäåðæàùóþ òðàíçèòîðíóþ çîíó è ñåòü ñåìåííè-
êà. Äàëåå âñå ìàíèïóëÿöèè ñ ýòèìè îáëàñòÿìè ïðîâîäèëè
ðàçäåëüíî. Îäíîêëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ, ñîäåðæàùóþ ÊÑ,
ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ ýíçèìàòè÷åñêîé îáðàáîòêè òêàíè
ñåìåííèêà êîëëàãåíàçîé IV òèïà (3 ìã/ìë; Sigma, ÑØÀ),
ÄÍÊàçîé I òèïà (0.1 ìã/ìë; Sigma) è òðèïñèíîì (0.125 %;
Thermo Fisher, ÑØÀ) è ïîñëåäóþùåãî ïèïåòèðîâàíèÿ
ñ ïîìîùüþ àâòîìàòè÷åñêîãî äîçàòîðà ïî ìåòîäèêå, îïè-
ñàííîé íàìè ðàíåå (Kulibin, Malolina, 2016). Â ñëó÷àå âû-
äåëåíèÿ êëåòîê â âèäå ôðàãìåíòîâ êàíàëüöåâ ïî
50—100 êëåòîê ôðàãìåíòû êàíàëüöåâ ïîëó÷àëè, èíòåí-
ñèâíî âñòðÿõèâàÿ ïðîáèðêó ïî îêîí÷àíèè ýíçèìàòè÷å-
ñêîé îáðàáîòêè. Êîíòðîëèðîâàëè ðàçìåð ôðàãìåíòîâ ïîä
ìèêðîñêîïîì è ïðè íåîáõîäèìîñòè ïîâòîðÿëè ïðîöåäóðó
âñòðÿõèâàíèÿ. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â êóëüòóðàëüíûõ
ïëàíøåòàõ, ïîêðûòûõ Ìàòðèãåëåì (Corning, ÑØÀ), ïðè
37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % CO2. Â êà÷åñòâå êóëüòóðàëüíîé
ñðåäû èñïîëüçîâàëè DMEM/F12 ñ GlutaMAX (Thermo
Fisher) ñ äîáàâëåíèåì 1 % ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè
FBS (HyClone, ÑØÀ) èëè 1 % AlbuMAX I Lipid-Rich BSA
(Thermo Fisher), òàêæå â ñîñòàâ ñðåäû âõîäèëè ïèðóâàò
íàòðèÿ (110 ìêã/ìë; ÏàíÝêî, Ðîññèÿ), èíñóëèí—òðàíñ-
ôåððèí—ñåëåíèò (1, 0.55 è 0.67 ìêã/ìë; ÏàíÝêî) è ïåíè-
öèëëèí—ñòðåïòîìèöèí (50, 50 ìêã/ìë; ÏàíÝêî). Êîãäà
óêàçàíî, â ñðåäó äîáàâëÿëè ðåêîìáèíàíòíûå LIF (1 íã/ìë;
SCI Store, Ðîññèÿ) è èíñóëèíîïîäîáíûé ôàêòîð ðîñòà 1
IGF-1 (10 íã/ìë; SCI Store), íèçêîìîëåêóëÿðíûå èíãèáè-
òîðû Y-27632 (10 ìêÌ; Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ),
A-83-01 (0.5 ìêÌ; Sigma) è CHIR99021 (3 ìêM; Sigma), à
òàêæå àêòèâèí À (50 íã/ìë; R&D Systems, ÑØÀ). Ñðåäó
ìåíÿëè êàæäûå 2-å ñóò.

Èíãèáèðîâàíèå ýêñïðåññèè Dmrt1 ïðîâîäèëè íà 3-è
ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ ìåòîäèêè ÐÍÊ-èíòåðôå-
ðåíöèè, èñïîëüçóÿ siRNA Reagent System (Santa Cruz Bio-
technology, ÑØÀ; sc-45064) è Dmrt1 ìàëóþ èíòåðôåðè-
ðóþùóþ ÐÍÊ (small interfering RNA; siÐÍÊ) (Santa Cruz
Biotechnology; sc-143060), ïî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâî-
äèòåëÿ.

Äëÿ èììóíîôëóîðåñöåíòíîé îêðàñêè êóëüòóð ÊÑ íà
6—10 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè ïåðâè÷íûå àí-
òèòåëà ïðîòèâ Wt1 (Santa Cruz Biotechnology; sc-192,

1 : 100), Dmrt1 (Santa Cruz Biotechnology; sc-377167,
1 : 50) è GFP (Thermo Fisher; A10262, 1 : 400) è ñîîòâåòñò-
âóþùèå âòîðè÷íûå àíòèòåëà ñ ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêîé
(Thermo Fisher; A11008, A11037, A11005 è A11039,
1 : 500). ßäðà äîêðàøèâàëè DAPI (Sigma). Îêðàñêó ïðî-
âîäèëè ïî ìåòîäèêå, îïèñàííîé íàìè ðàíåå (Kulibin, Ma-
lolina, 2016). Äëÿ îöåíêè ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè
ÊÑ èñïîëüçîâàëè Click-iT EdU Alexa Fluor 555 Imaging
Kit (Thermo Fisher), â îñíîâå êîòîðîãî ëåæèò ìå÷åíèå
êëåòîê â S-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà àíàëîãîì òèìèäèíà
EdU, ïî ìåòîäèêå ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. EdU äîáàâëÿëè
â ñðåäó ê êóëüòóðå çà 18 ÷ äî ôèêñàöèè. Ïðåïàðàòû ôîòî-
ãðàôèðîâàëè íà ìèêðîñêîïå Leica DMI6000 (Ãåðìàíèÿ),
àíàëèçèðîâàëè è ïðîâîäèëè ïîäñ÷åòû ñ ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ CellProfiler.

ÐÍÊ èç îáðàçöîâ êóëüòóð âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ RNea-
sy Mini Kit (Qiagen, ÑØÀ) ïî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâî-
äèòåëÿ. Èç ÐÍÊ ïîëó÷àëè êÄÍÊ ïðè ïîìîùè MMLV RT
kit (Åâðîãåí, Ðîññèÿ). ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ïðîâîäè-
ëè íà StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosys-
tems, ÑØÀ), èñïîëüçóÿ SYBR green qPCRmix-HS with
ROX (Åâðîãåí) è ïðàéìåðû (Åâðîãåí) (ñì. òàáëèöó). Äëÿ
âû÷èñëåíèÿ çíà÷åíèé DCt èñïîëüçîâàëè ñðåäíèé óðîâåíü
Ct äëÿ Wt1, ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðóþùåãîñÿ ìàðêåðà ÊÑ.
Îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî ÐÍÊ (relative quantification of
RNA, RQ) âû÷èñëÿëè ïî ìåòîäó 2–DDCt (Livak, Schmittgen,
2001).

Êàæäûé ýêñïåðèìåíò ïîâòîðÿëè íå ìåíåå òðåõ ðàç.
Âñå êîëè÷åñòâåííûå äàííûå ïðåäñòàâëÿëè â âèäå: ñðåä-
íåå ± ñòàíäàðòíàÿ îøèáêà ñðåäíåãî. Ñòàòèñòè÷åñêèé àíà-
ëèç ïðîâîäèëè, èñïîëüçóÿ íåïàðàìåòðè÷åñêèé êðèòåðèé
Ìàííà—Óèòíè.

Èñïîëüçóåìûå ðåàêòèâû: êîëëàãåíàçà IV òèïà, ÄÍÊà-
çà I òèïà, èíãèáèòîðû A-83-01 è CHIR99021, DAPI (Sig-
ma, ÑØÀ); òðèïñèí, DMEM/F12 ñ GlutaMAX, AlbuMAX,
ïåðâè÷íûå àíòèòåëà ïðîòèâ GFP, âòîðè÷íûå àíòèòåëà,
Click-iT EdU Alexa Fluor 555 Imaging Kit (Thermo Fisher,
ÑØÀ); Ìàòðèãåëü (Corning, ÑØÀ); FBS (HyClone,
ÑØÀ); ïèðóâàò íàòðèÿ, èíñóëèí—òðàíñôåððèí—ñåëåíèò
è ïåíèöèëëèí—ñòðåïòîìèöèí (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ); LIF è
IGF-1 (SCI Store, Ðîññèÿ); èíãèáèòîð Y-27632 (Abcam,
Âåëèêîáðèòàíèÿ); àêòèâèí À (R&D Systems, ÑØÀ); siR-
NA Reagent System, Dmrt1 ìàëàÿ èíòåðôåðèðóþùàÿ ÐÍÊ,
ïåðâè÷íûå àíòèòåëà ïðîòèâ Wt1, Dmrt1 (Santa Cruz Bio-
technology, ÑØÀ); RNeasy Mini Kit (Qiagen, ÑØÀ);
MMLV RT kit, SYBR green qPCRmix-HS with ROX, ïðàé-
ìåðû (Åâðîãåí, Ðîññèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ñíà÷àëà áûëî ïðîâåðåíî, ñïîñîáíû ëè ÊÑ òðàíçèòîð-
íîé çîíû, àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþùèå â êóëüòóðå (Kuli-
bin, Malolina, 2016), ñòèìóëèðîâàòü ïðîëèôåðàöèþ ÊÑ
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Ïðàéìåðû, èñïîëüçîâàííûå äëÿ ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè

Ãåí
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ

Forward Reverse

Wt1 GCT CCA GCT CAG TGA AAT GGA CAG AA GGC CAC TCC AGA TAC ACG CCG

Dmrt1 GGT TGT AAC CAA GTT TTC AGG A CCG CTC TTC TCA CTG GTC A

Gdnf GGG TGC GTT TTA ACT GCC ATA GCC CAA ACC CAA GTC AGT GA

Sox9 AGT ACC CGC ATC TGC ACA AC ACG AAG GGT CTC TTC TCG CT



èçâèòûõ êàíàëüöåâ çà ñ÷åò ïàðàêðèííûõ èëè êîíòàêòíûõ
âçàèìîäåéñòâèé ïðè ñîâìåñòíîì êóëüòèâèðîâàíèè. Äëÿ
ýòîãî ñîêóëüòèâèðîâàëè ÊÑ òðàíçèòîðíîé çîíû, ïîëó÷åí-
íûå îò ìûøåé ëèíèè C57Bl/6, è ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ
GFP ìûøåé. ÊÑ èäåíòèôèöèðîâàëè ïî ýêñïðåññèè èõ
ìàðêåðà — òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Wt1. Â ñîêóëüòó-
ðå ÊÑ òðàíçèòîðíîé çîíû ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé ìåëêèå
êëåòêè GFP–/Wt1+, ôîðìèðóþùèå êîëîíèè (ðèñ. 1, à),
GFP+/Wt1+ ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ (ðèñ. 1, à, ñòðåëêè) ÷àñ-
òî ðàñïîëàãàëèñü â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò êîëî-
íèé ÊÑ òðàíçèòîðíîé çîíû, íî ïîîäèíî÷êå, íå ôîðìèðóÿ
GFP-ïîëîæèòåëüíûõ êîëîíèé. Îñòàëüíûå êëåòêè GFP+

ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé ïåðèòóáóëÿðíî-ìûøå÷íûå êëåòêè
(ÏÌÊ) ñòåíêè ñåìåííûõ êàíàëüöåâ.

Äàëåå áûëî èçó÷åíî, ñïîñîáíî ëè îáîãàùåíèå êóëüòó-
ðàëüíîé ñðåäû ïîâûñèòü ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë
ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçîâàëè äâà âàðè-
àíòà ñðåäû, îñíîâó ïåðâîãî ñîñòàâëÿë 1 % FBS, îñíîâó
âòîðîãî — 1 % AlbuMAX, îáîãàùåííûé ëèïèäàìè áû÷èé
ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, äîáàâëÿþùèéñÿ â êà÷åñòâå çà-
ìåíèòåëÿ ñûâîðîòêè âî ìíîãèå áåññûâîðîòî÷íûå ñðåäû.
Â îáà âàðèàíòà ñðåäû áûëè äîáàâëåíû ðîñòîâûå ôàêòîðû
LIF è IGF-1, êîòîðûå âõîäÿò â ñîñòàâ ñðåä äëÿ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ñòâîëîâûõ è ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê, à òàêæå òðè

íèçêîìîëåêóëÿðíûõ èíãèáèòîðà — Y-27632 (èíãèáèòîð
Rho-êèíàç), A-83-01 (èíãèáèòîð ðåöåïòîðà TGFb 1-ãî òè-
ïà) è CHIR99021 (èíãèáèòîð ãëèêîãåíñèíòàçû êèíàçû 3)
(YAC), ïðèñóòñòâèå êîòîðûõ â ñðåäå ïîçâîëÿåò ñòàáèëüíî
êóëüòèâèðîâàòü ðàçëè÷íûå âèäû ñòâîëîâûõ è ïðîãåíè-
òîðíûõ êëåòîê, à òàêæå ñïîñîáñòâóåò ïåðåõîäó äèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ êëåòîê âçðîñëîãî îðãàíèçìà â íåäèôôå-
ðåíöèðîâàííîå ñîñòîÿíèå è èõ ïðîëèôåðàöèè (Katsuda
et al., 2017). Îäíàêî â ñëó÷àå ÊÑ íè îäèí èç âàðèàíòîâ
ñðåäû íå ïðèâåë ê ïîâûøåíèþ ïðîëèôåðàöèè, ÊÑ (êëåò-
êè Wt1+) áûëè ìàëî÷èñëåííû è íå âêëþ÷àëè EdU ìåòêó,
ò. å. íàõîäèëèñü âíå êëåòî÷íîãî öèêëà (ðèñ. 1, á, â, ñòðåë-
êè), â êóëüòóðå àêòèâíî äåëèëèñü òîëüêî ÏÌÊ.

Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ
áûëà òàêæå îöåíåíà ïðè ìåíåå òðàâìàòè÷íîì, ÷åì ñòàí-
äàðòíûé, ñïîñîáå âûäåëåíèÿ ÊÑ: ÊÑ ñàæàëè íà êóëüòó-
ðàëüíûå ïëàíøåòû íå â âèäå îäíîêëåòî÷íîé ñóñïåíçèè, à
â âèäå íå ïîëíîñòüþ ðàñïàâøèõñÿ ôðàãìåíòîâ ñåìåííûõ
êàíàëüöåâ. Ïðè ýòîì ñïîñîáå âûäåëåíèÿ êëåòêè â ìåíü-
øåé ñòåïåíè ïîäâåðãàëèñü ìåõàíè÷åñêîìó âîçäåéñòâèþ
è ñîõðàíÿëè áoëüøóþ æèçíåñïîñîáíîñòü. ×èñëî ÊÑ â òà-
êîé êóëüòóðå, ïîëó÷åííîå íà îñíîâå ïîäñ÷åòà êëåòîê, ïî-
ëîæèòåëüíî îêðàøèâàþùèõñÿ íà Wt1, ñîñòàâëÿëî
55.4 � 3.7 % íà 6-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 3, à), îäíà-
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Ðèñ. 1. Âûÿâëåíèå Wt1 è GFP â ñîêóëüòóðå GFP+ ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ ñ ÊÑ òðàíçèòîðíîé çîíû (à) è Wt1 è EdU â êóëüòóðàõ ÊÑ
èçâèòûõ êàíàëüöåâ, ïîääåðæèâàþùèõñÿ íà ñðåäàõ ðàçëè÷íîãî ñîñòàâà (á, â).

ßäðà êëåòîê äîêðàøåíû DAPI. Âñòàâêè (à, á) — îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü áåç ïåðâè÷íûõ àíòèòåë. Ñòðåëêè — ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ.



êî òîëüêî 2.4 � 0.5 % ÊÑ âêëþ÷àëè EdU-ìåòêó, ò. å. ïðî-
ëèôåðèðîâàëè (ðèñ. 2, à, ñòðåëêà; 3, à), îñòàëüíûå ïðîëè-
ôåðèðóþùèå êëåòêè ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé ÏÌÊ (ðèñ. 2, á;
3, á). Ïðè ýòîì ÊÑ, «ðàñïîëçàþùèåñÿ» èç ôðàãìåíòîâ ñå-
ìåííûõ êàíàëüöåâ, ðàñïîëàãàëèñü ïîáëèçîñòè äðóã îò
äðóãà (ðèñ. 2, à, á), íî íå ôîðìèðîâàëè êîëîíèé, ÷òî ìîã-
ëî áû ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá èõ àêòèâíîé è ïðîäîëæèòåëü-
íîé ïðîëèôåðàöèè.

Àêòèâèí À — ðîñòîâîé ôàêòîð, ðåãóëèðóþùèé ïðî-
ëèôåðàöèþ íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÊÑ in vivo íà ïàðàê-
ðèííîì óðîâíå (Archambeault, Yao, 2010). Áûëî óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî â êóëüòóðå äèôôåðåíöèðîâàííûå ÊÑ íà÷èíàþò
ïðîëèôåðèðîâàòü àêòèâíåå ïðè äîáàâëåíèè àêòèâèíà À
(Nicholls et al., 2012). Íàìè áûëî ïðîâåðåíî äåéñòâèå ýòî-
ãî ôàêòîðà íà ñóáïîïóëÿöèþ ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ â ñî-
÷åòàíèè ñî ùàäÿùåé ìåòîäèêîé èõ âûäåëåíèÿ â êóëüòóðó,

îïèñàííîé âûøå, ò. å. ñ âûäåëåíèåì ÊÑ â âèäå ôðàãìåí-
òîâ ñåìåííûõ êàíàëüöåâ. Â òàêîé êóëüòóðå ÷àñòü ÊÑ äåé-
ñòâèòåëüíî âñòóïàëà â êëåòî÷íûé öèêë (ðèñ. 2, â,
ñòðåëêè), îäíàêî óâåëè÷åíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíî-
ñòè ÊÑ (3.4 � 0.6 % ÊÑ, âêëþ÷èâøèõ EdU-ìåòêó) áûëî
ñòàòèñòè÷åñêè íåçíà÷èìûì (ðèñ. 3, à). Íàïðîòèâ, ÏÌÊ â
îòâåò íà äåéñòâèå àêòèâèíà À íà÷èíàëè ïðîëèôåðèðîâàòü
àêòèâíåå: ÷èñëî ÏÌÊ, âêëþ÷èâøèõ EdU-ìåòêó, óâåëè÷è-
âàëîñü ñ 27.6 � 4.6 äî 48.1 � 5.2 % (ðèñ. 3, á). Òàêèì îá-
ðàçîì, ïî íàøèì äàííûì, àêòèâèí À íå îêàçûâàåò ñóùå-
ñòâåííîãî âëèÿíèÿ íà ïðîëèôåðàöèþ ÊÑ èçâèòûõ êàíàëü-
öåâ â êóëüòóðå. Ðàñõîæäåíèå ñ ðàáîòîé, óñòàíîâèâøåé
ïîëîæèòåëüíûé ýôôåêò àêòèâèíà À íà äåëåíèÿ ÊÑ (Nic-
holls et al., 2012), ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ îñîáåííîñòÿìè
ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòà: â ïðîöèòèðîâàííîé ðàáîòå èñ-
ïîëüçîâàëè êðûñ, à íå ìûøåé, ïðè÷åì âîçðàñò æèâîòíûõ
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Ðèñ. 2. Âûÿâëåíèå Wt1 è EdU â ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ, âûäåëåííûõ â êóëüòóðó â âèäå ôðàãìåíòîâ êàíàëüöåâ.

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè áåç (à, á) èëè â ïðèñóòñòâèè (â) àêòèâèíà À. ßäðà êëåòîê äîêðàøåíû DAPI. Âñòàâêè (à) — îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü áåç ïåð-
âè÷íûõ àíòèòåë. Ñòðåëêè — ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ, âêëþ÷èâøèå EdU.



ñîñòàâëÿë 20 ñóò, ò. å. ýòî áûëè íåïîëîâîçðåëûå æèâîò-
íûå, ó êîòîðûõ ÊÑ âñåãî íåñêîëüêî ñóòîê íàçàä ïðåêðàòè-
ëè ïðîëèôåðàöèþ è âñòóïèëè â äèôôåðåíöèðîâàííîå
ñîñòîÿíèå è, âîçìîæíî, ñ áîëüøåé âåðîÿòíîñòüþ ìîãëè
âåðíóòüñÿ ê äåëåíèÿì. Êðîìå òîãî, ðàçëè÷èÿ â ðåçóëüòà-
òàõ ýêñïåðèìåíòà ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ òåì, ÷òî â öèòè-
ðóåìîé ðàáîòå (Nicholls et al., 2012) èñïîëüçîâàëè ÊÑ, ïî-
ëó÷åííûå èç âñåãî ñåìåííèêà, ò. å. ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ
è ÊÑ òðàíçèòîðíîé çîíû âìåñòå, à ïîñëåäíèå àêòèâíî
ïðîëèôåðèðóþò â êóëüòóðå.

Dmrt1 — îäèí èç êëþ÷åâûõ ôàêòîðîâ, îòâåòñòâåííûõ
çà îïðåäåëåíèå ïîëà ó æèâîòíûõ ðàçíûõ ñèñòåìàòè÷åñêèõ
ãðóïï (Zarkower, 2013). Ó ìëåêîïèòàþùèõ Dmrt1, êîòî-
ðûé ýêñïðåññèðóåòñÿ è â ÊÑ, è â ñïåðìàòîãîíèÿõ, ñâÿçàí
êàê ñ ïîääåðæàíèåì ïîëà ãîíàäû ó âçðîñëûõ îðãàíèçìîâ
(Matson et al., 2011), òàê è ñ äèôôåðåíöèðîâêîé ÊÑ â
ïîñòíàòàëüíîì ðàçâèòèè (Raymond et al., 2000). Ðàíåå ìû
óñòàíîâèëè, ÷òî îäíà èç îòëè÷èòåëüíûõ ÷åðò ÊÑ òðàíçè-
òîðíîé çîíû, àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþùèõ â êóëüòóðå, —
îòñóòñòâèå èëè ñëàáàÿ ýêñïðåññèÿ òðàíñêðèïöèîííîãî
ôàêòîðà Dmrt1 (Kulibin, Malolina, 2016). Äëÿ òîãî ÷òîáû
îïðåäåëèòü, ñâÿçàí ëè óðîâåíü ýêñïðåññèè Dmrt1 ñ ïðîëè-
ôåðàöèåé ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ, áûëè ïðîâåäåíû ýêñïå-
ðèìåíòû ïî èñêóññòâåííîìó ñíèæåíèþ óðîâíÿ ýêñïðåñ-
ñèè Dmrt1 ìåòîäîì ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè â êóëüòóðå ÊÑ
èçâèòûõ êàíàëüöåâ. ÊÑ âûäåëÿëè â êóëüòóðó â âèäå ôðàã-
ìåíòîâ ñåìåííûõ êàíàëüöåâ.

Ïî äàííûì ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè, óðîâåíü ýêñ-
ïðåññèè Dmrt1 â êóëüòóðå ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ íà
3-è ñóò ïîñëå åå òðàíñôåêöèè Dmrt1 siÐÍÊ áûë â 2 ðàçà
íèæå, ÷åì â îáåèõ êîíòðîëüíûõ êóëüòóðàõ ÊÑ, ò. å. â
êóëüòóðå, êîòîðàÿ íå ïîäâåðãàëàñü òðàíñôåêöèè, è â êóëü-
òóðå, êîòîðàÿ áûëà òðàíñôèöèðîâàíà êîíòðîëüíîé siÐÍÊ
(ðèñ. 4, à). Êðîìå òîãî, â êóëüòóðå, òðàíñôèöèðîâàííîé
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Ðèñ. 3. Ðåçóëüòàòû êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà êëåòî÷íûõ êóëü-
òóð ôðàãìåíòîâ êàíàëüöåâ, êóëüòèâèðîâàâøèõñÿ áåç èëè â ïðè-

ñóòñòâèè àêòèâèíà À.

Äëÿ ÊÑ (à) è ÏÌÊ (á) ïîäñ÷èòàíû ÷èñëî êëåòîê è ÷èñëî êëåòîê, âêëþ÷èâ-
øèõ EdU, îòíîñèòåëüíî îáùåãî ÷èñëà ÊÑ (à) èëè ÏÌÊ (á). Çâåçäî÷êà —

ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè p � 0.05.

Ðèñ. 4. Ðåçóëüòàòû ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè Dmrt1 â êóëüòóðå ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ.

Ïðåäñòàâëåíû äàííûå ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè îáðàçöîâ êóëüòóð ÷åðåç 3 ñóò ïîñëå òðàíñôåêöèè (à) è êîëè÷åñòâåííîãî èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíà-
ëèçà ÷èñëà Dmrt1(H)+ ÊÑ (á, ã) è ÷èñëà EdU+ ÊÑ (â, ä, å, æ) ÷åðåç 3 (á, â, å, æ) è 6 (ã, ä) ñóò ïîñëå òðàíñôåêöèè. á—ä — ÷èñëî ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûõ
êëåòîê îòíîñèòåëüíî îáùåãî ÷èñëà ÊÑ â êóëüòóðå; å, æ — ÷èñëî EdU+ ÊÑ â ïîïóëÿöèÿõ Dmrt1(H) — å è Dmrt1(L/–) ÊÑ — æ. Ê áåç siÐÍÊ — íåòðàíñ-
ôèöèðîâàííàÿ êóëüòóðà, Ê siÐÍÊ è Dmrt1 siÐÍÊ — êóëüòóðû, òðàíñôèöèðîâàííûå êîíòðîëüíîé siÐÍÊ è Dmrt1 siÐÍÊ ñîîòâåòñòâåííî. Çàøòðèõîâàí-

íûå îáëàñòè (â, ä) — äîëÿ Dmrt1(L/–) ÊÑ. Çâåçäî÷êà — ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè p � 0.05.



Dmrt1 siÐÍÊ, áûëî ñíèæåíî êîëè÷åñòâî ÐÍÊ Gdnf è Sox9
(ðèñ. 4, à), ãåíîâ-ìàðêåðîâ ÊÑ.

Ïî äàííûì èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà, ïðè-
ìåðíî 95 % ÊÑ â êîíòðîëüíûõ êóëüòóðàõ ýêñïðåññèðîâà-
ëè Dmrt1 íà âûñîêîì (high) óðîâíå (Dmrt1(H)+) (ðèñ. 4, á),

ïðè ýòîì ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ÊÑ íå îòëè÷àëàñü
îò ïîäñ÷èòàííîé ðàíåå äëÿ äàííîãî ñïîñîáà âûäåëåíèÿ
ÊÑ è ñîñòàâëÿëà ñîîòâåòñòâåííî äëÿ äâóõ êîíòðîëüíûõ
êóëüòóð 2.2 � 0.5 è 3.0 � 0.5 % (ðèñ. 4, â). Íà ðèñ. 5, à, á
ïðåäñòàâëåíû ðåïðåçåíòàòèâíûå ôîòî ýòèõ êóëüòóð,
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Ðèñ. 5. Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå âûÿâëåíèå Wt1, Dmrt1 è EdU â êóëüòóðàõ ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ â ýêñïåðèìåíòå ïî ÐÍÊ-èíòåð-
ôåðåíöèè Dmrt1.

ßäðà êëåòîê äîêðàøåíû DAPI. à — íåòðàíñôèöèðîâàííàÿ êóëüòóðà; á — êóëüòóðà, òðàíñôèöèðîâàííàÿ êîíòðîëüíîé siÐÍÊ; â—ä — êóëüòóðû, òðàíñ-
ôèöèðîâàííûå Dmrt1 siÐÍÊ ÷åðåç 3 (â, ã) è 6 (ä) ñóò ïîñëå òðàíñôåêöèè. Øòðèõîâûå êâàäðàòû — EdU+/Dmrt1(L/–) ÊÑ, êðóãè — EdU+/Dmrt1(H)+ ÊÑ.



øòðèõîâûìè êðóãàìè îòìå÷åíû âêëþ÷èâøèå EdU-ìåòêó
Dmrt1(H)+ ÊÑ. Â êóëüòóðå, òðàíñôèöèðîâàííîé Dmrt1
siÐÍÊ, ÷èñëî Dmrt1(H)+ ÊÑ áûëî ðåçêî ñíèæåíî (ðèñ. 5,
â) è ñîñòàâëÿëî âñåãî 31.6 � 3.8 % (ðèñ. 4, á), ïðè ýòîì
÷èñëî ïðîëèôåðèðóþùèõ ÊÑ, íàïðîòèâ, óâåëè÷èëîñü äî
9.8 � 1.0 % (ðèñ. 4, â). Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî áoëü-
øàÿ ÷àñòü ïðîëèôåðèðóþùèõ ÊÑ íå ýêñïðåññèðîâàëà
Dmrt1 èëè ýêñïðåññèðîâàëà åãî íà ñëàáîì óðîâíå (low)
(Dmrt1(L/–)) (ðèñ. 4, â, çàøòðèõîâàííàÿ ÷àñòü ñòîëáèêà;
ðèñ. 5, â, ã, øòðèõîâûìè êâàäðàòàìè îòìå÷åíû ÊÑ
EdU+/Dmrt1(L) — â è EdU+/Dmrt1(–) — ã, êðóãàìè —
EdU+/Dmrt1(H)+ ÊÑ). Íà 6-å ñóò ïîñëå òðàíñôåêöèè ÷èñëî
Dmrt1(H)+ ÊÑ âíîâü âîçðàñòàëî, õîòÿ è íå äîñòèãàëî
óðîâíÿ êîíòðîëüíûõ çíà÷åíèé (ðèñ. 4, ã; 5, ä), à ÷èñëî
ïðîëèôåðèðóþùèõ ÊÑ ïàäàëî, íî âñå åùå áûëî âûøå
êîíòðîëüíîãî óðîâíÿ (ðèñ. 4, ä; 5, ä).

Òàêæå áûëî ïîäñ÷èòàíî ÷èñëî ïðîëèôåðèðóþùèõ ÊÑ
îòäåëüíî ñðåäè Dmrt1(H)+ è Dmrt1(L/–) ÊÑ íà 3-è ñóò
ïîñëå òðàíñôåêöèè. Îêàçàëîñü, ÷òî ñðåäè Dmrt1(H)+ ÊÑ
äîëÿ êëåòîê, âêëþ÷àþùèõ EdU-ìåòêó, óâåëè÷èëàñü ïîñëå
òðàíñôåêöèè áîëåå ÷åì â 2 ðàçà (ðèñ. 4, å), â òî æå âðåìÿ
Dmrt1(L/–) ÊÑ âêëþ÷àëè EdU-ìåòêó íà îäíîì óðîâíå êàê
â êîíòðîëå, òàê è ïîñëå òðàíñôåêöèè (ðèñ. 4, æ). Ïîëó-
÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ÊÑ èçâèòûõ
êàíàëüöåâ ñî ñíèæåííûì óðîâíåì Dmrt1 îáëàäàþò áîëåå
âûñîêîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ, íî â íîðìå ÷èñ-
ëî òàêèõ êëåòîê íåâåëèêî; èñêóññòâåííîå óâåëè÷åíèå
÷èñëà Dmrt1(L/–) ÊÑ ñ ïîìîùüþ ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè ïî-
çâîëÿåò ïîâûñèòü îáùèé óðîâåíü ïðîëèôåðàöèè ÊÑ. Óâå-
ëè÷åíèå ïðîëèôåðàöèè Dmrt1(H)+ ÊÑ ïîñëå òðàíñôåê-
öèè, ñêîðåå âñåãî, ñâÿçàíî ñ íåêîòîðîé ïðîèçâîëüíîñòüþ
âûäåëåíèÿ êàòåãîðèé Dmrt1(H)+ è Dmrt1(L/–) ÊÑ íà îñíî-
âå èììóíîôëóîðåñöåíòíîé îêðàñêè: Dmrt1(H)+ ÊÑ
â êóëüòóðå ïîñëå òðàíñôåêöèè, áåññïîðíî ñîäåðæàùèå
áîëüøåå êîëè÷åñòâî Dmrt1, ÷åì Dmrt1(L/–) ÊÑ, ìîãóò ñî-
äåðæàòü ìåíüøåå êîëè÷åñòâî Dmrt1, ÷åì Dmrt1(H)+ ÊÑ
â êîíòðîëüíûõ êóëüòóðàõ, îäíàêî òàêèå íåáîëüøèå ðàç-
ëè÷èÿ â èíòåíñèâíîñòè îêðàñêè ñëîæíî çàìåòèòü áåç äî-
ïîëíèòåëüíûõ èçìåðåíèé.

Òàêèì îáðàçîì, ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ ïîëîâîçðåëûõ
ìûøåé íå ïåðåõîäÿò ê àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè â êóëüòó-
ðå íè â ñëó÷àå èõ ñîâìåñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ÊÑ
òðàíçèòîðíîé çîíû ñåìåííèêà, íè ïðè äîáàâëåíèè ê êóëü-
òóðå ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ, â òîì ÷èñëå âûçûâàþùèõ äå-
äèôôåðåíöèðîâêó çðåëûõ êëåòîê â äðóãèõ îðãàíàõ, íè
ïðè ñìåíå óñëîâèé âûäåëåíèÿ ÊÑ â êóëüòóðó. Ïî íàøèì
äàííûì, åäèíñòâåííûì ñïîñîáîì çíà÷èòåëüíîãî ïîâûøå-
íèÿ ÷èñëà ïðîëèôåðèðóþùèõ ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ
ìûøè ÿâëÿåòñÿ èñêóññòâåííîå ïîäàâëåíèå â íèõ ýêñïðåñ-
ñèè Dmrt1, ò. å. èõ ïðèáëèæåíèå ê õàðàêòåðèñòèêàì ÊÑ
òðàíçèòîðíîé çîíû. Ñóùåñòâóþò åùå èññëåäîâàíèÿ, â ðå-
çóëüòàòå êîòîðûõ óäàëîñü äîáèòüñÿ çíà÷èòåëüíîé ïðîëè-
ôåðàöèè çðåëûõ ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ (Chaudhary et al.,
2005; Sridharan et al., 2007), ïðè ýòîì âñå îíè áûëè îñíî-
âàíû íà èñïîëüçîâàíèè ðàçëè÷íûõ ìåòîäèê ãåíåòè÷åñêîé
ìîäèôèêàöèè. Èñêëþ÷åíèå ñîñòàâëÿþò ðàáîòû íà æèâîò-
íûõ ñ ñåçîííûìè èçìåíåíèÿìè ðåïðîäóêòèâíîé àêòèâíî-
ñòè, äåìîíñòðèðóþùèå àêòèâíóþ ïðîëèôåðàöèþ ÊÑ â îò-
âåò íà èçìåíåíèÿ ãîðìîíàëüíîãî ôîíà (Tarulli et al., 2006,
2012). Âîçìîæíî, ñîçäàíèå ïîäîáíûõ êîëåáàíèé óðîâíÿ
òåõ èëè èíûõ ãîðìîíîâ èñêóññòâåííî ìîæåò ïðèâåñòè ê
çíà÷èòåëüíîìó ïîâûøåíèþ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíî-
ñòè ÊÑ òàêèõ æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà. Îäíàêî â îäíîì óæå
ïðîâåäåííîì èññëåäîâàíèè (Tarulli et al., 2013) áûëè âû-
ÿâëåíû äåëåíèÿ ëèøü åäèíè÷íûõ ÊÑ â îòâåò íà ãîðìî-

íàëüíûå ñòèìóëû, ò. å. èìåëà ìåñòî ñèòóàöèÿ, áëèçêàÿ ê
ïîëó÷åííîé íàìè â êóëüòóðå ÊÑ.

Èñõîäÿ èç âñåãî âûøåïåðå÷èñëåííîãî ìîæíî çàêëþ-
÷èòü, ÷òî ÊÑ èçâèòûõ êàíàëüöåâ ïîëîâîçðåëûõ æèâîòíûõ
ñ ñåçîííûìè èçìåíåíèÿìè ðåïðîäóêòèâíîé àêòèâíîñòè, à
òàêæå ÷åëîâåêà âñå-òàêè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ñòàáèëüíóþ
êëåòî÷íóþ ïîïóëÿöèþ, êëåòêè êîòîðîé, ñêîðåå âñåãî, íå
ñïîñîáíû ê àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè áåç èñêóññòâåííîãî
âìåøàòåëüñòâà íà ãåíåòè÷åñêîì óðîâíå. Â ýòîé ñâÿçè îñî-
áûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò äàëüíåéøåå èçó÷åíèå ïîïóëÿ-
öèè ÊÑ òðàíçèòîðíîé çîíû, êîòîðûå, ïî-âèäèìîìó, ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé åäèíñòâåííûé èñòî÷íèê ñïîñîáíûõ ê
ïðîëèôåðàöèè ÊÑ â ñåìåííèêàõ ïîëîâîçðåëûõ îðãà-
íèçìîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
¹ 16-34-60119 ìîë_à_äê) è ÔÈÌÒ ¹ 0108-2018-0012 ñ
èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäîâàíèÿ ÖÊÏ ÈÁÐ èì. Í. Ê. Êîëü-
öîâà ÐÀÍ.
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PROLIFERATIVE ACTIVITY OF SERTOLI CELLS FROM MOUSE CONVOLUTED

SEMINIFEROUS TUBULES

E. A. Malolina,1, 2 A. Yu. Kulibin1, *

1 N. K. Koltzov Institute of Developmental Biology RAS, Moscow, 119334, and
2 Gamaleya Research Institute of Epidemiology and Microbiology,

Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, 123098;

* e-mail: kulibin.a.bkrj@gmail.com

To elucidate if Sertoli cells (SCs) from mouse convoluted seminiferous tubules can actively proliferate
in vitro, several approaches to SC culturing were adopted. It was demonstrated that only occasional SCs from
convoluted seminiferous tubules were capable to limited proliferation after 1) their co-culturing with highly
proliferative SCs from the transitional zone of the testis, 2) treatment with growth factors LIF and IGF-1, acti-
vin A, and a combination of low-molecular-weight inhibitors (Y-27632, A-83-01, and CHIR99021), and 3) cul-
turing in the form of small seminiferous tubule fragments. SC colonies were formed in none of the cases. The
proliferative activity of SCs from seminiferous tubules was only significantly increased (to 9.8 � 1.0 %) after
reducing the expression of Dmrt1, the key transcription factor regulating SC differentiation, by RNA-interfe-
rence.

Key words: Sertoli cells, proliferative activity, terminally differentiated cells, Dmrt1, RNA interference.
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