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Аннотация. Комплекс трех низкомолекулярных веществ: ингибитора 
Rho-ассоциированной киназы Y-27632 (Y), ингибитора рецептора TGFbeta 
1 типа A-83–01 (A) и ингибитора гликоген-синтазы-киназы 3 CHIR99021 (С) 
(YAC), способствует поддержанию в  культуре различных типов стволовых 
и прогениторных клеток. В работе с помощью методов лазерной микродис-
секции и ПЦР в реальном времени изучено влияние YAC на культуру Серто-
ли-подобных клеток семенника взрослой мыши, которые, по ряду призна-
ков, можно также отнести к прогениторным клеткам. Установлено, что YAC 
статистически достоверно повышает уровень экспрессии генов, определя-
ющих спецификацию (Wt1, Sox9 и Dmrt1) и функциональное состояние (Trf, 
Gdnf и Kitl) клеток Сертоли.

Ключевые слова: семенник, клетки Сертоли, низкомолекулярные вещества, 
прогениторные клетки.

Воздействие на  клетки низкомолекулярных ве-
ществ, модулирующих отдельные компоненты 
сигнальных путей, является широко распростра-

ненной стратегией для культивирования эмбриональ-
ных стволовых клеток и  получения индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток из  соматических 
клеток [1, 2]. Этот подход позволяет быстро и обратимо 
активировать и  ингибировать функции специфических 
белков, ответственных за  формирование плюрипо-
тентности (таких, например, как Oct4) [1, 2]. В недавнем 
исследовании было продемонстрировано, что комби-
нация трех низкомолекулярных веществ: ингибитора 
Rho-ассоциированной киназы Y-27632 (Y), ингибито-

ра рецептора TGFbeta 1  типа A-83–01 (A) и  ингибитора 
гликоген-синтазы-киназы 3 CHIR99021 (С) (сокращенно 
YAC) — способствует дедифференцировке зрелых гепа-
тоцитов в прогениторные клетки и позволяет длительно 
поддерживать последние в культуре, с сохранением их 
способности к обратной дифференцировке в гепатоци-
ты и к дифференцировке в эпителиальные клетки желч-
ных протоков [3]. Также YAC способствует поддержа-
нию в культуре прогениторных клеток других типов [3]. 
В  недавнем исследовании нами было установлено, что 
в  семенниках половозрелых мышей присутствует по-
пуляция клеток, экспрессирующая ряд генов-маркеров 
клеток Сертоли (поддерживающих соматических клеток 

1 Исследование выполнено с использованием оборудования ЦКП ИБР им. Н. К. Кольцова РАН, при финансовой поддержке гранта РФФИ № 16–
34–60119 мол_а_дк.

A COMBINATION OF SMALL–MOLECULE 
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Summary. A combination of small-molecule compounds, Rho-
associated kinase inhibitor Y-27632 (Y), type 1 transforming growth 
factor-b receptor inhibitor A-83–01 (A), and glycogen synthase 
kinase-3 inhibitor CHIR99021 (C) (YAC), allows for the stable culturing 
of different types of stem and progenitor cells. Here, the effect of YAC on 
the culture of Sertoli-like cells from the adult mouse testis was studied 
using laser microdissection and RT-PCR. Some features of Sertoli-like 
cells make it possible to define them as progenitor cells. It was found 
that YAC significantly upregulates expression of genes involved in 
Sertoli cell specification (Wt1, Sox9 and Dmrt1) and function (Trf, Gdnf 
and Kitl).

Keywords: testis, Sertoli cells, small-molecule compounds, progenitor 
cells.
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семенника) и в то же время, в отличие от последних, спо-
собная пролиферировать в культуре [4]. Далее по тексту 
эти клетки будут обозначаться как Сертоли-подобные 
клетки. Сертоли-подобные клетки, по  ряду признаков, 
также можно отнести к прогениторным клеткам.

Целью настоящей работы стало оценить, как ком-
плекс низкомолекулярных веществ YAC влияет на  экс-
прессию генов-маркеров клеток Сертоли в  культуре 
Сертоли-подобных клеток.

Материал и методика

Культуру Сертоли-подобных клеток получали из се-
менников мышей линии C57BL/6J по  методике, опи-
санной ранее [4]. Клетки культивировали на  50-мм 
чашках Петри с  мембраной PEN (WillCo Wells), покры-
тых Matrigel (Corning), при 37  °C в  атмосфере 5% CO2 
в среде DMEM/F12 с GlutaMAX (Thermo Fisher) с добав-
лением 1% фетальной бычьей сыворотки, пеницилли-
на-стрептомицина, пирувата натрия и смеси инсулина/
трансферрина/селенита. К  части культур добавляли 
низкомолекулярные вещества Y-27632 (10 µM, Abcam), 
A-83–01 (0,5 µМ, Sigma) и  CHIR99021 (3 µM, Sigma). 
Среду меняли каждые вторые сутки. На  9 сут культи-
вирования клетки окрашивали прижизненным краси-
телем SYBR Green I (1:5000) в течение 3 мин, отмывали 
от  красителя и  вырезали колонии Сертоли-подобных 
клеток с помощью системы лазерной диссекции Leica 
LMD7000 по  ранее описанной методике [5]. Из  полу-
ченного материала выделяли РНК с  помощью RNeasy 
Micro Kit (Qiagen). кДНК синтезировали с  помощью 
MMLV RT kit (Евроген). Далее проводили ПЦР в реаль-
ном времени, используя SYBR green qPCRmix-HS with 
ROX (Евроген), на  StepOnePlus Real-Time PCR System 
(Applied Biosystems). В  качестве референс-гена для 
нормализации результатов ПЦР использовали Hprt. 
Праймеры для ПЦР перечислены в таблице.

Результаты и обсуждение

Применение методики лазерной диссекции колоний 
клеток (рис.  1А, Б) позволило отделить Сертоли-подоб-
ные клетки от  примесных клеток: перитубулярно-мы-
шечных клеток и  клеток Сертоли семенных канальцев, 
располагающихся между колониями. Прижизненная 
окраска культур SYBR Green I способствовала точному 
выявлению колоний Сертоли-подобных клеток в  куль-
туре во  время процедуры лазерной диссекции. Необ-
ходимо отметить, что, согласно предварительно про-
веденным экспериментам, использованный краситель 
полностью отмывался от  образцов во  время проведе-
ния необходимых манипуляций перед постановкой ПЦР 
и не влиял на результаты последней.

Анализ экспрессии генов-маркеров клеток Сертоли 
в  культуре Сертоли-подобных клеток показал, что до-
бавление в культуральной среде YAC статистически зна-
чимо повышало уровень экспрессии транскрипционных 
факторов Wt1, Sox9 и  Dmrt1 (рис.  1В). Все эти факторы 
являются ключевыми для спецификации клеток Серто-
ли в ходе эмбрионального развития [6], а также входят 
в  состав комплекса генов, которые необходимо и  до-
статочно активировать в  фибробластах, чтобы прошла 
их трансдифференцировка в  клетки Сертоли [7]. Также 
YAC достоверно увеличивал экспрессию Trf, Gdnf и  Kitl 
(рис.  1В). Белки, кодируемые этими генами, участвуют 
в  процессах поддержания жизнеспособности и  диффе-
ренцировки половых клеток [8]. Экспрессия части генов, 
специфичных для клеток Сертоли (Nr5a1, Gata4, Shbg), 
не зависела от добавления YAC (рис. 1В). И только один 
из проанализированных генов, Inha, достоверно снижал 
уровень своей экспрессии в культуре, поддерживаемой 
на  среде с YAC (рис.  1В). Inha кодирует альфа-субъеди-
ницу ингибина, эндокринного фактора, секретируемого 
клетками Сертоли в  ответ на  воздействие фолликуло-
стимулирующего гормона и ингибирующего продукцию 

Таблица. Праймеры, использованные для проведения ПЦР в реальном времени
Ген Последовательности прямых (f) и обратных (r) праймеров (5`–>3`)

Hprt f GCAGTACAGCCCCAAAATGG; r GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT

Wt1 f GCTCCAGCTCAGTGAAATGGACAGAA; r GGCCACTCCAGATACACGCCG

Sox9 f GCATCTGCACAACGCGG; r AGCCTCCAGAGCTTGCCC

Dmrt1 f GGTTGTAACCAAGTTTTCAGGA; r CCGCTCTTCTCACTGGTCA

Trf f CAACCTCACGACTCCTGGAAG; r TAAGGCACAGCAGCGAAGAC

Gdnf f GGGTGCGTTTTAACTGCCATA; r GCCCAAACCCAAGTCAGTGA

Kitl f TGGTGGCAAATCTTCCAAATG; r CGGCGACATAGTTGAGGGTTAT

Nr5a1 f AGAGAAGTGGGCAGGAGACA; r GCTTTGATGCTAGTCCCCATA

Gata4 f CCCTTCGACAGCCCAGTCCTG; r AGGTAGTGTCCCGTCCCATCTCG

Shbg f GCTTCCTTCTGCCTGAGTG; r GTCCCGATTCTCCCAACTTC

Inha f CTCGAAGACATGCCGTTGG; r AGCTGGCTGGTCCTCACAG
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этого гормона в гипофизе. Возможно, регуляция его экс-
прессии в  культуре Сертоли-подобных клеток, без воз-
действия фолликулостимулирующего гормона, наруше-
на, и добавление в культуральную среду этого гормона 
увеличит экспрессию Inha в культуре с добавлением YAC. 
Другим объяснением может быть недифференцирован-
ное состояние клеток: действительно, уровень экспрес-
сии Inha в клетках Сертоли крайне низок в эмбриональ-
ный период развития, и  резко увеличивается после 
рождения [9].

Таким образом, полученные данные свидетельству-
ют о  том, что комплекс низкомолекулярных веществ 

YAC, при его добавлении к культуре Сертоли-подобных 
клеток, повышает уровень экспрессии большей части 
проанализированных генов-маркеров спецификации 
и  функционального состояния клеток Сертоли, то  есть 
способствует их дифференцировке в  сторону клеток 
Сертоли. YAC может быть использован для эффективного 
поддержания Сертоли-подобных клеток в культуре. Это 
особенно важно, так как позволит продолжить изучение 
свойств этих клеток in vitro, которые, в силу своей схоже-
сти с  поддерживающими клетками семенников, потен-
циально могут быть использованы в  качестве замены 
клеток Сертоли в  различных биомедицинских техноло-
гиях, в том числе связанных с репродукцией.

Рисунок. Анализ экспрессии генов-маркеров клеток Сертоли в культурах Сертоли-подобных клеток. 
А, Б — репрезентативные фотографии колоний клеток, поддерживаемых на среде с YAC (А) или без 

YAC (Б), во время проведения лазерной микродиссекции. Показан процесс вырезания клеток. Клетки 
окрашены SYBR Green I. Ув.: х20. В — результаты ПЦР в реальном времени. RQ — относительное 

количество РНК. Представлены средние значения от трех независимых экспериментов и стандартные 
ошибки среднего. * — p <0.05, непараметрический критерий Манна–Уитни.
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