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Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ìî÷åâîì ïóçûðå ëÿãóøêè ýíäîãåííûé îêñèä àçîòà (NO) ìîäóëèðó-
åò äåéñòâèå àðãèíèí-âàçîòîöèíà â óâåëè÷åíèè îñìîòè÷åñêîé ïðîíèöàåìîñòè ýïèòåëèÿ. Çàäà÷à äàííîé
ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â ïîëó÷åíèè ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ëÿãóøêè
ñ öåëüþ èññëåäîâàíèÿ ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè NO-ñèíòàçû (NOS) è îöåíêè åå àêòèâíîñòè â óñëîâèÿõ
in vitro. Íàèëó÷øèì óñëîâèåì äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê îêàçàëîñü èñïîëüçîâàíèå ìîäèôèöèðîâàííîé
ñðåäû L-15, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè è 40 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà, ïðè êîìíàò-
íîé òåìïåðàòóðå; â ýòèõ óñëîâèÿõ â òå÷åíèå 8 ñóò 50 % êëåòîê ñîõðàíÿëè ñâîþ æèçíåñïîñîáíîñòü. Àê-
òèâíîñòü NOS îöåíèâàëè ïî íàêîïëåíèþ íèòðèò-èîíîâ (NO2

– ) â êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè, êîëè÷åñòâî
NO2

– â ïðèñóòñòâèè 5 ìÌ L-NAME, èíãèáèòîðà âñåõ òèïîâ NOS, ñ÷èòàëè íåñïåöèôè÷åñêèì. Íàêîïëåíèå
NO2

– áûëî ëèíåéíûì âî âðåìåíè â òå÷åíèå 3 ñóò èíêóáàöèè è òîðìîçèëîñü â ïðèñóòñòâèè âåùåñòâà
1400W, èíãèáèòîðà èíäóöèáåëüíîé NOS (iNOS), èëè 7-íèòðîèíäàçîëà, èíãèáèòîðà êîíñòèòóòèâíûõ
NOS, â êîíöåíòðàöèÿõ 5—50 è 10—200 ìêÌ ñîîòâåòñòâåííî. Â ïðèñóòñòâèè íèçêèõ äîç ãåíòàìèöèíà
(1—2 ìêã/ìë) ÷åðåç 1 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ðåçêî âîçðàñòàëî êîëè÷åñòâî áàêòåðèé â êóëüòóðàëü-
íîé ñðåäå, èíäåíòèôèöèðîâàííûõ êàê Esherichia coli è Acinetobacter sp. Äîáàâëåíèå â êóëüòóðàëüíóþ
ñðåäó 5 ìÌ L-NAME ïðèâîäèëî ê óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà áàêòåðèé â 1.5 è 2.5 ðàçà ïðè êîíöåíòðàöèÿõ
ãåíòàìèöèíà 2 è 1 ìêã/ìë ñîîòâåòñòâåííî. Òàêèì îáðàçîì, êëåòêè ýïèòåëèÿ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ëÿãóøêè
îáëàäàþò NO-çàâèñèìûì àíòèáàêòåðèàëüíûì ýôôåêòîì, îáåñïå÷èâàåìûì, ïî-âèäèìîìó, óñèëåíèåì ýê-
ñïðåññèè iNOS. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà êëåòîê ýïèòåëèÿ
ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ëÿãóøêè ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíîé ìîäåëüþ äëÿ èññëåäîâàíèÿ ðîëè NO è ðåãóëÿöèè àê-
òèâíîñòè NOS, ïðåäñòàâëÿÿ îñîáûé èíòåðåñ äëÿ èçó÷åíèÿ çàùèòíûõ ýôôåêòîâ NO â ýïèòåëèàëüíûõ
êëåòêàõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: îêñèä àçîòà, NO-ñèíòàçà, ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà êëåòîê, ýïèòåëèé ìî÷åâîãî ïóçû-
ðÿ ëÿãóøêè, àíòèáàêòåðèàëüíûé ýôôåêò.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: NOS — ñèíòàçà îêñèäà àçîòà, iNOS — èíäóöèáåëüíàÿ NOS, L-NA-
ME — ìåòèëîâûé ýôèð íèòðî-L-àðãèíèíà.

Èçîëèðîâàííûé ìî÷åâîé ïóçûðü àìôèáèé íà ïðîòÿ-
æåíèè ìíîãèõ ëåò ÿâëÿåòñÿ ïðåêðàñíîé ýêñïåðèìåíòàëü-
íîé ìîäåëüþ â èññëåäîâàíèÿõ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ
ðåãóëÿöèè îñìîòè÷åñêîé ïðîíèöàåìîñòè «ïëîòíîãî» ýïè-
òåëèÿ. Ðàáîòàÿ íà ýòîì îáúåêòå, ìû îáíàðóæèëè, ÷òî âàæ-
íûì ìîäóëÿòîðîì äåéñòâèÿ àíòèäèóðåòè÷åñêîãî ãîðìîíà
â óâåëè÷åíèè îñìîòè÷åñêîé ïðîíèöàåìîñòè ÿâëÿåòñÿ îê-
ñèä àçîòà (NO) (Fock et al., 2004), àóòî- è(èëè) ïàðàêðèí-
íûé áèîëîãè÷åñêèé ðåãóëÿòîð øèðîêîãî ñïåêòðà ôèçèî-
ëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ. Âíóòðèêëåòî÷íîå äåéñòâèå NO,
ïðîäóöèðóåìîãî ïðè ó÷àñòèè NO-ñèíòàçû (NOS) íåé-
ðîíàëüíîãî òèïà ñàìèìè ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêàìè ìî-
÷åâîãî ïóçûðÿ, îñíîâàíî íà ñòèìóëÿöèè öèòîçîëüíîé ãóà-
íèëàòöèêëàçû, óâåëè÷åíèè óðîâíÿ öÃÌÔ è àêòèâàöèè
öÃÌÔ-çàâèñèìîé ïðîòåèíêèíàçû â êëåòêàõ ýïèòåëèÿ,
÷òî ïðèâîäèò ê òîðìîæåíèþ âñòðàèâàíèÿ àêâàïîðèíîâ â
àïèêàëüíóþ ìåìáðàíó êëåòêè èëè ñíèæåíèþ èõ òðàíñ-
ïîðòèðóþùèõ ñâîéñòâ (Fock et al., 2004; Bachteeva et al.,
2007).

Ñóùåñòâîâàíèå ïîäîáíûõ òèïîâ áûñòðûõ ñèãíàëüíûõ
ýôôåêòîâ, ñäâèãàþùèõ êîëè÷åñòâî ïðîäóöèðóåìîãî NO â
ïðåäåëàõ íåáîëüøîãî äèàïàçîíà (êàê ïðàâèëî, ïèêîìî-
ëÿðíîãî) è íà êîðîòêèé ñðîê, áûëî ïîêàçàíî íàìè â ýêñïå-
ðèìåíòàõ íà ñóñïåíçèè ñâåæåâûäåëåííûõ ýïèòåëèàëüíûõ
êëåòîê. Îäíàêî ãîðàçäî áîëüøèìè ðåãóëÿòîðíûìè ýôôåê-
òàìè â îòíîøåíèè óðîâíÿ ïðîäóöèðóåìîãî NO îáëàäàþò
ñèãíàëüíûå êàñêàäû, êîíòðîëèðóþùèå óðîâåíü ýêñïðåñ-
ñèè NOS. Äëÿ èçó÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ ðåãó-
ëÿöèè ýêñïðåññèè NOS in vitro, êàê ïðàâèëî, íåîáõîäèìî
ìíîãî÷àñîâîå êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê. Íàèáîëüøèé èí-
òåðåñ ïðåäñòàâëÿåò â ýòîì îòíîøåíèè NO-ñèíòàçà èíäó-
öèáåëüíîãî òèïà (iNOS). Ðåçêîå óâåëè÷åíèå åå ýêñïðåñ-
ñèè è ñîîòâåòñòâåííî çíà÷èòåëüíîå ïî âåëè÷èíå è ïðî-
äîëæèòåëüíîå âî âðåìåíè ïðîäóêöèè NO ëåæàò â îñíîâå
îáåñïå÷åíèÿ çàùèòíûõ ôóíêöèé êëåòêè â îòâåò íà äåéñò-
âèå ïàòîãåíîâ ðàçëè÷íîé ïðèðîäû (Knowles, Moncada,
1994; Moncada, Higgs, 1995; Guzik et al., 2003). Ìóêîçíûé
ýïèòåëèé ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ÿâëÿåòñÿ áàðüåðîì äëÿ ïðî-
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íèêíîâåíèÿ èíôåêöèè, è ó ìëåêîïèòàþùèõ åãî êëåòêè
îáëàäàþò ìåõàíèçìàìè ðàñïîçíàâàíèÿ áàêòåðèàëüíûõ
êîìïîíåíòîâ è èìåþò ñëîæíî îðãàíèçîâàííóþ ñèñòåìó
çàùèòû îò óðîïàòîãåííûõ áàêòåðèé, âàæíåéøóþ ðîëü â
êîòîðîé èãðàåò iNOS (Olsson et al., 1998; Backhed et al.,
2001; Poljakovic et al., 2001).

Â ñâÿçè ñ âûøåñêàçàííûì çàäà÷è íàñòîÿùåãî èññëå-
äîâàíèÿ çàêëþ÷àëèñü â ïîäáîðå êóëüòóðàëüíîé ñèñòåìû,
ïîçâîëÿþùåé îáåñïå÷èòü æèçíåñïîñîáíîñòü èçîëèðîâàí-
íûõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ëÿãóøêè â
òå÷åíèå íåñêîëüêèõ äíåé ýêñïåðèìåíòà, îöåíêå àêòèâíî-
ñòè è òèïîâ NOS â êóëüòóðèðóåìûõ êëåòêàõ è èññëåäîâà-
íèè âîçìîæíîãî NO-çàâèñèìîãî àíòèáàêòåðèàëüíîãî ýô-
ôåêòà êëåòîê ýïèòåëèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà ñàìöàõ òðàâÿíîé ëÿãóøêè
Rata temporaria L. â ïåðèîä ñ îêòÿáðÿ ïî àïðåëü. Ëÿãóøåê
îòëàâëèâàëè â åñòåñòâåííûõ ìåñòàõ çèìîâêè (íà äíå íåçà-
ìåðçàþùèõ ïðîòî÷íûõ âîäîåìîâ) è ñîäåðæàëè â ëàáîðàòî-
ðèè ïðè 5 °Ñ â åìêîñòÿõ ñ óðîâíåì âîäû 1.0— 1.5 ñì.

Â û ä å ë å í è å ý ï è ò å ë è à ë ü í û õ ê ë å ò î ê. Âíóòðåí-
íþþ ïîëîñòü ìî÷åâûõ ïóçûðåé ó îáåçäâèæåííûõ ðàçðó-
øåíèåì ñïèííîãî ìîçãà è âñêðûòûõ ëÿãóøåê çàïîëíÿ-
ëè ðàñòâîðîì, ñîäåðæàùèì (â ìÌ): NaCl — 85, KCl — 4,
NaHCO3 — 17.5, KH2PO4 — 0.8, ãëþêîçà — 10, ÝÄÒÀ —
2, pH 7.6 (ðàñòâîðà A). Ïóçûðè ïåðåâÿçûâàëè, èçâëåêàëè è
ïîìåùàëè â ðàñòâîð òîãî æå ñîñòàâà ñ èíòåíñèâíîé àýðà-
öèåé íà 45 ìèí. Ê êîíöó ýòîãî âðåìåíè êëåòêè ñïîíòàííî
îòäåëÿëèñü îò ñòåíîê ïóçûðÿ. Ìóêîçíûå ðàñòâîðû, ñîäåð-
æàùèå êëåòêè îò íåñêîëüêèõ ìî÷åâûõ ïóçûðåé, îáúåäè-
íÿëè, ôèëüòðîâàëè ñêâîçü ÷åòûðå ñëîÿ ãàçîâîé òêàíè è
öåíòðèôóãèðîâàëè 10 ìèí ïðè 100 g. Ñóïåðíàòàíò óäàëÿ-
ëè, êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè â ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì
(â ìÌ): NaCl — 85, KCl — 4, NaHCO3 — 17.5, KH2PO4 —
0.8, CaCl2 — 1.5, MgCl2 — 0.8, ãëþêîçà — 10, pH 7.6 (ðàñ-
òâîð B), çàòåì èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí. Èç îäíîé
ëîïàñòè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ìîæíî áûëî ïîëó÷èòü îò 2 äî
4 ìëí êëåòîê. Îáúåì ðàñòâîðà äëÿ ðåñóñïåíäèðîâàíèÿ
ïîäáèðàëè òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê
ñîñòàâëÿëà ïðèìåðíî 7�103—8�103 êë./ìêë. Ïîäñ÷åò êî-
ëè÷åñòâà êëåòîê îñóùåñòâëÿëè â êàìåðå Ãîðÿåâà. ×èñëî
ïîâðåæäåííûõ êëåòîê îïðåäåëÿëè ïî ïîãëîùåíèþ òðèïà-
íîâîãî ñèíåãî (0.2 %); â ñâåæåâûäåëåííîé ñóñïåíçèè îíî
îáû÷íî íå ïðåâûøàëî 10 % îò îáùåãî êîëè÷åñòâà êëåòîê.

Ï î ë ó ÷ å í è å ï å ð â è ÷ í î é ê ó ë ü ò ó ð û ê ë å ò î ê
ý ï è ò å ë è ÿ ì î ÷ å â î ã î ï ó ç û ð ÿ. Äëÿ ýòèõ ýêñïåðèìåí-
òîâ ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè ïîëó÷àëè òàê, êàê îïèñàíî
âûøå, çà èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî âûäåëåííûå êëåòêè äî-
ïîëíèòåëüíî ïðîìûâàëè 7—8 ðàç ñòåðèëüíûì ðàñòâîðîì
B, ñîäåðæàùèì 40 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà. Îñàäîê êëåòîê
ðåñóñïåíäèðîâàëè â ìîäèôèöèðîâàííîé ñòåðèëüíîé êóëü-
òóðàëüíîé ñðåäå ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 1 ÷àñòü ñðåäû L-15
(Leibovitz) (Sigma, ÑØÀ), 0.39 ÷àñòè H2O, 10 % ýìáðèî-
íàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (Áèîëîò, Ðîññèÿ) è ãåíòàìè-
öèí (40 ìêã/ìë). Îñìîëÿëüíîñòü ñðåäû ñîñòàâëÿëà
230 ìîñì/êã H2O. Èñïîëüçîâàííàÿ íàìè ñðåäà L-15 ðåêî-
ìåíäîâàíà äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â óñëîâèÿõ ãàçî-
îáìåíà ñ âîçäóõîì, ïîýòîìó ìû íå èñïîëüçîâàëè CO2-èí-
êóáàòîð. Äëÿ àíàëèçà æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê èõ êóëü-
òèâèðîâàëè â 96-ëóíî÷íûõ ñòåðèëüíûõ ïëàøêàõ (Sarstedt,
Ãåðìàíèÿ) âî âëàæíîé êàìåðå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå è ïðè 10 °Ñ, ïëîòíîñòü êëåòîê ñîñòàâëÿëà îò 1�105 äî

5�105 íà 1 ñì2. Êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ìåíÿëè äâàæäû â
íåäåëþ. Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê îöåíèâàëè ïî îòñóòñò-
âèþ ïîãëîùåíèÿ òðèïàíîâîãî ñèíåãî (0.2 %), êîòîðûé äî-
áàâëÿëè íåïîñðåäñòâåííî â ëóíêó.

Î ï ð å ä å ë å í è å ñ î ä å ð æ à í è ÿ í è ò ð è ò î â â ê ó ë ü -
ò ó ð à ë ü í î é æ è ä ê î ñ ò è. Àëèêâîòû êëåòî÷íîé ñóñïåí-
çèè îáúåìîì 250 ìêë ïåðåíîñèëè â ñòåðèëüíûõ óñëî-
âèÿõ â ëóíêè 24-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà (Sarstedt, Ãåðìàíèÿ)
è îñòàâëÿëè âî âëàæíîé êàìåðå ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå. Êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê â ëóíêå ñîñòàâëÿëà
(7—8)�103 êë. â 1 ìêë. Èíãèáèòîðû NOS — ìåòèëîâûé
ýôèð íèòðî-L-àðãèíèíà (L-NAME), 7-íèòðîèíäàçîë (Sig-
ma, ÑØÀ) è âåùåñòâî 1400W (Biomol, ÑØÀ) — äîáàâëÿ-
ëè â ëóíêè îäíîâðåìåííî ñ âíåñåíèåì ñóñïåíçèè êëåòîê.
Ïîñëå îêîí÷àíèÿ âðåìåíè èíêóáàöèè ñóñïåíçèþ èç ëóíîê
ïåðåíîñèëè â ïðîáèðêè è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 100 g.
Êîíöåíòðàöèþ íèòðèòîâ îïðåäåëÿëè â ñóïåðíàòàíòå ñ ïî-
ìîùüþ ðåàêòèâà Ãðèññà (Green et al., 1982). Äëÿ ýòîãî
àëèêâîòó ñóïåðíàòàíòà ñìåøèâàëè ñ ðàâíûì îáúåìîì
ñìåñè 1%-íîãî ñóëüôàíèëàìèäà è 0.1%-íîãî N-(1-íà-
ôòèë)-ýòèëåíäèàìèíà â ñîîòíîøåíèè 1 : 1. Îïòè÷åñêóþ
ïëîòíîñòü èçìåðÿëè íà ïëàíøåòíîì ôîòîìåòðå ïðè äëèíå
âîëíû 570 íì, êîíöåíòðàöèþ íèòðèòîâ îöåíèâàëè ïî êà-
ëèáðîâî÷íîé êðèâîé, ïîñòðîåííîé ïî ñòàíäàðòíûì ðàñ-
òâîðàì íèòðèòà íàòðèÿ, è âûðàæàëè â ïìîëÿõ íà 106 êëå-
òîê. Â ðÿäå ýêñïåðèìåíòîâ îïðåäåëÿëè ñóììàðíî íèòðèòû
è íèòðàòû ñ ïîìîùüþ êîììåð÷åñêèõ íàáîðîâ (Assay De-
signs, ÑØÀ), ïðåâðàùàÿ íèòðàòû â íèòðèòû ñ ïîìîùüþ
íèòðàòðåäóêòàçû â ïðèñóòñòâèè ÍÀÄÔÍ.

Î ö å í ê à N O - ç à â è ñ è ì î ã î à í ò è á à ê ò å ð è à ë ü -
í î ã î ý ô ô å ê ò à ê ë å ò î ê ý ï è ò å ë è ÿ. Ïîëó÷åííóþ êëå-
òî÷íóþ ñóñïåíçèþ âûäåðæèâàëè 40 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå â îòñóòñòâèå ãåíòàìèöèíà, à çàòåì êóëüòèâè-
ðîâàëè êëåòêè ïðè íåáîëüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ àíòèáèîòè-
êà (0.04—4.00 ìêã/ìë), äëÿ òîãî ÷òîáû äîïóñòèòü ðîñò
áàêòåðèé, èçíà÷àëüíî ïðèñóòñòâóþùèõ â ñóñïåíçèè âûäå-
ëåííûõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê. Èíãèáèòîð âñåõ òèïîâ
NOS — L-NAME (5 ìÌ) — äîáàâëÿëè îäíîâðåìåííî ñ
âíåñåíèåì êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè â ëóíêè. ×åðåç 1 ñóò èí-
êóáàöèè ñîáèðàëè ñîäåðæèìîå ëóíîê, êëåòêè âûäåëÿëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 100 g, ñóïåðíàòàíò îòêðó÷èâàëè
åùå ðàç ïðè 1000 g. ×àñòü ñóïåðíàòàíòà èñïîëüçîâàëè äëÿ
îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà íèòðèòîâ, â îñòàâøåìñÿ îáúåìå
ðåñóñïåíäèðîâàëè îñàäîê. Êîëè÷åñòâî áàêòåðèé â ïîëó-
÷åííîé ñóñïåíçèè îöåíèâàëè íåôåëîìåòðè÷åñêè, îïðåäå-
ëÿÿ îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü D ïðè äëèíå âîëíû 405 íì.
Äëÿ òîãî ÷òîáû óáåäèòüñÿ â òîì, ÷òî L-NAME íàïðÿìóþ
íå ñòèìóëèðóåò ðîñò áàêòåðèé, àëèêâîòû áàêòåðèàëüíîé
ñóñïåíçèè ïîìåùàëè â ëóíêè ñî ñðåäîé â ïðèñóòñòâèè
L-NAME èëè áåç íåãî; êîëè÷åñòâî áàêòåðèé îöåíèâàëè íà
ñëåäóþùèé äåíü íåôåëîìåòðè÷åñêè.

Â îòäåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ ïðîâåðÿëè ñîîòâåòñòâèå äàí-
íûõ íåôåëîìåòðèè ïîäñ÷åòó êîëè÷åñòâà áàêòåðèé, ïðîèçâå-
äåííîìó ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì áàêòåðèîëîãè÷åñêîãî ïîñåâà
íà àãàðå Ýíäî. ×àøêè èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °Ñ, êîëè÷åñòâî
êîëîíèé ïîäñ÷èòûâàëè íà ñëåäóþùèå ñóòêè ïîñëå ïîñåâà.
Âèäîâóþ ïðèíàäëåæíîñòü áàêòåðèé îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ
áàêòåðèîëîãè÷åñêîãî ïîñåâà íà ñåëåêòèâíûõ ñðåäàõ.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ìû èñïîëüçîâàëè ìîäè-
ôèöèðîâàííóþ êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó L-15 (Leibovitz),
îñìîëÿëüíîñòü êîòîðîé ñîñòàâëÿëà 230 ìîñì/êã, ÷òî ñîîò-

894 Å. Ì. Ôîê, Â. Ò. Áàõòååâà è äð.



âåòñòâóåò îñìîëÿëüíîñòè ïëàçìû êðîâè ëÿãóøêè Rana
temporaria L. Óæå ÷åðåç 1—2 ÷ ïîñëå ïîìåùåíèÿ ñóñïåí-
çèè â ëóíêè êëåòêè îáíàðóæèâàþò ñïîñîáíîñòü ïðèêðåï-
ëÿòüñÿ ê ïîâåðõíîñòè ïëàñòèêà è ðàñïëàñòûâàòüñÿ. Íà
ñëåäóþùèå ñóòêè êëåòêè ôîðìèðóþò ìîíîñëîé ïðè ïëîò-
íîñòè êëåòîê îò 1�105 äî 5�105 íà 1 ñì2 ïîâåðõíîñòè ëóí-
êè. Èç ðàçëè÷íûõ ñûâîðîòîê, êîòîðûå ìû èñïîëüçîâàëè â
ïðåäâàðèòåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ, â òîì ÷èñëå è ñûâîðîò-
êè êðîâè ëÿãóøåê, íàèëó÷øåé äëÿ ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê
îêàçàëàñü ýìáðèîíàëüíàÿ áû÷üÿ ñûâîðîòêà (10 %), êîòî-
ðóþ è èñïîëüçîâàëè â äàëüíåéøèõ ýêñïåðèìåíòàõ.

Èñïîëüçîâàííàÿ êóëüòóðàëüíàÿ ñèñòåìà ïîçâîëÿëà
êëåòêàì ñîõðàíÿòü õîðîøóþ æèçíåñïîñîáíîñòü: êàê ïîêà-
çàëà îêðàñêà òðèïàíîâûì ñèíèì, ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå 50 % êëåòîê îñòàâàëèñü æèâûìè â òå÷åíèå 8 ÷ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ, à ïðè òåìïåðàòóðå 10 °Ñ — â òå÷åíèå 20 ñóò
(ðèñ. 1).

Îöåíêó NO-ñèíòàçíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ïåðâè÷-
íîé êóëüòóðû ïðîâîäèëè ïî èçìåðåíèþ óðîâíÿ íèòðèòîâ
â êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè. Îáðàçîâàâøèéñÿ ïîä äåéñòâè-
åì NO-ñèíòàçû îêñèä àçîòà â âîäíîì ðàñòâîðå ïðåâðàùà-
åòñÿ â íèòðèò-èîí (NO

2

– ). Ïîñêîëüêó íèòðèò-èîíû ìîãóò
ëåãêî îêèñëÿòüñÿ â íèòðàò-èîíû, áîëåå èíôîðìàòèâíûì
áûëî áû îïðåäåëåíèå ñóììàðíîãî óðîâíÿ NO

2

– è NO
3

– , îä-
íàêî îáû÷íî, îöåíèâàÿ àêòèâíîñòü NO-ñèíòàçû, îãðàíè-
÷èâàþòñÿ îïðåäåëåíèåì íèòðèò-èîíîâ. Íàøè ýêñïåðè-
ìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî óðîâåíü NO

3

– â êóëüòóðàëüíîé æèä-
êîñòè, îïðåäåëÿåìûé ñ ïîìîùüþ íèòðàòðåäóêòàçû â
ïðèñóòñòâèè ÍÀÄÔÍ, êîððåëèðóåò ñ óðîâíåì NO

2

– è ñî-
ñòàâëÿåò îêîëî 50 % îò ñóììû îáîèõ èîíîâ. Â äàëüíåé-
øèõ ýêñïåðèìåíòàõ ìû îöåíèâàëè NO-ñèíòàçíóþ àêòèâ-
íîñòü òîëüêî ïî êîëè÷åñòâåííîìó îïðåäåëåíèþ óðîâíÿ
NO

2

– .
Ïîñêîëüêó íèòðèò-èîíû ìîãóò îáðàçîâûâàòüñÿ íå

òîëüêî ñ ïîìîùüþ NO-ñèíòàçíîãî ïóòè, äëÿ îöåíêè èõ
ïðîäóêöèè NOS-çàâèñèìûì ïóòåì ìû èñïîëüçîâàëè íåñå-
ëåêòèâíûé èíãèáèòîð âñåõ èçîôîðì NO-ñèíòàçû —
L-NAME, ïðèíèìàÿ óðîâåíü íèòðèò-èîíîâ â åãî ïðèñóò-
ñòâèè êàê íåñïåöèôè÷åñêèé, êîòîðûé è âû÷èòàëè èç çíà-
÷åíèé êîíòðîëüíûõ ïðîá. Âû÷èñëÿåìàÿ òàêèì îáðàçîì
NOS-çàâèñèìàÿ äîëÿ íèòðèò-èîíîâ îò èõ îáùåãî êîëè-
÷åñòâà êîëåáàëàñü â ðàçëè÷íûõ ýêñïåðèìåíòàõ îò 60 äî

80 % ïðè èñïîëüçîâàíèè L-NAME â êîíöåíòðàöèè 5 ìÌ.
Òàêèì îáðàçîì, ïðåîáëàäàþùàÿ ÷àñòü NO

2

– â êóëüòóðàëü-
íîé ñðåäå ïîÿâëÿåòñÿ â ðåçóëüòàòå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
NO-ñèíòàçû. Îáùåå êîëè÷åñòâî íèòðèò-èîíîâ, ïðîäóöè-
ðóåìûõ êóëüòèâèðóåìûìè ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêàìè,
îïîñðåäîâàííîå àêòèâíîñòüþ NO-ñèíòàçû, ëèíåéíî çàâè-
ñåëî îò êîíöåíòðàöèè êëåòîê â ëóíêå (ðèñ. 2, à).

Èññëåäîâàíèå êîëè÷åñòâà ïðîäóöèðóåìûõ íèòðèò-
èîíîâ â çàâèñèìîñòè îò ïðîäîëæèòåëüíîñòè êóëüòèâèðî-
âàíèÿ ïîêàçàëî, ÷òî â òå÷åíèå ïåðâûõ 3 ñóò íàêîïëåíèå
êàê ñóììàðíûõ, òàê è NOS-çàâèñèìûõ íèòðèò-èîíîâ ðàñ-
òåò ëèíåéíî (ðèñ. 2, á). Ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà ïðîäóê-
öèþ îêàçûâàëà òåìïåðàòóðà êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê: ïðè
ñíèæåíèè òåìïåðàòóðû äî 12 °Ñ èõ îáùåå êîëè÷åñòâî
ñíèæàëîñü â 2.7 ðàçà, à NOS-çàâèñèìîå — áîëåå ÷åì â
5 ðàç (äàííûå íå ïîêàçàíû).

Äëÿ èäåíòèôèêàöèè èçîôîðì NO-ñèíòàçû, îáåñïå÷è-
âàþùèõ íàêîïëåíèå íèòðèò-èîíîâ â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå
êëåòîê ýïèòåëèÿ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ, ìû èñïîëüçîâàëè ñïå-
öèôè÷åñêèå èíãèáèòîðû, äîáàâëÿÿ èõ â ëóíêè îäíîâðå-
ìåííî ñ âíåñåíèåì ñóñïåíçèè êëåòîê. Íàêîïëåíèå NO

2

–

òîðìîçèëîñü â ïðèñóòñòâèè 7-íèòðîèíäàçîëà (èíãèáèòîðà
êîíñòèòóòèâíûõ NO-ñèíòàç) â êîíöåíòðàöèîííîì äèàïà-
çîíå 10—200 ìêÌ. Àíàëîãè÷íûì ýôôåêòîì îáëàäàë âû-
ñîêîñåëåêòèâíûé èíãèáèòîð NO-ñèíòàçû èíäóöèáåëüíî-
ãî òèïà — 1400W â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 5—50 ìêÌ
(ðèñ. 3).

Èññëåäîâàíèå NO-ñèíòàçíîé àêòèâíîñòè â êëåòêàõ ýïèòåëèÿ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ëÿãóøêè 895

Ðèñ. 1. Âûæèâàåìîñòü èçîëèðîâàííûõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê
ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ëÿãóøêè, îïðåäåëÿåìàÿ ïî îòñóòñòâèþ îêðà-
øèâàíèÿ òðèïàíîâûì ñèíèì, ïðè ìíîãîñóòî÷íîì êóëüòèâèðî-
âàíèè êëåòîê ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (êâàäðàòû) è ïðè

10 °Ñ (êðóæêè).

Çäåñü è íà âñåõ ðèñóíêàõ äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé
è èõ ñðåäíåêâàäðàòè÷íûõ îøèáîê èçìåðåíèé; n = 10—12 ïîäñ÷åòîâ â

ðàçíûõ ïîëÿõ çðåíèÿ.

Ðèñ. 2. Ñîäåðæàíèå NO2

– â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå ïåðâè÷íîé
êóëüòóðû êëåòîê ýïèòåëèÿ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ëÿãóøêè.

à — çàâèñèìîñòü óðîâíÿ NO2

– îò êîëè÷åñòâà êëåòîê â ëóíêå â òå÷åíèå 1-õ
ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ; á — äèíàìèêà óâåëè÷åíèÿ êîëè÷åñòâà NO2

– â òå÷å-
íèå 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ñïëîøíàÿ ëèíèÿ — îáùåå êîëè÷åñòâî NO2

–,
øòðèõîâàÿ — NOS-çàâèñèìîå êîëè÷åñòâî NO2

–, îïðåäåëÿåìîå êàê ðàç-
íîñòü ìåæäó èõ îáùèì êîëè÷åñòâîì è òåì óðîâíåì íèòðèò-èîíîâ, êîòî-
ðûå ïðîäóöèðóþòñÿ â ïðèñóòñòâèè 5 ìÌ L-NAME (èíãèáèòîðà NOS);

n = 5.



Ïðèñóòñòâèå íåéðîíàëüíîé NOS â ýïèòåëèè ìî÷åâîãî
ïóçûðÿ ëÿãóøêè áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî íàìè ðàíåå
ïðè èçìåðåíèè àêòèâíîñòè NOS â ñâåæåâûäåëåííûõ
êëåòêàõ è ïîäòâåðæäåíî ìåòîäàìè èììóíîãèñòîõèìèè è
èììóíîáëîòèíãà (Áàõòååâà è äð., 2006; Bachteeva et al.,
2007). Âëèÿíèå 7-íèòðîèíäàçîëà íà ïðîäóêöèþ NO

2

– ñâè-
äåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè íå óòðà-
÷èâàþò ñïîñîáíîñòè ýêñïðåññèðîâàòü ýòó èçîôîðìó ôåð-
ìåíòà.

Ýôôåêòèâíîñòü âëèÿíèÿ 1400W íà ïðîäóêöèþ íè-
òðèò-èîíîâ êóëüòèâèðóåìûìè êëåòêàìè ñâèäåòåëüñòâóåò
î íàëè÷èè iNOS, ðîëü êîòîðîé âåñüìà ìíîãîîáðàçíà, îä-
íàêî â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ñâÿçàíà ñ îáåñïå÷åíèåì êëå-
òîê çàùèòíûìè ñâîéñòâàìè. Èçâåñòíî, ÷òî â êëåòêàõ ýïè-
òåëèÿ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ìëåêîïèòàþùèõ ïðèñóòñòâóåò
iNOS, ýêñïðåññèÿ êîòîðîé âîçðàñòàåò â îòâåò íà äîáàâëå-
íèå öèòîêèíîâ, ëèïîïîëèñàõàðèäîâ è óðîïàòîãåííîé
E. coli (Olsson et al., 1998; Poljakovic et al., 2001, 2002; Sa-
ban et al., 2001). Ââåäåíèå â ìî÷åâîé ïóçûðü ìëåêîïèòàþ-
ùèõ áàêòåðèé ðåçêî ñòèìóëèðóåò ñèíòåç NO êëåòêàìè ìó-
êîçíîãî ýïèòåëèÿ (Lundberg et al., 1996). Â ñâÿçè ñ ýòèìè

äàííûìè ïðåäñòàâëÿëî èíòåðåñ âûÿñíèòü, ïðèñóòñòâóåò
ëè áàêòåðèàëüíàÿ ôëîðà â ïîëîñòè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ â åñ-
òåñòâåííûõ óñëîâèÿõ è îáëàäàþò ëè êëåòêè ýïèòåëèÿ ìî-
÷åâîãî ïóçûðÿ ëÿãóøêè NO-çàâèñèìûì àíòèáàêòåðèàëü-
íûì ýôôåêòîì.

Àíàëèç ñîäåðæèìîãî ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ëÿãóøêè, îòî-
áðàííîãî â ñòåðèëüíûõ óñëîâèÿõ, âûÿâèë ñ ïîìîùüþ
ñòàíäàðòíîãî ìåòîäà áàêòåðèîëîãè÷åñêîãî ïîñåâà ïðèñóò-
ñòâèå áàêòåðèàëüíîé ôëîðû ó 6 ëÿãóøåê èç 10 èññëåäî-
âàííûõ. Èíòåðåñíî, ÷òî ïðèñóòñòâèå áàêòåðèé âñåãäà êîð-
ðåëèðîâàëî ñ íàëè÷èåì â ïîëîñòè ïóçûðÿ ïàðàçèòè÷åñêèõ
áåñïîçâîíî÷íûõ, ïðåäñòàâèòåëåé ïëîñêèõ ÷åðâåé.

Íàëè÷èå áàêòåðèé è îáíàðóæåííûé íàìè ýôôåêò
1400W íà ïðîäóêöèþ íèòðèòîâ êëåòêàìè ïåðâè÷íîé
êóëüòóðû óêàçûâàþò íà òî, ÷òî êëåòêè ìóêîçíîãî ýïèòå-
ëèÿ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ëÿãóøêè, âîçìîæíî, îáëàäàþò
NO-çàâèñèìûìè ìåõàíèçìàìè àíòèáàêòåðèàëüíîé çàùè-
òû. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ýòîãî âîïðîñà ìû ïðîâåëè ýêñïåðè-
ìåíòû ñ êóëüòèâèðîâàíèåì ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê â ïðè-
ñóòñòâèè íèçêèõ äîç ãåíòàìèöèíà, ÷òî íåèçáåæíî äîïóñ-
êàåò ðîñò áàêòåðèé. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî ýòè áàêòåðèè
ïîïàäàþò â ñðåäó âìåñòå ñ âûäåëÿåìûìè ýïèòåëèàëüíû-
ìè êëåòêàìè, òàê êàê ïðè ïîëó÷åíèè ïåðâè÷íîé êóëüòóðû
ïî÷òè íåâîçìîæíî èçáåæàòü áàêòåðèàëüíîé êîíòàìèíà-
öèè. Ïðè ñíèæåíèè êîíöåíòðàöèè àíòèáèîòèêà îò 4.00 äî
0.04 ìêã/ìë ïðîïîðöèîíàëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ êîëè÷åñòâî
áàêòåðèé â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå, îïðåäåëÿåìûõ íåôåëî-
ìåòðè÷åñêè, çà 1 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 4, à). Àíàëèç
ñîñòàâà áàêòåðèàëüíîé ôëîðû âûÿâèë ìàññèâíûé ïðèðîñò
E. coli è ãðàìîòðèöàòåëüíîé àýðîáíîé ïàëî÷êè Acineto-
bacter sp. Îáà âèäà áàêòåðèé ÿâëÿþòñÿ óðîïàòîãåííûìè
äëÿ ìëåêîïèòàþùèõ (Gospodarek et al., 1991; Svanborg,
Godaly, 1997) è ÷óâñòâèòåëüíû ê ãåíòàìèöèíó. Äîáàâëå-
íèå â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó, ñîäåðæàùóþ ãåíòàìèöèí è
èíãèáèòîð NO-ñèíòàç L-NAME (5 ìÌ), ïðèâîäèëî ê çíà-
÷èòåëüíîìó óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà áàêòåðèé (â åä. D) îò
0.049 ± 0.006 è 0.042 ± 0.005 â êîíòðîëå äî 0.071 ± 0.005 è
0.107 ± 0.019 â ïðèñóòñòâèè ñîîòâåòñòâåííî 2 è 1 ìêã/ìë
ãåíòàìèöèíà (ðèñ. 4, á). Äàííûå íåôåëîìåòðèè ïîë-
íîñòüþ êîððåëèðîâàëè ñ îöåíêîé êîëè÷åñòâà áàêòåðèé,
îïðåäåëÿåìûõ ïî ïîäñ÷åòó ÷èñëà êîëîíèé ïîñëå ïîñåâà
àëèêâîòû ñóñïåíçèè íà àãàð. L-NAME ñàì ïî ñåáå íå îêà-
çûâàë âëèÿíèÿ íà ðîñò áàêòåðèé, åãî ýôôåêò ïðîÿâëÿëñÿ
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå ðàçëè÷íûõ èíãèáèòîðîâ NO-ñèíòàç íà óðîâåíü
ïðîäóöèðóåìûõ íèòðèò-èîíîâ êëåòêàìè ïåðâè÷íîé êóëüòóðû
ýïèòåëèÿ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ëÿãóøêè â òå÷åíèå 1-õ ñóò êóëüòè-

âèðîâàíèÿ.

Â ýêñïåðèìåíòàõ ñ 7-íèòðîèíäàçîëîì â êîíòðîëüíûå ïðîáû äîáàâëÿëè
ðàñòâîðèòåëü (ýòàíîë), êîíöåíòðàöèÿ êîòîðîãî íå ïðåâûøàëà 0.5 %;

n = 5.

Ðèñ. 4. Îöåíêà êîëè÷åñòâà áàêòåðèé â ëóíêå â òå÷åíèå 1-õ ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê â ïðèñóòñòâèè íèçêèõ êîí-
öåíòðàöèé ãåíòàìèöèíà.

à — çàâèñèìîñòü êîëè÷åñòâà áàêòåðèé îò êîíöåíòðàöèè ãåíòàìèöèíà; á — âëèÿíèå 5 ìÌ L-NAME íà êîëè÷åñòâî áàêòåðèé ïðè èñïîëüçîâàíèè ãåíòà-
ìèöèíà â êîíöåíòðàöèÿõ 1 è 2 ìêã/ìë. Áåëûå ñòîëáèêè — êîíòðîëü, çàøòðèõîâàííûå — â ïðèñóòñòâèè L-NAME; äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíå-

ãî çíà÷åíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè D èç 4 îïðåäåëåíèé.



òîëüêî â ïðèñóòñòâèè êóëüòèâèðóåìûõ ýïèòåëèàëüíûõ
êëåòîê. L-NAME òàêæå íå îêàçûâàë ýôôåêòà íà æèçíåñïî-
ñîáíîñòü êëåòîê, îïðåäåëÿåìóþ ïî îêðàñêå òðèïàíîâûì
ñèíèì. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñò-
âóþò î òîì, ÷òî êëåòêè ýïèòåëèÿ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ëÿ-
ãóøêè îáëàäàþò NO-çàâèñèìûì àíòèáàêòåðèàëüíûì ýô-
ôåêòîì.

Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî âåäóùàÿ ðîëü â îáåñïå÷åíèè
ýòîãî ïðîöåññà ïðèíàäëåæèò iNOS, óñèëåíèå ýêñïðåññèè
êîòîðîé â îòâåò íà âîñïàëèòåëüíûå ñòèìóëû (ðàçëè÷íûå
öèòîêèíû è ïðîäóêòû áàêòåðèàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ,
òàêèå êàê ëèïîïîëèñàõàðèäû è ëèïîòåéõîåâàÿ êèñëîòà) è
ñîîòâåòñòâåííî óâåëè÷åíèå ïðîäóêöèè îêñèäà àçîòà ïîêà-
çàíî äëÿ ìíîãèõ òèïîâ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê (Mohaupt et
al., 1995; Guo et al., 1997; Guzik et al., 2003; Malladi et al.,
2004). Â îñíîâå NO-çàâèñèìîãî àíòèáàêòåðèàëüíîãî (áàê-
òåðèîñòàòè÷åñêîãî èëè áàêòåðèöèäíîãî) äåéñòâèÿ êëåòîê
ýïèòåëèÿ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ëÿãóøêè ìîæåò ëåæàòü áîëü-
øîå ðàçíîîáðàçèå ðàçëè÷íûõ ìåõàíèçìîâ, ïðèâîäÿùèõ ê
NO-èíäóöèðóåìûì ïîâðåæäåíèÿì ÄÍÊ, áåëêîâ è ëè-
ïèäîâ áàêòåðèàëüíîé êëåòêè. Îíè âêëþ÷àþò â ñåáÿ îáðà-
çîâàíèå àêòèâíûõ ôîðì àçîòà, âñòóïàþùèõ âî âçàèìî-
äåéñòâèå ñ àêòèâíûìè ôîðìàìè êèñëîðîäà, ïðÿìûå âçàè-
ìîäåéñòâèÿ NO ñ ðàçëè÷íûìè ðåàêöèîííî-ñïîñîáíûìè
ãðóïïàìè â áåëêîâûõ ìîëåêóëàõ, â òîì ÷èñëå S-íèòðîçè-
ëèðîâàíèå òèîëîâ, è ìíîãîå äðóãîå (ñì. îáçîð: Fang,
1997). Â îòíîøåíèè E. coli áûëî ïîêàçàíî, ÷òî S-íèòðîçî-
òèîëû îáëàäàþò áàêòåðèîñòàòè÷åñêèì äåéñòâèåì, à ïå-
ðîêñèíèòðèò, îáðàçóþùèéñÿ ïðè âçàèìîäåéñòâèè NO ñ
ñóïåðîêñèäíûì àíèîí-ðàäèêàëîì, — áàêòåðèöèäíûì (Pa-
celli et al., 1995).

Âûÿñíåíèå ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ, îáåñïå÷èâàþ-
ùèõ NO-çàâèñèìûé àíòèáàêòåðèàëüíûé ýôôåêò êëåòîê
ýïèòåëèÿ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ëÿãóøêè, òðåáóåò äàëüíåéøèõ
èññëåäîâàíèé; îáñóæäåíèå ýòîãî âîïðîñà âûõîäèò çà ðàì-
êè äàííîé ïóáëèêàöèè. Îòêðûòûì îñòàåòñÿ âîïðîñ î òîì,
êëåòêè êàêîãî òèïà îáåñïå÷èâàþò âûñâîáîæäåíèå NO â
îòâåò íà äåéñòâèå áàêòåðèàëüíûõ ñòèìóëîâ. Ñóñïåíçèÿ
êëåòîê, íà êîòîðîé ïðîâîäèëèñü íàøè ýêñïåðèìåíòû, ÿâ-
ëÿåòñÿ ãåòåðîãåííîé, òàê êàê â ýïèòåëèè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ
ëÿãóøåê îïèñàíû êëåòêè íåñêîëüêèõ òèïîâ — ãðàíóëÿð-
íûå, ñîñòàâëÿþùèå îêîëî 80 % îò âñåé ïîïóëÿöèè, êëåò-
êè, áîãàòûå ìèòîõîíäðèÿìè, òàê íàçûâàåìûå áîêàëîâèä-
íûå, è áàçàëüíûå, êîòîðûå, âîçìîæíî, ïðåäñòàâëÿþò ñî-
áîé ìîëîäûå íåäèôôåðåíöèðîâàííûå ýïèòåëèàëüíûå
êëåòêè (Choi, 1963; Íàòî÷èí, ×àïåê, 1976). Êðîìå òîãî,
â ñóñïåíçèè èçîëèðîâàííûõ êëåòîê âîçìîæíî ïðèñóòñò-
âèå «ïðîôåññèîíàëüíûõ» èììóíîêîìïåòåíòíûõ êëåòîê
(ìîíîöèòîâ/ìàêðîôàãîâ), êîòîðûå ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â
îáåñïå÷åíèè NO-çàâèñèìîãî àíòèáàêòåðèàëüíîãî ýôôåê-
òà. Îäíàêî ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû íåñîìíåííî ñâè-
äåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî êëåòêè ìóêîçíîãî ýïèòåëèÿ ìî÷å-
âîãî ïóçûðÿ ëÿãóøêè îáëàäàþò ìîùíûì àíòèáàêòåðèàëü-
íûì ýôôåêòîì, è ÷òî ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà êëåòîê ýïèòå-
ëèÿ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ëÿãóøêè ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíîé
ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëüþ äëÿ èññëåäîâàíèÿ ðîëè NO è
ìîëåêóëÿðíîãî ìåõàíèçìà åãî äåéñòâèÿ, ïðåäñòàâëÿÿ îñî-
áûé èíòåðåñ äëÿ èçó÷åíèÿ çàùèòíûõ ýôôåêòîâ NO â
ýïèòåëèàëüíûõ òêàíÿõ.
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NO-SYNTHASE ACTIVITY IN PRIMARY CULTURED FROG URINARY BLADDER EPITHELIAL

CELLS AND NO-DEPENDENT ANTIMICROBIAL EFFECT

E. M. Fock, V. T. Bachteeva, E. A. Lavrova, S. D. Nikolaeva, R. G. Parnova1

I. M. Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry RAS, St. Petersburg;
1e-mail: parnova@iephb.ru

We have shown previously that endogenous NO modulates the effect of arginine-vasotocin on the increase
in the osmotic water permeability of the frog urinary bladder epithelium. The aim of the present work was to de-
velop a procedure of cultivation of epithelial cells from the frog urinary bladder as a primary culture in order to
study in vitro the cellular production of NO and its regulation. Isolated cells were cultivated in modified L-15
medium with 10 % FBS and gentamycin (40 ìg/ml) at room temperature. Under these conditions, at least 50 %
cells kept their viability until 8 days of incubation. NO-synthase (NOS) activity was estimated as nitrite (NO2

– )
accumulation in culture medium; NO2

– concentration in the presence of L-NAME, inhibitor of all NOS types,
was considered as NOS-independent and was subtracted from each value. The nitrite accumulation was linear in
time during 3 days of cultivation and was inhibited by 1400W, inducible NOS (iNOS) inhibitor, and 7-nitroinda-
zole, constitutive NOS’s inhibitor, at doses 5—50 and 10—200 ìM, respectively. One-day incubation of he
cells in the medium with low concentration of gentamycin (1 or 2 ìg/ml) led to the significant increase in amo-
unt of bacterial in cultured fluid identified as E. coli and Acinetobacter sp. Addition of L-NAME (5�10–3 M) to
the medium potentiated the bacteria growth 1.5- and 2.5-times in the presence of 2 and 1 ìg gentamycin/ml,
respectively. Thus, epithelial cells form the frog urinary bladder possess NO-dependent antibacterial effect
which is probably provided by induction of iNOS expression. Taken together, these data demonstrate that the
primary culture of the frog urinary bladder epithelial cells is a perspective experimental model for the study of
regulation of NOS activity and NO production being of particular interest in relation to the defense effect of NO
in epithelia.

K e y w o r d s: nitric oxide, NO-synthase, primary cell culture, frog urinary bladder epithelium, antibacterial
effect.
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