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Ìåòîäàìè ýëåêòðîííîé è ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè èçó÷åíû èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðíîé îðãàíèçà-
öèè êëåòîê MDCK â óñëîâèÿõ äåéñòâèÿ àðãèíèí-âàçîïðåññèíà (ÀÂÏ). Ïîëó÷åíû ýëåêòðîííî-ìèêðîñêî-
ïè÷åñêèå ïîäòâåðæäåíèÿ òîãî, ÷òî êëåòêè MLCK â ñîñòàâå ìîíîñëîÿ èìåþò ñòðóêòóðíî ðàçëè÷àþùèåñÿ
àïèêàëüíóþ è áàçîëàòåðàëüíóþ ïîâåðõíîñòè, ðàçäåëåííûå õîðîøî ñôîðìèðîâàííûìè çîíàìè ìåæêëå-
òî÷íûõ êîíòàêòîâ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ÀÂÏ ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàåòñÿ ñ ðåöåïòîðàìè íà áàçîëàòåðàëüíîé
ïîâåðõíîñòè êëåòîê, à çàòåì ÷åðåç 10—15 ìèí èíòåðíàëèçóåòñÿ ñ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè. Âîçäåéñòâèå
ÀÂÏ âûçûâàåò ôðàãìåíòàöèþ àïïàðàòà Ãîëüäæè è íàáóõàíèå åãî öèñòåðí, îáóñëîâëåííîå ïîÿâëåíèåì
îñìîòè÷åñêîãî âîäíîãî ïîòîêà ÷åðåç ìîíîñëîé. Îáíàðóæåíà çíà÷èòåëüíàÿ äåïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà êëåòîê â óñëîâèÿõ âîçäåéñòâèÿ ÀÂÏ èëè ôîðñêîëèíà — àêòèâàòîðà àäåíèëàòöèêëàçû. Îá-
ñóæäàþòñÿ ôóíêöèîíàëüíàÿ ðîëü è ðåãóëÿòîðíûå ìåõàíèçìû íàáëþäàåìûõ ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àðãèíèí-âàçîïðåññèí, òðàíñïîðò âîäû, êëåòêè MDCK, àêòèíîâûé öèòîñêåëåò.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÂÏ — àðãèíèí-âàçîïðåññèí, ÏÊÀ — ïðîòåèí-êèíàçà À, öÀÌÔ —
öèêëè÷åñêèé àäåíîçèíìîíîôîñôàò, AQP2 — àêâàïîðèí 2.

Ïåïòèäíûé ãîðìîí àðãèíèí-âàçîïðåññèí (ÀÂÏ) ÿâëÿ-
åòñÿ êëþ÷åâûì ðåãóëÿòîðîì ïðîöåññà ðåàáñîðáöèè âîäû
â ñîáèðàòåëüíûõ òðóáêàõ ïî÷êè ìëåêîïèòàþùèõ. Ñâÿçû-
âàíèå ÀÂÏ ñî ñïåöèôè÷åñêèìè ðåöåïòîðàìè V2-òèïà, ëî-
êàëèçîâàííûìè â áàçîëàòåðàëüíîé ìåìáðàíå îñíîâíûõ
êëåòîê ñîáèðàòåëüíûõ òðóáîê, çàïóñêàåò â ýòèõ êëåòêàõ
àäåíèëàò-öèêëàçíûé ñèãíàëüíûé ïóòü, ïðèâîäÿùèé ê ðîñ-
òó âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè öèêëè÷åñêîãî ÀÌÔ
(öÀÌÔ) è ïîñëåäóþùåé àêòèâàöèè ïðîòåèí-êèíàçû À
(ÏÊÀ) (Skorecki et al., 1992; Íàòî÷èí, 1994). Íà ìîëåêó-
ëÿðíîì óðîâíå òðàíñýïèòåëèàëüíûé îñìîòè÷åñêèé âîä-
íûé ïîòîê îñóùåñòâëÿåòñÿ áåëêàìè âîäíûõ êàíàëîâ —
àêâàïîðèíàìè. Îïðåäåëÿþùóþ ðîëü â áûñòðûõ èçìåíå-
íèÿõ âîäíîé ïðîíèöàåìîñòè ýïèòåëèÿ ñîáèðàòåëüíûõ
òðóáîê â óñëîâèÿõ âîçäåéñòâèÿ ÀÂÏ èãðàåò àêâàïîðèí 2
(AQP2). AQP2 ëîêàëèçóåòñÿ â àïèêàëüíîé ìåìáðàíå
îñíîâíûõ êëåòîê ñîáèðàòåëüíûõ òðóáîê è â ñóáìåìáðàí-
íûõ âåçèêóëàõ (Nielsen et al., 1993). Ñâÿçûâàíèå ÀÂÏ ñ
V2-ðåöåïòîðàìè è ïîñëåäóþùèé êàñêàä âíóòðèêëåòî÷íîé
ñèãíàëèçàöèè ïðèâîäÿò ê ôîñôîðèëèðîâàíèþ AQP2 ÏÊÀ
ïî ñåðèíó 256 (Fushimi et al., 1997; Katsura et al., 1997) è
òðàíñëîêàöèè AQP2 îò ïóëà öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ âåçèêóë
â àïèêàëüíóþ ìåìáðàíó (Marples et al., 1995; Nielsen et al.,
1995), ÷òî è ÿâëÿåòñÿ íåïîñðåäñòâåííîé ïðè÷èíîé èíäó-
öèðîâàííîãî âàçîïðåññèíîì ðîñòà òðàíñýïèòåëèàëüíîãî
âîäíîãî ïîòîêà.

Èç äàííûõ ðÿäà ðàáîò èçâåñòíî, ÷òî àêòèíîâûé öèòî-
ñêåëåò ýïèòåëèîöèòîâ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç âàæíåéøèõ ó÷à-
ñòíèêîâ ÀÂÏ-èíäóöèðîâàííîãî òðàíñýïèòåëèàëüíîãî
òðàíñïîðòà âîäû. Ïåðâîíà÷àëüíî ñóùåñòâåííàÿ ôóíêöèî-
íàëüíàÿ ðîëü àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ â ðàçâèòèè ãèäðîîñ-
ìîòè÷åñêîãî îòâåòà ïëîòíûõ âàçîïðåññèí-÷óâñòâèòåëü-

íûõ ýïèòåëèåâ áûëà ýêñïåðèìåíòàëüíî ïðîäåìîíñòðèðî-
âàíà íà ýïèòåëèè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ àìôèáèé â èññëåäîâà-
íèÿõ ñ èñïîëüçîâàíèåì öèòîõàëàçèíîâ. Áëîêèðîâêà ôóíê-
öèè F-àêòèíà öèòîõàëàçèíàìè çíà÷èòåëüíî ñíèæàåò âåëè-
÷èíó ÀÂÏ-èíäóöèðîâàííîãî ïîòîêà âîäû ÷åðåç ýïèòåëèé
ìî÷åâîãî ïóçûðÿ àìôèáèé è óìåíüøàåò ïëîòíîñòü ñàéòîâ
âûñîêîé âîäíîé ïðîíèöàåìîñòè, ïîÿâëÿþùèõñÿ â àïè-
êàëüíîé ìåìáðàíå ýïèòåëèîöèòîâ (Parisi et al., 1985; Pearl,
Taylor, 1985; Wade, Kachadorian, 1988).

Âïîñëåäñòâèè âàæíåéøàÿ ðîëü àêòèíà â èíäóöèðî-
âàííîì âàçîïðåññèíîì ðîñòå âîäíîé ïðîíèöàåìîñòè
òðàíñïîðòèðóþùèõ âîäó ýïèòåëèåâ áûëà âûÿâëåíà è äëÿ
ýïèòåëèåâ ìëåêîïèòàþùèõ. Íàèáîëåå óáåäèòåëüíû â
ýòîì îòíîøåíèè äàííûå î òîì, ÷òî, ýêñïåðèìåíòàëüíî ìà-
íèïóëèðóÿ óðîâíåì ïîëèìåðèçàöèè (äåïîëèìåðèçàöèè)
àêòèíà â êëåòêàõ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ñîáèðàòåëüíûõ
òðóáîê, ìîæíî ïîëó÷èòü èëè, íàïðîòèâ, èíãèáèðîâàòü
òðàíñëîêàöèþ AQP2 áåç ãîðìîíàëüíîãî âîçäåéñòâèÿ íà
êëåòêè (Tamma et al., 2001).

Â öåëîì, íåñìîòðÿ íà èíòåíñèâíîå èçó÷åíèå â òå÷å-
íèå ïîñëåäíåãî äåñÿòèëåòèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ
ÀÂÏ-èíäóöèðîâàííîé òðàíñëîêàöèè AQP2 è äîñòèãíó-
òûé çíà÷èòåëüíûé ïðîãðåññ (ñì. îáçîðû: Ñíèãèðåâñêàÿ,
Êîìèññàð÷èê, 1999; Klussmann et al., 2000; Nielsen et al.,
2002; Brown, 2003; Noda, Sasaki, 2005), èñ÷åðïûâàþùåé
êàðòèíû äàííîãî ïðîöåññà äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íå ïî-
ëó÷åíî. Â ÷àñòíîñòè, ñëàáî èçó÷åíû ìîëåêóëÿðíûå ìåõà-
íèçìû âçàèìîäåéñòâèé AQP2 ñ àêòèíîâûì öèòîñêåëåòîì
è áåëêè — ó÷àñòíèêè äàííûõ âçàèìîäåéñòâèé.

Ìåòîäè÷åñêèå ñëîæíîñòè è îãðàíè÷åíèÿ, âîçíèêàþ-
ùèå ïðè èññëåäîâàíèè ìåõàíèçìîâ òðàíñïîðòà âîäû â
ïî÷êå æèâîòíûõ, âûçâàëè íåîáõîäèìîñòü âûáîðà áîëåå

111

2 0 0 9 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 51, ¹ 2



óäîáíûõ êóëüòóðàëüíûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ìîäåëåé
îñìîðåãóëèðóþùèõ ýïèòåëèåâ. Òàêèìè ìîäåëÿìè ñòàëè
ïîëó÷åííûå áîëåå 30 ëåò íàçàä êëåòî÷íûå ëèíèè MDCK è
LLC-PK1, ïðîèñõîäÿùèå èç ñîáèðàòåëüíûõ òðóáîê ïî÷-
êè ñîáàêè è ñâèíüè ñîîòâåòñòâåííî. Â ðÿäå ðàáîò óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî ïî âàæíåéøèì ìîðôîôóíêöèîíàëüíûì ïàðà-
ìåòðàì ìîíîñëîè ýòèõ êëåòîê ñõîäíû ñ ýïèòåëèåì ñîáè-
ðàòåëüíûõ òðóáîê ïî÷êè. Äàííûå êëåòî÷íûå ëèíèè â
êîíôëþýíòíîé êóëüòóðå ôîðìèðóþò ïîëÿðèçîâàííûå
ýïèòåëèàëüíûå ñëîè ñ ðàçâèòûìè çîíàìè ìåæêëåòî÷íûõ
êîíòàêòîâ (Hull et al., 1976; Misfeldt et al., 1976; Kreisberg,
Wilson, 1988). Ìîíîñëîè êëåòîê MDCK è LLC-PK1 îáëà-
äàþò âûñîêèì òðàíñýïèòåëèàëüíûì ñîïðîòèâëåíèåì, ÷òî
ÿâëÿåòñÿ ñâîéñòâîì ïëîòíûõ âîäîíåïðîíèöàåìûõ ýïèòå-
ëèåâ (Misfeldt et al., 1976; Handler et al., 1980). Äàííûå
êëåòî÷íûå ëèíèè ýêñïðåññèðóþò ôóíêöèîíàëüíî àêòèâ-
íûå V2-ðåöåïòîðû ê âàçîïðåññèíó (Ehnis et al., 1993; Rob-
ben et al., 2004) è îòâå÷àþò íà âîçäåéñòâèå âàçîïðåññèíà
ïîäúåìîì âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè öÀÌÔ è àêòè-
âàöèåé ÏÊÀ (Rindler et al., 1979; Handler et al., 1980; Mita
et al., 1980; Strewler, 1984).

Â ñîâîêóïíîñòè ïåðå÷èñëåííûå ôàêòû äåëàþò ëèíèè
MDCK è LLC-PK1 öåííûìè ìîäåëüíûìè îáúåêòàìè äëÿ
àíàëèçà ðàçëè÷íûõ àñïåêòîâ êëåòî÷íîãî äåéñòâèÿ ÀÂÏ.
Âìåñòå ñ òåì âûÿñíåíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ àêâàïîðèíîâ â
êëåòêàõ MDCK è LLC-PK1 îòëè÷àåòñÿ îò êëåòîê ñîáèðà-
òåëüíûõ òðóáîê in vivo. Â áàçîëàòåðàëüíûõ ìåìáðàíàõ
êëåòîê MDCK ïðèñóòñòâóåò íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî
AQP3, ïðè÷åì ýêñïðåññèÿ äàííîãî áåëêà ìîæåò áûòü çíà-
÷èòåëüíî óñèëåíà ïîìåùåíèåì êëåòîê â ãèïåðòîíè÷íóþ
ñðåäó (Matsuzaki et al., 2001). Â òî æå âðåìÿ ýêñïðåññèÿ
AQP2 — ãëàâíîé ìèøåíè äåéñòâèÿ ÀÂÏ — â äàííûõ êëå-
òî÷íûõ ëèíèÿõ ïîäàâëåíà (Furuno et al., 1996).

Òàêèì îáðàçîì, êëåòêè MDCK è LLC-PK1 ÿâëÿþòñÿ
âïîëíå àäåêâàòíûìè ìîäåëüíûìè îáúåêòàìè äëÿ èññëåäî-
âàíèÿ âñåõ ýòàïîâ ãèäðîîñìîòè÷åñêîãî îòâåòà (ðåöåïöèÿ,
âíóòðèêëåòî÷íàÿ ñèãíàëèçàöèÿ, èíäóöèðîâàííàÿ âàçîï-
ðåññèíîì ðåîðãàíèçàöèÿ öèòîñêåëåòà, ñòðóêòóðíûå èçìå-
íåíèÿ è òðàíñïîðò âíóòðèêëåòî÷íûõ îðãàíîèäîâ), çà èñê-
ëþ÷åíèåì åãî òåðìèíàëüíîãî çâåíà — òðàíñëîêàöèè
AQP2. Äëÿ íåïîñðåäñòâåííîãî àíàëèçà òðàíñëîêàöèè
AQP2 â íåñêîëüêèõ ëàáîðàòîðèÿõ áûëè ïîëó÷åíû êëåòî÷-
íûå ëèíèè MDCK è LLC-PK1, ñòàáèëüíî òðàíñôèöèðî-
âàííûå ÄÍÊ AQP2 èëè GFP-AQP2 (Katsura et al., 1995;
Deen et al., 1997; Gustafson et al., 1998; Tajika et al., 2004).

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî, âî-ïåðâûõ, ïîëó÷èòü
äîêàçàòåëüñòâà òîãî, ÷òî èìåþùèåñÿ â íàøåì ðàñïîðÿæå-
íèè êëåòêè MDCK ÿâëÿþòñÿ àäåêâàòíîé ìîäåëüþ äëÿ
àíàëèçà êëåòî÷íûõ ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ âàçîïðåññèíà.
Âî-âòîðûõ, áûëà ïîñòàâëåíà çàäà÷à ïðîñëåäèòü èçìåíå-
íèÿ óëüòðàñòðóêòóðû è ðåîðãàíèçàöèþ àêòèíîâîãî öèòî-
ñêåëåòà â êëåòêàõ MDCK ïðè âîçäåéñòâèè íà íèõ ÀÂÏ.
Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ìîðôîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà
ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î ñóùåñòâåííîé ðîëè ñèñòåìû
àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ â êëåòî÷íîì îòâåòå íà âîçäåéñò-
âèå ÀÂÏ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è M D C K áûëè ïîëó÷åíû èç Ðîññèéñêîé êîë-
ëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ è
ñîîòâåòñòâóþò êëåòêàì MDCK American Type Culture Col-
lection, cat. No CCL 34. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ïëàñòè-
êîâûõ ÷àøêàõ Ïåòðè â ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé

50 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà, ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëü-
íîé êîðîâüåé ñûâîðîòêè. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ïðè
37 °Ñ â àòìîñôåðå, ñîäåðæàùåé 5 % ÑÎ2. Äëÿ âñåõ èññëå-
äîâàíèé, âûïîëíåííûõ â äàííîé ðàáîòå, êëåòêè áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû ÷åðåç 4—5 ñóò ïîñëå ïîñåâà, ïðè äîñòèæåíèè
èìè 90—95 % êîíôëþýíòíîñòè.

Â êà÷åñòâå íåãàòèâíîãî êîíòðîëÿ ñïåöèôè÷íîñòè ñâÿ-
çûâàíèÿ ÀÂÏ ñ êëåòêàìè íàìè áûëè èñïîëüçîâàíû êëåò-
êè HeLa, êàê èçâåñòíî, íå ñîäåðæàùèå íà ñâîåé ïîâåðõíî-
ñòè ñïåöèôè÷åñêèõ ðåöåïòîðîâ ê âàçîïðåññèíó. Êëåòêè
HeLa áûëè ïîëó÷åíû èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷-
íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ è êóëüòèâèðîâà-
ëèñü â òîé æå ñðåäå è â òåõ æå óñëîâèÿõ, ÷òî è êëåòêè
MDCK.

Ý ë å ê ò ð î í í î-ì è ê ð î ñ ê î ï è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç
ÀÂÏ-è í ä ó ö è ð î â à í í û õ è ç ì å í å í è é ó ë ü ò ð à-
ñ ò ð ó ê ò ó ð û ê ë å ò î ê M D C K. Äëÿ ýëåêòðîííî-ìèêðî-
ñêîïè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ êëåòêè MDCK áûëè âûðàùå-
íû íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ, ïîìåùåííûõ â 35-ìèëëèìåò-
ðîâûå ïëàñòèêîâûå ÷àøêè Ïåòðè. Êëåòêè èçó÷àëè â êîíò-
ðîëüíûõ óñëîâèÿõ (áåç âîçäåéñòâèÿ ÀÂÏ) è ïîñëå
èíêóáàöèè â ÀÂÏ â òå÷åíèå 20 ìèí. ÀÂÏ áûë äîáàâëåí â
÷àøêè Ïåòðè, ñîäåðæàùèå ýêñïåðèìåíòàëüíûå êëåòêè, â
äåéñòâóþùåé êîíöåíòðàöèè 10–6 Ì.

Ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ êëåòêàìè áûëè ïðåôèêñèðîâàíû
2.5%-íûì ðàñòâîðîì ãëóòàðàëüäåãèäà íà 0.01 Ì ôîñôàò-
íîì áóôåðå, ðÍ 7.4, â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå, òðîåêðàòíî ïðîìûòû ôîñôàòíûì áóôåðîì è ïî-
ñòôèêñèðîâàíû 1%-íûì ðàñòâîðîì OsO4, íà òîì æå áóôå-
ðå ïðè òîé æå òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 1 ÷. Çàòåì êëåòêè íà
ñòåêëàõ áûëè äåãèäðàòèðîâàíû â ñåðèè ðàñòâîðîâ ýòàíîëà
âîçðàñòàþùåé êîíöåíòðàöèè è çàêëþ÷åíû â ýïîêñèäíóþ
ñìîëó Àðàëäèò.

Ïåðåä ïîëó÷åíèåì óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ èçó÷àåìîãî
ìàòåðèàëà ïîêðîâíûå ñòåêëà áûëè óäàëåíû. Îñòàâøèåñÿ
ïîñëå óäàëåíèÿ ñòåêîë áëîêè ïîëèìåðèçîâàííîé ñìîëû
Àðàëäèò ñ ñîäåðæàùèìèñÿ â íèõ êëåòî÷íûìè ñëîÿìè
áûëè ïîðåçàíû íà óëüòðàìèêðîòîìå LKB. Óëüòðàòîíêèå
ñðåçû èññëåäóåìûõ îáðàçöîâ òîëùèíîé äî 800 àíãñòðåì
áûëè ñîáðàíû íà ñåòêè ñ êîëëîäèåâîé ïîäëîæêîé, ïîñëå
÷åãî ñåòêè ñî ñðåçàìè áûëè îòêîíòðàñòèðîâàíû â óðà-
íèë-àöåòàòå è öèòðàòå ñâèíöà è èññëåäîâàíû â ýëåêòðîí-
íîì ìèêðîñêîïå JEM 100U. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ýëåêòðîííûõ
ìèêðîôîòîãðàôèé áûëà èñïîëüçîâàíà ôîòîïëåíêà Camera
2000 (Kodak).

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î-ì è ê ð î ñ ê î ï è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç
ñ â ÿ ç û â à í è ÿ À Â Ï ñ ê ë å ò ê à ì è. Êëåòêè áûëè âûðà-
ùåíû íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ àíàëîãè÷íî ïðåäûäóùåìó
èññëåäîâàíèþ. Â ÷àøêè Ïåòðè, ñîäåðæàùèå ýêñïåðèìåí-
òàëüíûå êëåòêè, áûë äîáàâëåí ÀÂÏ â äåéñòâóþùåé êîí-
öåíòðàöèè 10–6 Ì. Ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ êëåòêàìè ÷åðåç
ðàçëè÷íûå âðåìåíí*ûå èíòåðâàëû âîçäåéñòâèÿ ÀÂÏ (30 ñ,
2, 5, 10 è 15 ìèí) áûëè â òå÷åíèå 10 ìèí çàôèêñèðîâàíû
4%-íûì ðàñòâîðîì ïàðàôîðìàëüäåãèäà íà 0.01 Ì ôîñ-
ôàòíîì áóôåðå, ðÍ 7.4. Â êà÷åñòâå êîíòðîëåé àíàëîãè÷-
íûì îáðàçîì áûëè çàôèêñèðîâàíû ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ
êëåòêàìè MDCK, íå ïîäâåðãàâøèåñÿ èíêóáàöèè ñ âàçîï-
ðåññèíîì, à òàêæå ñòåêëà ñ êëåòêàìè HeLa, èíêóáèðîâàí-
íûå ñ âàçîïðåññèíîì àíàëîãè÷íî êëåòêàì MDCK.

Äëÿ èììóíîäåòåêöèè ñâÿçàííîãî ñ ðåöåïòîðàìè ÀÂÏ
áûëè èñïîëüçîâàíû ïîëèêëîíàëüíûå êðîëè÷üè àíòèòåëà
ïðîòèâ ÀÂÏ. Âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè ñëóæèëè àíòèòåëà
ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà Alexa 488.

Ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ ýêñïåðèìåíòàëüíûìè è êîíòðîëü-
íûìè êëåòêàìè ïîñëå ôèêñàöèè áûëè ïðîìûòû ôîñôàò-
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íûì áóôåðîì è ïðîèíêóáèðîâàíû â ïåðâè÷íûõ àíòèòå-
ëàõ, ðàçâåäåííûõ 1%-íûì ðàñòâîðîì áû÷üåãî ñûâîðîòî÷-
íîãî àëüáóìèíà â ôîñôàòíîì áóôåðå (1 : 50), â òå÷åíèå
1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Çàòåì áûëè ïðîâåäåíû
òðîåêðàòíàÿ ïðîìûâêà ñòåêîë ôîñôàòíûì áóôåðîì è èõ
èíêóáàöèÿ â ðàñòâîðå âòîðè÷íûõ àíòèòåë, ðàçâåäåííûõ
àíàëîãè÷íûì îáðàçîì â ñîîòíîøåíèè 1 : 100, â òå÷åíèå
40 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå ïîâòîðíîé
òðîåêðàòíîé ïðîìûâêè â ôîñôàòíîì áóôåðå ïîêðîâíûå
ñòåêëà ñ êëåòêàìè áûëè çàêëþ÷åíû â ïðåïÿòñòâóþùóþ
ôîòîâûöâåòàíèþ ñðåäó DABCO.

Ôëóîðåñöåíòíûå èçîáðàæåíèÿ èçó÷àåìûõ êëåòîê
áûëè ïîëó÷åíû ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Axioscope Zeiss
(îáúåêòèâ 100�).

Äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè îïûòíûõ è êîíòðîëüíûõ ïðåïàðàòîâ áûëî ïîëó÷å-
íî ïî 30—40 èçîáðàæåíèé êëåòîê â êàæäîì ñëó÷àå, ïðè
ýòîì èñïîëüçîâàííûå íàñòðîéêè ýêñïîçèöèè è ÷óâñòâèòå-
ëüíîñòè öèôðîâîé ôîòîêàìåðû îñòàâàëèñü íåèçìåííûìè
âî âñåõ ñëó÷àÿõ. Â äàëüíåéøåì ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû
Image J (NIH) áûëà ïîëó÷åíà ÷èñëåííàÿ îöåíêà ñðåäíåé
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè çàíÿòîé êëåòêàìè îáëàñòè
íà êàæäîì öèôðîâîì èçîáðàæåíèè, ïðè ýòîì èçîáðàæå-
íèÿ íå ïîäâåðãàëèñü ãðàôè÷åñêîìó ðåäàêòèðîâàíèþ —
äëÿ èñêëþ÷åíèÿ èñêàæåíèé çíà÷åíèé èíòåíñèâíîñòè ôëó-
îðåñöåíöèè. Ñòàòèñòè÷åñêàÿ äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé èí-
òåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ìåæäó îïûòíûìè è êîíò-
ðîëüíûìè ïðåïàðàòàìè áûëà îöåíåíà ñ ïîìîùüþ íåïàð-
íîãî t-òåñòà Ñòüþäåíòà.

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î-ì è ê ð î ñ ê î ï è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç
ð à ñ ï ð å ä å ë å í è ÿ à ê ò è í à â ê ë å ò ê à õ M D C K. Êëåòêè
áûëè âûðàùåíû íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ, àíàëîãè÷íî îïè-
ñàííûì âûøå èññëåäîâàíèÿì. Ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ êëåòêà-
ìè áûëè çàôèêñèðîâàíû â êîíòðîëüíûõ óñëîâèÿõ (áåç
âîçäåéñòâèÿ ÀÂÏ), ÷åðåç 20 ìèí èíêóáàöèè â 10–6 Ì ÀÂÏ
èëè ÷åðåç 20 ìèí èíêóáàöèè â 10–4 Ì ôîðñêîëèíà. Ôèêñà-
öèþ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 10 ìèí 4%-íûì ðàñòâîðîì ïà-
ðàôîðìàëüäåãèäà íà 0.01 Ì ôîñôàòíîì áóôåðå, ðÍ 7.4.
Ïîñëå ôèêñàöèè áûëà âûïîëíåíà ïåðìåàáèëèçàöèÿ ìåìá-
ðàí êëåòîê ïîñðåäñòâîì èõ îáðàáîòêè 0.1%-íûì ðàñòâî-
ðîì Òðèòîíà Õ-100 íà ôîñôàòíîì áóôåðå â òå÷åíèå
5 ìèí. Âèçóàëèçàöèþ àêòèíà â êëåòêàõ îñóùåñòâëÿëè ñ
ïîìîùüþ ðîäàìèí-ôàëëîèäèíà. Ïîñëå ïåðìåàáèëèçàöèè
ñòåêëà ñ êëåòêàìè áûëè â òå÷åíèå 40 ìèí ïðîèíêóáèðîâà-
íû â ðîäàìèí-ôàëëîèäèíå, ðàçâåäåííîì 1%-íûì ðàñòâî-
ðîì áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà â ôîñôàòíîì áó-
ôåðå â ñîîòíîøåíèè 1 : 200, òðîåêðàòíî ïðîìûòû ôîñôàò-
íûì áóôåðîì è çàêëþ÷åíû â ñðåäó DABCO.

Ïðåïàðàòû áûëè èçó÷åíû ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíî-
ãî ìèêðîñêîïà Axioscope Zeiss, ñíàáæåííîãî CÑD-ôîòî-
êàìåðîé, è êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Leica TCS. Âî
ôëóîðåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå Axioscope Zeiss ïðåïàðàòû
àíàëèçèðîâàëè ïîä ìàñëÿíûì èììåðñèîííûì îáúåêòèâîì
100�. Âîçáóæäåíèå ôëóîðåñöåíöèè ðîäàìèí-ôàëëîèäèíà
â ýòîì ñëó÷àå ïðîâîäèëè ñâåòîì ñ äëèíîé âîëíû 540 íì.
Â êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå Leica TCS òàêæå áûë èñ-
ïîëüçîâàí ìàñëÿíûé èììåðñèîííûé îáúåêòèâ 100�. Äëÿ
âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè áûë èñïîëüçîâàí HeNe-ëà-
çåð ñ äëèíîé âîëíû 543 íÌ.

Â êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå áûëè ïîëó÷åíû îäèíî÷-
íûå ñêàíèðîâàííûå èçîáðàæåíèÿ ïðåïàðàòîâ, à òàêæå ñå-
ðèè ïîñëåäîâàòåëüíûõ èçîáðàæåíèé ïî âåðòèêàëüíîé îñè.
Âïîñëåäñòâèè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû LCS Lite èç ýòèõ ñå-
ðèé áûëè ðåêîíñòðóèðîâàíû âåðòèêàëüíûå ñðåçû ìîíî-
ñëîÿ.

Öèôðîâûå èçîáðàæåíèÿ ïðåïàðàòîâ áûëè îòðåäàêòè-
ðîâàíû ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Adobe Photoshop CS2 òà-
êèì îáðàçîì, ÷òîáû ïðè ýòîì íå èñêàçèòü ñîäåðæàùóþñÿ
â íèõ áèîëîãè÷åñêóþ èíôîðìàöèþ.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: ïëàñòèêîâàÿ ïîñó-
äà äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê (NUNC, ÑØÀ); ñðåäà
DMEM, ýìáðèîíàëüíàÿ êîðîâüÿ ñûâîðîòêà è ôîñôàòíûé
áóôåðíûé ðàñòâîð (Áèîëîò, Ðîññèÿ); àðãèíèí-âàçîïðåññèí
è ïîëèêëîíàëüíûå êðîëè÷üè àíòèòåëà ïðîòèâ àðãèíèí-âà-
çîïðåññèíà (ICN Pharmaceuticals, ÑØÀ); ôîðñêîëèí (Sig-
ma, ÑØÀ); ãëóòàðàëüäåãèä (Fluca, ÑØÀ); ïàðàôîðìàëü-
äåãèä (ÒÀÀÂ, Ãåðìàíèÿ); ðîäàìèí-ôàëëîèäèí è âòîðè÷-
íûå àíòèòåëà Alexa 488 antirabbit (Molecular Probes,
ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå èññëåäîâàíèå òîíêîé
ñòðóêòóðû êëåòîê MDCK â êîíòðîëüíûõ óñëîâèÿõ (áåç
âîçäåéñòâèÿ ÀÂÏ) âûÿâèëî, ÷òî êîíôëþýíòíûé ìîíî-
ñëîé MDCK ñîñòîèò èç óïëîùåííûõ ïîëÿðíûõ êëåòîê,
òîëùèíà êîòîðûõ ñîñòàâëÿåò 3—5 ìêì. Àïèêàëüíàÿ ïî-
âåðõíîñòü êëåòîê ñîäåðæèò ìíîãî÷èñëåííûå ìèêðîâîð-
ñèíêè (ðèñ. 1, à). Ìåæäó êëåòêàìè èìåþòñÿ ðàçâèòûå
çîíû ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ — ïëîòíûå, ïðîìåæó-
òî÷íûå êîíòàêòû è äåñìîñîìû (ðèñ. 1. á, â). Â áàçàëüíûõ
÷àñòÿõ êëåòîê ïðèñóòñòâóþò êîíòàêòèðóþùèå äðóã ñ äðó-
ãîì áàçàëüíûå îòðîñòêè öèòîïëàçìû — èíòåðäèãèòàöèè
(ðèñ. 1, â).

Àêòèíîâûå ìèêðîôèëàìåíòû îáíàðóæèâàþòñÿ â êîð-
òèêàëüíîì ñëîå ïîä àïèêàëüíîé ìåìáðàíîé, â àïèêàëü-
íûõ ìèêðîâîðñèíêàõ, â îáëàñòÿõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàê-
òîâ, à òàêæå â âèäå îòäåëüíûõ ïó÷êîâ â öèòîïëàçìå êëå-
òîê (ðèñ. 1, á).

Â öèòîïëàçìå çíà÷èòåëüíî ðàçâèòû ýëåìåíòû àïïàðà-
òà Ãîëüäæè (ðèñ. 2, à, á), ïðåäñòàâëåííûå íåñêîëüêèìè
ñòîïêàìè óïëîùåííûõ öèñòåðí è ìíîãî÷èñëåííûìè âåçè-
êóëàìè ïî èõ ïåðèôåðèè. Ýëåìåíòû àïïàðàòà Ãîëüä-
æè ëîêàëèçîâàíû ïðåèìóùåñòâåííî â íàäúÿäåðíîé çîíå
öèòîïëàçìû. Â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò àïïàðàòà
Ãîëüäæè îáíàðóæèâàþòñÿ ìèêðîòðóáî÷êè (ðèñ. 2, á).

Àíàëèç îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà êëåòîê
MDCK ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîé è ñêàíèðóþùåé êîí-
ôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè âûÿâèë, ÷òî â êëåòêàõ ïðèñóòñò-
âóþò òðè îñíîâíûõ ïóëà àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ. Â àïè-
êàëüíîé îáëàñòè öèòîïëàçìû àêòèí îáíàðóæèâàåòñÿ â
ìèêðîâîðñèíêàõ, à òàêæå â âèäå óìåðåííî ôëóîðåñöèðóþ-
ùåé ñóáìåìáðàííîé ñåòè (ðèñ. 3, à). Â ñðåäíåé çîíå öèòî-
ïëàçìû, íà óðîâíå ÿäåð è âûøå, ïî êëåòî÷íûì ãðàíèöàì
ëîêàëèçîâàí àêòèí, àññîöèèðîâàííûé ñ ìåæêëåòî÷íûìè
êîíòàêòàìè (ðèñ. 3, á). Â áàçàëüíîé çîíå öèòîïëàçìû êëå-
òîê MDCK, êàê ïðàâèëî, èìåþòñÿ ñòðåññ-ôèáðèëëû, àññî-
öèèðîâàííûå ñ ôîêàëüíûìè êîíòàêòàìè (ðèñ. 3, â). Òðè
îñíîâíûõ ïóëà àêòèíà õîðîøî ðàçëè÷èìû òàêæå íà âåðòè-
êàëüíîì ñðåçå ìîíîñëîÿ, ðåêîíñòðóèðîâàííîì èç ñåðèè
ãîðèçîíòàëüíûõ îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ (ðèñ. 3, ã). Â äîïîëíå-
íèå ê âûøåíàçâàííûì ïóëàì ìèêðîôèëàìåíòîâ â íåêîòî-
ðûõ êëåòêàõ íàáëþäàåòñÿ ôîðìèðîâàíèå óïëîùåííûõ ëà-
ìåëëîïîäèé, ñ êîòîðûìè òàêæå àññîöèèðîâàíû àêòèíî-
âûå ôèëàìåíòû (ðèñ. 3, ä). Ïîÿâëåíèå ëàìåëëîïîäèé â
îñíîâíîì ñâîéñòâåííî îäèíî÷íûì êëåòêàì, íàõîäÿùèìñÿ
âíå êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ, õîòÿ è â ñîñòàâå ìîíîñëîÿ
ìîãóò îáíàðóæèâàòüñÿ êëåòêè ñ ëàìåëëîïîäèàëüíîé àê-
òèâíîñòüþ.
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Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîãî ïîäòâåðæäåíèÿ
òîãî, ÷òî ÀÂÏ âîçäåéñòâóåò íà èñïîëüçîâàííûå íàìè
êëåòêè MDCK, ìû ïðîâåëè ôëóîðåñöåíòíî-ìèêðîñêîïè-
÷åñêîå èññëåäîâàíèå ñâÿçûâàíèÿ ÀÂÏ ñ ðåöåïòîðàìè ê
íåìó íà êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè. Îáíàðóæåíî, ÷òî ïðè èí-
êóáàöèè êëåòîê â ÀÂÏ (10–6 Ì) è ïîñëåäóþùåé èììóíî-
äåòåêöèè âàçîïðåññèíà ìå÷åííûé àíòèòåëàìè ÀÂÏ âûÿâ-
ëÿåòñÿ â âèäå íåáîëüøèõ èíòåíñèâíî ôëóîðåñöèðóþùèõ
êëàñòåðîâ ïðåèìóùåñòâåííî íà áàçàëüíîé ïîâåðõíîñòè
êëåòîê (ðèñ. 4, à). Ïîäîáíûå êëàñòåðû íå îáíàðóæèâàþò-
ñÿ â íåãàòèâíûõ êîíòðîëÿõ — ïðè èììóíîöèòîõèìè÷å-
ñêîì îêðàøèâàíèè êëåòîê MDCK, íå èíêóáèðîâàâøèõñÿ
â ÀÂÏ (íå ïîêàçàíî), è ïðè îêðàøèâàíèè èíêóáèðîâàâ-
øèõñÿ â ÀÂÏ êëåòîê HeLa, íå ýêñïðåññèðóþùèõ ñïåöè-
ôè÷åñêèõ ðåöåïòîðîâ ê âàçîïðåññèíó (ðèñ. 4, á).

Ïðîâåäåííûé ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Image J êîëè÷å-
ñòâåííûé ìîðôîìåòðè÷åñêèé àíàëèç äèíàìèêè ñâÿçûâà-
íèÿ ÀÂÏ êëåòêàìè MDCK îáíàðóæèë, ÷òî óæå ÷åðåç 30 ñ
ïîñëå íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà íàáëþäàåòñÿ ðåçêîå óâåëè÷å-
íèå èììóíîôëóîðåñöåíöèè ìå÷åííûõ àíòèòåëàìè êëåòîê
ïî ñðàâíåíèþ ñ ôîíîâîé ôëóîðåñöåíöèåé êîíòðîëüíûõ

(áåç äîáàâëåíèÿ ÀÂÏ) îáðàçöîâ. Íà áîëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ
èíêóáàöèè (2—15 ìèí) êîëè÷åñòâî ñâÿçàííîãî ÀÂÏ íà
ïîâåðõíîñòè êëåòîê ïîñòåïåííî ñíèæàåòñÿ, î÷åâèäíî çà
ñ÷åò èíòåðíàëèçàöèè ëèãàíä-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ
(ðèñ. 5).

Óëüòðàñòðóêòóðíûé àíàëèç êëåòîê MDCK â óñëîâèÿõ
âîçäåéñòâèÿ ÀÂÏ îáíàðóæèë, ÷òî èíêóáàöèÿ êëåòîê â
10–6 Ì ÀÂÏ â òå÷åíèå 20 ìèí âûçûâàåò ðÿä èçìåíåíèé â
èõ òîíêîé îðãàíèçàöèè. Â êîíôëþýíòíîì ìîíîñëîå íà-
áëþäàþòñÿ ðàñøèðåíèå ìåæêëåòî÷íûõ ùåëåé è ðàñõîæ-
äåíèå áàçàëüíûõ èíòåðäèãèòàöèé ñîñåäíèõ êëåòîê (ðèñ. 6,
à, á). Â öèòîïëàçìå êëåòîê ïðîèñõîäÿò ôðàãìåíòàöèÿ àï-
ïàðàòà Ãîëüäæè è âûðàæåííîå íàáóõàíèå öèñòåðí Ãîëü-
äæè (ðèñ. 6, à, á).

Àêòèíîâûé öèòîñêåëåò â çíà÷èòåëüíîé ìåðå äåïîëè-
ìåðèçóåòñÿ. Íà óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ îñîáåííî õîðîøî
ïðîñëåæèâàåòñÿ ñíèæåíèå ïëîòíîñòè ñëîÿ ñóáìåìáðàííî-
ãî àïèêàëüíîãî àêòèíà. Â àïèêàëüíîé çîíå êëåòîê ïó÷êè
àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ ñîõðàíÿþòñÿ òîëüêî â ìèêðîâîð-
ñèíêàõ, à òàêæå â îáëàñòè ïëîòíûõ è ïðîìåæóòî÷íûõ
ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ (ðèñ. 6, â). Â öåëîì â óñëîâèÿõ
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Ðèñ. 1. Óëüòðàñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ ìîíîñëîÿ êëåòîê MDCK â êîíòðîëüíûõ óñëîâèÿõ.

à — îáùèé âèä ìîíîñëîÿ; àï — àïèêàëüíàÿ ïîâåðõíîñòü, ìâ — ìèêðîâîðñèíêè, áëï — áàçîëàòåðàëüíàÿ ïîâåðõíîñòü. á — çîíà ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàê-
òîâ ìåæäó äâóìÿ êëåòêàìè; ïê — ïëîòíûé êîíòàêò, ïðê — ïðîìåæóòî÷íûé êîíòàêò, ä — äåñìîñîìà, ìô — ìèêðîôèëàìåíòû. â — ìåæêëåòî÷íàÿ ùåëü ñ

èíòåðäèãèòàöèÿìè áàçîëàòåðàëüíîé ïîâåðõíîñòè êëåòîê; áè — áàçàëüíûå èíòåðäèãèòàöèè.

Ðèñ. 2. Àïïàðàò Ãîëüäæè â êëåòêàõ MDCK â êîíòðîëüíûõ óñëîâèÿõ.

à — îáùèé âèä àïïàðàòà Ãîëüäæè; ìâ — ìèêðîâîðñèíêè, àÃ — àïïàðàò Ãîëüäæè, ÿ — ÿäðî. á — ìèêðîòðóáî÷êè (ìò) àññîöèèðîâàíû ñ àïïàðàòîì
Ãîëüäæè.



âîçäåéñòâèÿ ÀÂÏ öèòîïëàçìà êëåòîê èìååò çíà÷èòåëüíî
ìåíüøóþ ýëåêòðîííóþ ïëîòíîñòü, ÷åì öèòîïëàçìà êëåòîê
â êîíòðîëüíûõ óñëîâèÿõ.

Äëÿ ôëóîðåñöåíòíî-ìèêðîñêîïè÷åñêîé âèçóàëèçàöèè
àêòèíà ìû âûïîëíèëè 2 ãðóïïû ýêñïåðèìåíòîâ: êëåòêè
MDCK áûëè ïîäâåðãíóòû âîçäåéñòâèþ 10–6 Ì ÀÂÏ è
10–4 Ì ôîðñêîëèíà (àêòèâàòîðà àäåíèëàò-öèêëàçû). Ïðè
îáîèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ âîçäåéñòâèÿõ íà êëåòêè ìå÷å-
íèå èõ àêòèíà ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì äàëî ñõîäíûå ðå-
çóëüòàòû, ïîäòâåðæäàþùèå ðåçóëüòàòû ýëåêòðîííîé ìèê-
ðîñêîïèè.

Ôëóîðåñöåíöèÿ àêòèíà â êëåòêàõ ïîñëå èõ èíêóáàöèè
â ÀÂÏ íàáëþäàåòñÿ â âèäå òî÷å÷íûõ êëàñòåðîâ â àïèêàëü-
íûõ ìèêðîâîðñèíêàõ (ðèñ. 7, à), à òàêæå â çîíàõ ìåæêëå-
òî÷íûõ êîíòàêòîâ — ïî ãðàíèöàì êëåòîê (ðèñ. 7, á). Ïðàê-
òè÷åñêè ïîëíîñòüþ äåïîëèìåðèçóåòñÿ àïèêàëüíàÿ ñóá-
ìåìáðàííàÿ ñåòü àêòèíà (ðèñ. 7, à). Â áîëüøèíñòâå êëåòîê
ìîíîñëîÿ èñ÷åçàþò òàêæå ñòðåññ-ôèáðèëëû áàçàëüíîé öè-

òîïëàçìû (ðèñ. 7, â). Äåïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíà õîðîøî çà-
ìåòíà êàê íà ñåðèéíûõ ãîðèçîíòàëüíûõ îïòè÷åñêèõ
ñðåçàõ (ðèñ. 7, à—â ), òàê è íà ðåêîíñòðóèðîâàííîì ïî ñå-
ðèè ãîðèçîíòàëüíûõ ñðåçîâ âåðòèêàëüíîì ñðåçå (ðèñ. 7, ã).
Â öåëîì íàáëþäàåòñÿ ñóùåñòâåííîå îáùåå ñíèæåíèå èí-
òåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ìå÷åííîãî ðîäàìèí-ôàëëîè-
äèíîì àêòèíà â êëåòêàõ â óñëîâèÿõ âîçäåéñòâèÿ ÀÂÏ ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè (ðèñ. 3, à—ã; 7,
à—ã).

Ñõîäíûå èçìåíåíèÿ — äåïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà — áûëè âûÿâëåíû â êëåòêàõ, èíêóáèðîâàí-
íûõ â 10–4 Ì ôîðñêîëèíà (ðèñ. 3, à—ã; 7, à—ã).

Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ïðè âîçäåéñòâèè ôîðñêî-
ëèíà ìû îáíàðóæèëè áîëåå âûðàæåííóþ äåïîëèìåðèçà-
öèþ F-àêòèíà â êëåòêàõ, ÷åì ïðè âîçäåéñòâèè ÀÂÏ
(ðèñ. 3, à—ã; 7, ä—ç).

Ïðè îáîèõ èñïîëüçîâàííûõ íàìè âîçäåéñòâèÿõ âî
ìíîãèõ êëåòêàõ â áàçàëüíîé îáëàñòè èõ öèòîïëàçìû ñî-
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Ðèñ. 3. Âèçóàëèçàöèÿ àêòèíà ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì â êëåòêàõ MDCK â êîíòðîëüíûõ óñëîâèÿõ.

à—â — ãîðèçîíòàëüíûå îïòè÷åñêèå ñðåçû êëåòêè, ïîëó÷åííûå â êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå, íà óðîâíå åå àïèêàëüíîé (à), ñðåäíåé (á) è áàçàëüíîé (â)
öèòîïëàçìû; à — àêòèí âûÿâëÿåòñÿ â ìèêðîâîðñèíêàõ (ìâ), â îáëàñòè ïëîòíûõ êîíòàêòîâ (ïê) è â âèäå óìåðåííîé ôëóîðåñöåíöèè âñåé àïèêàëüíîé ñóá-
ìåìáðàííîé ñåòè; á — àêòèí âûÿâëÿåòñÿ â îáëàñòè ïðîìåæóòî÷íûõ êîíòàêòîâ (ïðê); â — àêòèí âûÿâëÿåòñÿ â ñòðåññ-ôèáðèëëàõ (ñô), çàêàí÷èâàþùèõñÿ
ôîêàëüíûìè êîíòàêòàìè (ôê). ã — âåðòèêàëüíûé ñðåç (â ïëîñêîñòè ZX) ÷åðåç ìîíîñëîé MDCK, ðåêîíñòðóèðîâàííûé èç ñåðèè ãîðèçîíòàëüíûõ îïòè-
÷åñêèõ ñðåçîâ; ïðîñëåæèâàþòñÿ 3 îñíîâíûõ ïóëà àêòèíà â êëåòêàõ: àïèêàëüíûé àêòèíîâûé ïóë (ààï), àêòèí, àññîöèèðîâàííûé ñ ìåæêëåòî÷íûìè êîí-
òàêòàìè (àìê), è áàçàëüíûé àêòèíîâûé ïóë (áàï). ä — ëàìåëëîïîäèÿ, îáðàçîâàííàÿ êëåòêîé, íå íàõîäÿùåéñÿ â ñîñòàâå ìîíîñëîÿ (ôëóîðåñöåíòíàÿ ìèê-

ðîñêîïèÿ); ë — ëàìåëëîïîäèÿ; àêòèí ëîêàëèçîâàí ïðåèìóùåñòâåííî â îáëàñòè âåäóùåãî êðàÿ (âê) è âîçíèêàþùèõ ôîêàëüíûõ êîìïëåêñàõ (ñòðåëêà).

Ðèñ. 4. Ëîêàëèçàöèÿ ìå÷åííîãî àíòèòåëàìè ÀÂÏ íà áàçàëüíîé ïîâåðõíîñòè êëåòîê ïîñëå èõ èíêóáàöèè â 10–6 Ì ÀÂÏ â òå÷åíèå
30 ñ.

à — êëåòêè MDCK; ñòðåëêè ïîêàçûâàþò êëàñòåðû ìå÷åííîãî àíòèòåëàìè ÀÂÏ; á — êëåòêè HeLa, ÀÂÏ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê îòñóòñòâóåò.



õðàíÿåòñÿ ôîðìèðîâàíèå ëàìåëëîïîäèé. Ìû íå îáíàðó-
æèëè çàìåòíîãî ñíèæåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
ìå÷åíîãî àêòèíà â îáëàñòè âåäóùåãî êðàÿ ëàìåëëîïîäèé
êëåòîê ïðè âîçäåéñòâèè ÀÂÏ (ðèñ. 7, è) èëè ôîðñêîëèíà
(íå ïîêàçàíî) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè
(ðèñ. 3, ä).

Îáñóæäåíèå

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè êëåòêè MDCK íåîäíîêðàòíî
èñïîëüçîâàëèñü â êà÷åñòâå êóëüòóðàëüíîé ìîäåëè äëÿ
èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ âàçîïðåññèíà. Âìåñòå ñ
òåì â ðÿäå ðàáîò áûëî ïîêàçàíî, ÷òî MDCK ïðåäñòàâëÿåò
ñîáîé ãåòåðîãåííóþ êëåòî÷íóþ ëèíèþ, â êîòîðîé ðàçíûå
êëåòêè ìîãóò çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷àòüñÿ ïî ñâîåé ìîðôîëî-
ãèè (Nakazato et al., 1989), íàáîðó ýêñïðåññèðóåìûõ ðå-
öåïòîðîâ (Meier et al., 1983), à ïîëó÷åííûå èç íåå ñóáëè-
íèè — ïî òðàíñýïèòåëèàëüíîìó ýëåêòðè÷åñêîìó ñîïðî-
òèâëåíèþ (Barker, Simmons, 1981; Richardson et al., 1981;
Arthur, 2000). Îñîáåííî âàæíû äàííûå î òîì, ÷òî êëî-
íàëüíûå êëåòî÷íûå ñóáëèíèè, ïîëó÷åííûå èç ðîäèòåëü-
ñêîé ëèíèè MDCK, ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþòñÿ ïî óðîâíþ
âíóòðèêëåòî÷íîé àêêóìóëÿöèè öÀÌÔ â îòâåò íà âîçäåé-

ñòâèå ÀÂÏ, âïëîòü äî ïîëíîãî îòñóòñòâèÿ îòâåòà â îäíîì
èç ñóáêëîíîâ (Nakazato et al., 1989).

Ñ ó÷åòîì âûøåïðèâåäåííûõ ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ
íàì áûëî íåîáõîäèìî ïðîòåñòèðîâàòü èìåþùèåñÿ íåïî-
ñðåäñòâåííî â íàøåì ðàñïîðÿæåíèè êëåòêè íà ïðåäìåò èõ
ïðèãîäíîñòè â êà÷åñòâå ìîäåëüíîãî îáúåêòà äëÿ àíàëèçà
êëåòî÷íûõ ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ âàçîïðåññèíà. Ñ ýòîé
öåëüþ ìû, âî-ïåðâûõ, ïðîâåëè ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè-
÷åñêèé àíàëèç îðãàíèçàöèè ìîíîñëîÿ MDCK è, âî-âòî-
ðûõ, èçó÷èëè äèíàìèêó ñâÿçûâàíèÿ ÀÂÏ ñî ñïåöèôè÷å-
ñêèìè ðåöåïòîðàìè íà áàçîëàòåðàëüíîé ìåìáðàíå êëåòîê.

Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû äîêàçûâàþò, ÷òî èìåþ-
ùèåñÿ ó íàñ êëåòêè ôîðìèðóþò ïîëÿðèçîâàííûé ýïèòåëè-
àëüíûé ìîíîñëîé ñ õîðîøî ñôîðìèðîâàííûìè çîíàìè
ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ è ìîðôîëîãè÷åñêè ðàçëè÷àåìû-
ìè àïèêàëüíîé è áàçîëàòåðàëüíîé ïîâåðõíîñòÿìè. Ýòè
äàííûå ïîäòâåðæäàþò îïóáëèêîâàííûå íàáëþäåíèÿ (Hull
et al., 1976; Misfeldt et al., 1976; Kreisberg, Wilson, 1988).
Òîëùèíà ìîíîñëîÿ íåâåëèêà — 3—5 ìêì, ÷òî ñîîòâåò-
ñòâóåò ðàíåå ñäåëàííîìó îïèñàíèþ ëèíèè 1 MDCK. Ëè-
íèÿ 1 MDCK ïðåäñòàâëåíà óïëîùåííûìè êëåòêàìè,
ôîðìèðóþùèìè ôóíêöèîíàëüíî ïëîòíûé ýïèòåëèé ñ âû-
ñîêèì òðàíñýïèòåëèàëüíûì ñîïðîòèâëåíèåì (Barker, Sim-
mons, 1981; Richardson et al., 1981).

Äàëåå â íàøåé ðàáîòå ìû ïîäòâåðäèëè, ÷òî ÀÂÏ ýô-
ôåêòèâíî ñâÿçûâàåòñÿ ñ ïîâåðõíîñòüþ êëåòîê MDCK. Ýòî
ñâÿçûâàíèå íîñèò õàðàêòåð ñïåöèôè÷åñêîãî ëèãàíä-ðå-
öåïòîðíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ, ïîñêîëüêó, âî-ïåðâûõ, ÀÂÏ
íå áûë îáíàðóæåí íàìè â íåãàòèâíîì êîíòðîëå — íà ïî-
âåðõíîñòè èíêóáèðîâàííûõ â ÀÂÏ êëåòîê HeLa, íå ýêñï-
ðåññèðóþùèõ ðåöåïòîðû ê âàçîïðåññèíó. Âî-âòîðûõ, ÷å-
ðåç 15 ìèí èíêóáàöèè êëåòîê MDCK ñ ÀÂÏ ïðîèñõîäèò
åãî èñ÷åçíîâåíèå ñ áàçîëàòåðàëüíîé êëåòî÷íîé ïîâåðõíî-
ñòè, ÷òî îáúÿñíÿåòñÿ, ïî íàøåìó ìíåíèþ, èíòåðíàëèçà-
öèåé ëèãàíä-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ. Ýòî íàáëþäåíèå
ñîâïàäàåò ñ îïóáëèêîâàííûìè â ëèòåðàòóðå ðåçóëüòàòà-
ìè, ïîëó÷åííûìè íà êëåòêàõ MDCK, òðàíñôèöèðîâàííûõ
V2-GFP-ðåöåïòîðîì, ñîãëàñíî êîòîðûõ âîçäåéñòâèå
10–6 Ì ÀÂÏ â òå÷åíèå 1 ÷ ïðèâîäèò ê èíòåðíàëèçàöèè áî-
ëåå 85 % âñåõ V2-GFP-ðåöåïòîðîâ ñ êëåòî÷íîé ïîâåðõíî-
ñòè (Robben et al., 2004).

Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîëó÷èëè ïîäòâåðæäåíèå òîìó,
÷òî èìåþùèåñÿ â íàøåì ðàñïîðÿæåíèè êëåòêè MDCK ìî-
ãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå àäåêâàòíîãî îáúåêòà
äëÿ èññëåäîâàíèÿ êëåòî÷íûõ ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ ÀÂÏ.
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Ðèñ. 5. Äèíàìèêà ñâÿçûâàíèÿ ÀÂÏ êëåòêàìè MDCK.

Ïîêàçàíû äîâåðèòåëüíûå èíòåðâàëû ñðåäíèõ çíà÷åíèé (Ð < 0.05). Çâåç-
äî÷êè — ðàçëè÷èå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ìå÷åííîãî àíòèòåëà-
ìè ÀÂÏ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê íà äàííîì ñðîêå åãî äåéñòâèÿ è ôîíî-
âîé ôëóîðåñöåíöèè (òî÷êà 0 íà äèàãðàììå) ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíî

ïðè Ð < 0.05.

Ðèñ. 6. Èçìåíåíèÿ óëüòðàñòðóêòóðû êëåòîê MDCK ïðè âîçäåéñòâèè ÀÂÏ.

à, á — ôðàãìåíòàöèÿ àïïàðàòà Ãîëüäæè, íàáóõàíèå öèñòåðí Ãîëüäæè è ðàñøèðåíèå ìåæêëåòî÷íûõ ùåëåé; ñòðåëêè ïîêàçûâàþò íàáóõøèå öèñòåðíû
àïïàðàòà Ãîëüäæè, ãîëîâêè ñòðåëîê — ðàñøèðåííûå ìåæêëåòî÷íûå ùåëè. â — óìåíüøåíèå ïëîòíîñòè ñëîÿ àïèêàëüíîãî ñóáìåìáðàííîãî àêòèíà.

Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî íà ðèñ. 1 è 2.



Ïðîâåäåííûé íàìè ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç âûÿâèë,
÷òî âîçäåéñòâèå ÀÂÏ âûçûâàåò çàìåòíóþ ðåîðãàíèçàöèþ
óëüòðàñòðóêòóðû êëåòîê MDCK, íàèáîëüøèå èçìåíåíèÿ
ïðè ýòîì ïðåòåðïåâàþò àïïàðàò Ãîëüäæè è àêòèíîâûé öè-
òîñêåëåò êëåòîê.

Â óñëîâèÿõ âîçäåéñòâèÿ ÀÂÏ ìû îáíàðóæèëè çàìåò-
íóþ ôðàãìåíòàöèþ àïïàðàòà Ãîëüäæè. Öèñòåðíû àïïàðà-
òà Ãîëüäæè ïðè ýòîì çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàþòñÿ â îáúå-
ìå, çàïîëíÿÿñü ýëåêòðîííî-ïðîçðà÷íûì ñîäåðæèìûì. Îò-

ìå÷åíî òàêæå ðàñøèðåíèå ìåæêëåòî÷íûõ ùåëåé â ýïèòå-
ëèè. Ïî íàøåìó ìíåíèþ, ïðè÷èíîé óêàçàííûõ èçìåíåíèé
â óñëîâèÿõ âîçäåéñòâèÿ ÀÂÏ ÿâëÿåòñÿ ïîñòóïëåíèå âîäû
â öèòîïëàçìó êëåòîê è â áàçîëàòåðàëüíûå ìåæêëåòî÷íûå
ùåëè. Óæå â ïåðâûõ ðàáîòàõ íà êëåòêàõ MDCK áûëî ïðî-
äåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ìîíîñëîé MDCK ñïîñîáåí îñóùå-
ñòâëÿòü òðàíñïîðò æèäêîñòè ñ àïèêàëüíîé íà áàçàëüíóþ
ïîâåðõíîñòü (Leighton et al., 1969; Misfeldt et al., 1976).
Ìîðôîëîãè÷åñêè ýòîò òðàíñïîðò âûðàæàåòñÿ â ôîðìèðî-

Ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ êëåòîê MDCK, èíäóöèðîâàííûå àðãèíèí-âàçîïðåññèíîì 117

Ðèñ. 7. Âèçóàëèçàöèÿ àêòèíà ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì â êëåòêàõ MDCK â óñëîâèÿõ âîçäåéñòâèÿ ÀÂÏ (à—ã) èëè ôîðñêîëèíà (ä—ç).

à—â, ä—æ — ãîðèçîíòàëüíûå îïòè÷åñêèå ñðåçû êëåòîê, ïîëó÷åííûå â êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå íà óðîâíå èõ àïèêàëüíîé (à, ä), ñðåäíåé (á, å) è áà-
çàëüíîé (â, æ) öèòîïëàçìû. à, ä — àêòèí âûÿâëÿåòñÿ â ìèêðîâîðñèíêàõ (ìâ) è â îáëàñòè ïëîòíûõ êîíòàêòîâ (ïê ); ñóáìåìáðàííàÿ àïèêàëüíàÿ ñåòü äåïî-
ëèìåðèçîâàíà (ñð. ñ ðèñ. 3, à). á, å — àêòèí âûÿâëÿåòñÿ â îáëàñòè ïðîìåæóòî÷íûõ êîíòàêòîâ (ïðê). â, æ — àêòèí â ñòðåññ-ôèáðèëëàõ çíà÷èòåëüíî äåïî-
ëèìåðèçîâàí (ñð. ñ ðèñ. 3, â). ã, ç — âåðòèêàëüíûå ñðåçû (â ïëîñêîñòè XZ) ÷åðåç ìîíîñëîè MDCK, ðåêîíñòðóèðîâàííûå èç ñåðèé ãîðèçîíòàëüíûõ îïòè-
÷åñêèõ ñðåçîâ. Ïðîñëåæèâàåòñÿ äåïîëèìåðèçàöèÿ àïèêàëüíîãî ïóëà è áàçàëüíîãî ïóëà ìèêðîôèëàìåíòîâ ïðè ñîõðàíåíèè àêòèíà, àññîöèèðîâàííîãî ñ
ìåæêëåòî÷íûìè êîíòàêòàìè (ñð. ñ ðèñ. 3, ã). Âèäíî, ÷òî äåïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíà â êëåòêàõ ïðè âîçäåéñòâèè ôîðñêîëèíà âûðàæåíà ñèëüíåå, ÷åì ïðè
âîçäåéñòâèè ÀÂÏ (ñð. à—ã è ä—ç). è — ëàìåëëîïîäèÿ, îáðàçîâàííàÿ êëåòêîé â ñîñòàâå ìîíîñëîÿ â óñëîâèÿõ âîçäåéñòâèÿ ÀÂÏ (ôëóîðåñöåíòíàÿ ìèêðî-

ñêîïèÿ). Ñîõðàíÿåòñÿ ôëóîðåñöåíöèÿ àêòèíà â îáëàñòè âåäóùåãî êðàÿ (ñð. ñ ðèñ. 3, ä). Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 3.



âàíèè áëèñòåðîâ — çàïîëíåííûõ æèäêîñòüþ êóïîëîîá-
ðàçíûõ ó÷àñòêîâ ìîíîñëîÿ, ëîêàëüíî îòõîäÿùèõ îò ñóáñò-
ðàòà. Âîçäåéñòâèå ÀÂÏ óñèëèâàåò òðàíñýïèòåëèàëüíûé
òðàíñïîðò æèäêîñòè è ñóùåñòâåííî ïîâûøàåò èíòåíñèâ-
íîñòü ôîðìèðîâàíèÿ áëèñòåðîâ êóëüòóðîé MDCK (Lever,
1979). Â ðàííèõ ðàáîòàõ óñòàíîâëåíî òàêæå, ÷òî äâèæó-
ùåé ñèëîé äëÿ âîçíèêíîâåíèÿ âîäíîãî ïîòîêà ÷åðåç ìîíî-
ñëîé MDCK ÿâëÿåòñÿ ÀÂÏ-èíäóöèðîâàííûé òîê èîíîâ
íàòðèÿ â àïèêàëüíî-áàçàëüíîì íàïðàâëåíèè (Saier, 1981;
Simmons, 1982). Ïîçäíåå áûëî âûÿñíåíî, ÷òî â êëåòêàõ
MDCK, êàê è â äðóãèõ ïëîòíûõ ÀÂÏ-÷óâñòâèòåëüíûõ
ýïèòåëèÿõ, âàçîïðåññèí àêòèâèðóåò ðåàáñîðáöèþ íàòðèÿ
÷åðåç àìèëîðèä-÷óâñòâèòåëüíûå íàòðèåâûå êàíàëû â àïè-
êàëüíîé ìåìáðàíå (Schafer, Hawk, 1992; Blazer-Yost et al.,
1996; Lahr et al., 2000) ïðè åãî ïîñëåäóþùåì âûáðîñå
èç êëåòîê Na+, K+-ÀÒÔàçîé ÷åðåç áàçîëàòåðàëüíóþ ìåìá-
ðàíó (Kennedy, Lever, 1984; Reznik et al., 1985). Ñëåäîâà-
òåëüíî, õîòÿ â íàøåé ðàáîòå ìû ýêñïåðèìåíòàëüíî íå ñî-
çäàâàëè òðàíñýïèòåëèàëüíûé îñìîòè÷åñêèé ãðàäèåíò, îí
âîçíèêàåò ñàìîïðîèçâîëüíî â ðåçóëüòàòå ÀÂÏ-èíäóöèðî-
âàííîé ðåàáñîðáöèè èîíîâ íàòðèÿ. Íåñìîòðÿ íà îòñóòñò-
âèå çàìåòíîãî óðîâíÿ ýêñïðåññèè AQP2 â êëåòêàõ MDCK
(Furuno et al., 1996), âîäíàÿ ïðîíèöàåìîñòü èõ àïèêàëüíîé
ìåìáðàíû, òåì íå ìåíåå, äîñòàòî÷íà äëÿ îòìå÷åííîãî
íàìè ïîñòóïëåíèÿ âîäû â öèñòåðíû àïïàðàòà Ãîëüäæè è
ìåæêëåòî÷íûå ùåëè ïî îñìîòè÷åñêîìó ãðàäèåíòó. Â ìî-
íîñëîå MDCK, êàê è â äðóãèõ èññëåäîâàíèÿõ ÀÂÏ-÷óâñò-
âèòåëüíûõ ïëîòíûõ ýïèòåëèÿõ, âîäíûé ïîòîê, î÷åâèäíî,
îñóùåñòâëÿåòñÿ òðàíñöåëëþëÿðíî. Îá ýòîì ñâèäåòåëüñò-
âóþò èìåþùèåñÿ â ëèòåðàòóðå äàííûå î êðàéíå íèçêîé,
áëèçêîé ê íóëþ âîäíîé ïðîíèöàåìîñòè ïëîòíûõ êîíòàê-
òîâ ìåæäó êëåòêàìè MDCK (Kovbasnjuk et al., 1998). Ýòè
äàííûå áûëè ïîëó÷åíû àâòîðàìè ñ ïîìîùüþ íàáëþäåíèÿ
çà ââåäåííûìè â ëàòåðàëüíûå ìåæêëåòî÷íûå ùåëè ôëóî-
ðåñöåíòíûìè ìàðêåðàìè.

Â ñâÿçè ñ îðãàíèçàöèåé àïèêàëüíîé ìåìáðàíû êëåòîê
MDCK áîëüøîé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò îïóáëèêîâàííûå
ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðèæèçíåí-
íîãî ôëóîðåñöåíòíîãî ìå÷åíèÿ ëèïèäîâ (Giocondi et al.,
1990). Àâòîðû ðàáîòû îòìåòèëè ÀÂÏ-çàâèñèìûå èçìåíå-
íèÿ â îðãàíèçàöèè ëèïèäíîãî áèñëîÿ è óâåëè÷åíèå «òåêó-
÷åñòè» àïèêàëüíîé ìåìáðàíû êëåòîê MDCK. Â ðàáîòå íà-
øåé ëàáîðàòîðèè, âûïîëíåííîé íà ìî÷åâîì ïóçûðå àìôè-
áèé, òàêæå áûëî îòìå÷åíî èçìåíåíèå îðãàíèçàöèè
ëèïèäíîãî áèñëîÿ àïèêàëüíîé ìåìáðàíû ýïèòåëèîöèòîâ.
Ìû îáíàðóæèëè ïåðåðàñïðåäåëåíèå õîëåñòåðèíà ìåæäó
ìîíîñëîÿìè ìåìáðàíû ïðè âîçäåéñòâèè ÀÂÏ (Êåâåð è
äð., 1988). Â öåëîì, ïî-âèäèìîìó, ýòè ÀÂÏ-çàâèñèìûå èç-
ìåíåíèÿ ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ àïèêàëüíîé ìåìáðà-
íû ñóùåñòâåííû äëÿ åå âîäíîé ïðîíèöàåìîñòè. Â ñîáèðà-
òåëüíûõ òðóáêàõ ïî÷êè îíè, î÷åâèäíî, âíîñÿò ñâîé âêëàä
â ïîÿâëåíèå òðàíñýïèòåëèàëüíîãî âîäíîãî ïîòîêà íàðÿäó
ñ òðàíñëîêàöèåé AQP2.

Íóæíî îòìåòèòü, ÷òî ÀÂÏ-èíäóöèðîâàííûå ñòðóê-
òóðíûå èçìåíåíèÿ àïïàðàòà Ãîëüäæè, ñõîäíûå ñ îïèñàí-
íûìè â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè, áûëè ðàíåå îõàðàêòåðè-
çîâàíû â íàøèõ ðàáîòàõ, âûïîëíåííûõ íà äðóãîì âàçîï-
ðåññèí-÷óâñòâèòåëüíîì ýïèòåëèè — ìî÷åâîì ïóçûðå
àìôèáèé (Ñíèãèðåâñêàÿ, Êîìèññàð÷èê, 1988; Komissar-
chik et al., 1998; Snigirevskaya, Komissarchik, 2000). Â
ñâîåì êðàéíåì âûðàæåíèè, ïðè áîëüøèõ âåëè÷èíàõ
òðàíñýïèòåëèàëüíîãî âîäíîãî ïîòîêà, ðåîðãàíèçàöèÿ àï-
ïàðàòà Ãîëüäæè êëåòîê ìî÷åâîãî ïóçûðÿ àìôèáèé ïðèâî-
äèò ê âîçíèêíîâåíèþ îãðîìíûõ âàêóîëåé, ñîäåðæàùèõ
âîäó è çàïîëíÿþùèõ çíà÷èòåëüíûé îáúåì öèòîïëàçìû

(Komissarchik et al., 1985; Komissarchik, Snigirevskaya,
2002). Òàêèì îáðàçîì, â óñëîâèÿõ âîçäåéñòâèÿ ÀÂÏ íà-
áëþäàþòñÿ ñõîäíûå óëüòðàñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ àïïà-
ðàòà Ãîëüäæè â äâóõ ÀÂÏ-÷óâñòâèòåëüíûõ ýïèòåëèÿõ,
÷òî, î÷åâèäíî, âûçâàíî ôóíêöèîíàëüíîé íåîáõîäèìîñòüþ
ýôôåêòèâíîé âíóòðèêëåòî÷íîé îñìîðåãóëÿöèè â îáîèõ
ñëó÷àÿõ.

Ñ ïîìîùüþ èñïîëüçîâàíèÿ äâóõ ìåòîäè÷åñêèõ ïîäõî-
äîâ — ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè è ìå÷åíèÿ àêòèíà ðîäà-
ìèí-ôàëëîèäèíîì — ìû âïåðâûå óñòàíîâèëè, ÷òî âîç-
äåéñòâèå ÀÂÏ âûçûâàåò ñóùåñòâåííóþ äåïîëèìåðèçà-
öèþ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà êëåòîê MDCK. Äàííàÿ
ÀÂÏ-÷óâñòâèòåëüíàÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ äî íàñòîÿùåãî âðå-
ìåíè íå èçó÷àëàñü â ýòîì îòíîøåíèè, õîòÿ íà íåñêîëüêèõ
äðóãèõ ÀÂÏ-÷óâñòâèòåëüíûõ ýïèòåëèÿõ in vivo è in vitro
áûëè ïîëó÷åíû ñõîäíûå ðåçóëüòàòû (Ding et al., 1991;
Hays et al., 1993; Simon et al., 1993; Ãîðøêîâ, Êîìèññàð-
÷èê, 1997; Klussmann et al., 2001).

Ñîãëàñíî ïðèíÿòîé òî÷êå çðåíèÿ, ôóíêöèîíàëüíàÿ
ðîëü äåïîëèìåðèçàöèè àêòèíà â êëåòêàõ âàçîïðåññèí-÷óâ-
ñòâèòåëüíûõ ýïèòåëèåâ ïðè âîçäåéñòâèè ÀÂÏ ñîñòîèò â
îáëåã÷åíèè ôèçè÷åñêîãî êîíòàêòà öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
âåçèêóë, íåñóùèõ âîäíûå êàíàëû â ñâîåé ìåìáðàíå, ñ
àïèêàëüíîé ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé. Àêòèíîâûé öè-
òîñêåëåò ýïèòåëèîöèòîâ, â îñîáåííîñòè åãî àïèêàëüíûé
ñóáìåìáðàííûé êîìïîíåíò, ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê ìåõàíè-
÷åñêèé áàðüåð, ïðåïÿòñòâóþùèé ñëèÿíèþ ìåìáðàí âåçè-
êóë — öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ äåïî âîäíûõ êàíàëîâ — ñ
àïèêàëüíîé ìåìáðàíîé (Hays et al., 1993; Êîìèññàð÷èê è
äð., 1996). Â äîïîëíåíèå ê áàðüåðíîé ôóíêöèè ïðåäïîëà-
ãàåòñÿ òàêæå, ÷òî àêòèí ìîæåò èãðàòü è àêòèâíóþ ðîëü â
ïðîöåññàõ òðàíñïîðòà è(èëè) âñòðàèâàíèÿ âîäíûõ êàíà-
ëîâ â ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó (Noda, Sasaki, 2007). Ñî-
ãëàñíî íåäàâíî îïóáëèêîâàííûì äàííûì, AQP2 àññîöèè-
ðîâàí ñ ìóëüòèáåëêîâûì ìîòîðíûì êîìïëåêñîì, â ñîñ-
òàâå êîòîðîãî èäåíòèôèöèðîâàíû àêòèí, ëåãêàÿ öåïü
ìèîçèíà, àëüôà-àêòèíèí, ãåëüçîëèí è ðÿä äðóãèõ àêòèí-
ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ (Noda et al., 2005). Èçâåñòíî òàêæå,
÷òî èíäóöèðîâàííàÿ âàçîïðåññèíîì ðåîðãàíèçàöèÿ àïè-
êàëüíîãî ñóáìåìáðàííîãî àêòèíà â êëåòêàõ CD8, ïîëó-
÷åííûõ èç ñîáèðàòåëüíûõ òðóáîê ïî÷êè êðîëèêà, ïðîèñ-
õîäèò ñ ó÷àñòèåì ëèíêåðíûõ áåëêîâ ñåìåéñòâà ERM (ýç-
ðèí-ðàäèêñèí-ìîýçèí) (Tamma et al., 2005).

Êàêèì èìåííî îáðàçîì çàïóñêàåìûé V2-ðåöåïòîðàìè
âíóòðèêëåòî÷íûé ñèãíàëèíã ïðèâîäèò ê ðåîðãàíèçàöèè
àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà êëåòîê ÀÂÏ-÷óâñòâèòåëüíûõ
ýïèòåëèåâ, âî ìíîãîì îñòàåòñÿ íåâûÿñíåííûì. Ïî îïóá-
ëèêîâàííûì äàííûì, â êëåòêàõ äðóãèõ òèïîâ àêòèâèðî-
âàííàÿ ÏÊÀ ôîñôîðèëèðóåò ïî ñåðèíó 188 ìàëóþ ÃÒÔà-
çó Rho, òåì ñàìûì èíãèáèðóÿ åå àêòèâíîñòü (Forget et al.,
2002). Êàê èçâåñòíî, àêòèâíàÿ ÃÒÔ-ñâÿçàííàÿ Rho ÿâëÿåò-
ñÿ îäíèì èç êëþ÷åâûõ ðåãóëÿòîðîâ ïîëèìåðèçàöèè àêòè-
íà, ãëàâíûì îáðàçîì ñáîðêè ñòðåññ-ôèáðèëë â êëåòêå, â
òî âðåìÿ êàê ïîäàâëåíèå åå àêòèâíîñòè ïðèâîäèò ê äåïî-
ëèìåðèçàöèè ñòðåññ-ôèáðèëë (Ridley, Hall, 1992). Óñòà-
íîâëåíî, ÷òî â âàçîïðåññèí-÷óâñòâèòåëüíûõ êëåòêàõ ëè-
íèè CD8 äåéñòâèòåëüíî íàáëþäàåòñÿ ñíèæåíèå óðîâíÿ
àêòèâíîñòè Rho ïðè âîçäåéñòâèè íà íèõ ôîðñêîëèíà
(Tamma et al., 2003). Òàêèì îáðàçîì, èäåÿ î ñóùåñòâîâà-
íèè âûøåîïèñàííîãî ïóòè âíóòðèêëåòî÷íîé ñèãíàëèçà-
öèè ïðè ïðîâåäåíèè ñèãíàëà îò V2-ðåöåïòîðîâ íà àêòèíî-
âûé öèòîñêåëåò âàçîïðåññèí-÷óâñòâèòåëüíûõ êëåòîê
âïîëíå îáîñíîâàííà.

Êîñâåííûì ïîäòâåðæäåíèåì âûøåóïîìÿíóòîãî ïðåä-
ïîëîæåíèÿ ÿâëÿåòñÿ íàøå íàáëþäåíèå, êàñàþùååñÿ ñî-
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õðàíåíèÿ ôîðìèðîâàíèÿ ëàìåëëîïîäèé êëåòêàìè MDCK
ïðè âîçäåéñòâèè íà íèõ âàçîïðåññèíà. Ôîðìèðîâàíèå ëà-
ìåëëîïîäèé íàõîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì äðóãîé ìàëîé
ÃÒÔàçû — Rac (Ridley et al., 1992), èìåþùåé äðóãèå ôàê-
òîðû àêòèâàöèè è ìèøåíè äåéñòâèÿ, ÷åì Rho. Î÷åâèäíî,
â óñëîâèÿõ âîçäåéñòâèÿ âàçîïðåññèíà àêòèâèðîâàííàÿ
ÏÊÀ ôîñôîðèëèðóåò Rho, èíãèáèðóÿ åå àêòèâíîñòü, è â
òî æå âðåìÿ íå îêàçûâàåò äåéñòâèÿ íà Rac. Â ðåçóëüòàòå
ýòîãî êëåòêè òåðÿþò çíà÷èòåëüíóþ ÷àñòü ñòðåññ-ôèáðèëë,
íî ñîõðàíÿþò ñïîñîáíîñòü ê ôîðìèðîâàíèþ ëàìåëëî-
ïîäèé.

Ïðè àíàëèçå ðåîðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà
êëåòîê MDCK ìû èñïîëüçîâàëè äëÿ âîçäåéñòâèÿ íà êëåò-
êè äâà àãåíòà: ÀÂÏ è àêòèâàòîð àäåíèëàò-öèêëàçû ôîð-
ñêîëèí. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ áûëè ïîëó÷åíû ïðèíöèïèàëüíî
ñõîäíûå ðåçóëüòàòû, õîòÿ âîçäåéñòâèå ôîðñêîëèíà âûçû-
âàåò çíà÷èòåëüíî áîëåå ãëóáîêóþ äåïîëèìåðèçàöèþ àêòè-
íà, ÷åì âîçäåéñòâèå ÀÂÏ. Íàáëþäàåìîå êîëè÷åñòâåííîå
ðàçëè÷èå â óðîâíå äåïîëèìåðèçàöèè àêòèíà ñâÿçàíî, î÷å-
âèäíî, ñ òåì, ÷òî ôîðñêîëèí àêòèâèðóåò àäåíèëàò-öèêëàçó
íàïðÿìóþ, ïóòåì íåïîñðåäñòâåííîãî ñâÿçûâàíèÿ ñ íåé
(Seamon, Daly, 1981), â òî âðåìÿ êàê êëåòî÷íîå äåéñòâèå
ÀÂÏ îïîñðåäóåòñÿ V2-ðåöåïòîðàìè è ñòèìóëèðóþùèì
G-áåëêîì. Ýòî íåèçáåæíî íàêëàäûâàåò îãðàíè÷åíèÿ, ñâÿ-
çàííûå ñ óðîâíåì ýêñïðåññèè V2-ðåöåïòîðîâ êëåòêàìè, à
òàêæå ñ âîçìîæíîñòüþ äîñòóïà ìîëåêóë ÀÂÏ ê ðåöåïòî-
ðàì â êëåòî÷íîì ìîíîñëîå.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ãîâîðÿò
îá ÀÂÏ-èíäóöèðîâàííûõ èçìåíåíèÿõ â àïïàðàòå Ãîëü-
äæè êëåòîê MDCK, ñâÿçàííûõ ñ ïîÿâëåíèåì âîäíîãî ïî-
òîêà ÷åðåç èõ öèòîïëàçìó, è î ñóùåñòâåííîé äåïîëèìåðè-
çàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà êëåòîê â óñëîâèÿõ âîçäåé-
ñòâèÿ ÀÂÏ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48281).

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Ãîðøêîâ À. Í., Êîìèññàð÷èê ß. Þ. 1997. Ñòðóêòóðíûå ïå-
ðåñòðîéêè ìèêðîôèëàìåíòîâ â ãðàíóëÿðíûõ êëåòêàõ ìî÷åâîãî
ïóçûðÿ ëÿãóøêè ïðè èíäóêöèè âîäíîãî òðàíñïîðòà: ôëóîðåñ-
öåíòíî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå, èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå è ýëåêò-
ðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå èññëåäîâàíèå. Öèòîëîãèÿ. 39 (11) :
1032—1037.

Êåâåð Ë. Â., Êîìèññàð÷èê ß. Þ., Êîðîëåâ Å. Â. 1988. Ëîêà-
ëèçàöèÿ õîëåñòåðèíà â ìåìáðàíàõ ãðàíóëÿðíûõ êëåòîê ýïèòå-
ëèÿ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ëÿãóøêè ïðè ñòèìóëèðîâàííîì òðàíñïîð-
òå âîäû. Öèòîëîãèÿ. 30 (5) : 524—531.

Êîìèññàð÷èê ß. Þ., Ìàêàðåíêîâà Å. È., Ñíèãèðåâ-
ñêàÿ Å. Ñ., Øàõìàòîâà Å. È., Áðóäíàÿ Ì. Ñ., Íàòî÷èí Þ. Â.
1996. Èññëåäîâàíèå óëüòðàñòðóêòóðû àïèêàëüíîãî öèòîñêåëåòà
êëåòîê ýïèòåëèÿ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ëÿãóøêè ïðè ÀÄÃ-çàâèñè-
ìîì è ÀÄÃ-íåçàâèñèìîì óâåëè÷åíèè âîäíîé ïðîíèöàåìîñòè.
Öèòîëîãèÿ. 38 (9) : 927—933.

Íàòî÷èí Þ. Â. 1994. Ìîëåêóëÿðíàÿ ôèçèîëîãèÿ ïî÷êè è
ìåõàíèçìû èíòåãðàöèè åå ôóíêöèé. Ôèçèîë. æóðí. èì.
È. Ì. Ñå÷åíîâà. 80 (7) : 42—54.

Ñíèãèðåâñêàÿ Å. Ñ., Êîìèññàð÷èê ß. Þ. 1988. Ïåðåñòðîéêà
àïïàðàòà Ãîëüäæè ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ëÿ-
ãóøêè ïðè ñòèìóëÿöèè òðàíñïîðòà âîäû àíòèäèóðåòè÷åñêèì
ãîðìîíîì. Öèòîëîãèÿ. 30 (2) : 163—169.

Ñíèãèðåâñêàÿ Å. Ñ., Êîìèññàð÷èê ß. Þ. 1999. Àêâàïîðèíû
ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê. Öèòîëîãèÿ.
41 (10) : 864—870.

Arthur J. 2000. The MDCK cell line is made up of populations
of cells with diverse resistive and transport properties. Tissue Cell.
32 : 446—450.

Barker G., Simmons N. 1981. Identification of two strains of
cultured canine renal epithelial cells (MDCK cells) which display
entirely different physiological properties. Quart. J. Exp. Physiol.
66 : 61—72.

Blazer-Yost B., Record R., Oberleithner H. 1996. Characteri-
zation of hormone-stimulated Na+ transport in a high-resistance clo-
ne of the MDCK cell line. Pflugers Arch. 432 : 685—691.

Brown D. 2003. The ins and outs of aquaporin-2 trafficking.
Amer. J. Physiol. 284 : F893—F901.

Deen P., Rijss J., Mulders S., Errington R., van Baal J., van
Os C. 1997. Aquaporin-2 transfection of Madin—Darby canine kid-
ney cells reconstitutes vasopressin-regulated transcellular osmotic
water transport. J. Amer. Soc. Nephrol. 8 : 1493—1501.

Ding G., Franki N., Condeelis J., Hays R. 1991. Vasopressin
depolymerizes F-actin in toad bladder epithelial cells. Amer. J. Phy-
siol. 260 : C9—C16.

Ehnis T., Hocher B., Abou-Rebyeh H., Oelkers W., Hensen J.
1993. Expression of vasopressin receptors (V2-subtype) on
LLC-PK1 cells during cell culture. Eur. J. Clin. Chem. Clin. Bio-
chem. 31 : 273—276.

Forget M., Desrosiers R., Gingras D., Beliveau R. 2002. Phos-
phorylation states of Cdc42 and RhoA regulate their interactions
with Rho GDP dissociation inhibitor and their extraction from bio-
logical membranes. Biochem. J. 361 : 243—254.

Furuno M., Uchida S., Marumo F., Sasaki S. 1996. Repressive
regulation of the aquaporin-2 gene. Amer. J. Physiol. 271 : F854—
F860.

Fushimi K., Sasaki S., Marumo F. 1997. Phosphorylation of
serine 256 is required for cAMP-dependent regulatory exocytosis of
the aquaporin-2 water channel. J. Biol. Chem. 272 : 14 800—
14 804.

Giocondi M., Friedlander G., Le Grimellec C. 1990. ADH mo-
dulates plasma membrane lipid order of living MDCK cells via
cAMP-dependent process. Amer. J. Physiol. 259 : F95—F103.

Gustafson C., Levine S., Katsura T., McLaughlin M., Alei-
xo M., Tamarappoo B., Verkman A., Brown D. 1998. Vasopressin
regulated trafficking of a green fluorescent protein-aquaporin 2 chi-
mera in LLC-PK1 cells. Histochem. Cell Biol. 110 : 377—386.

Handler J., Perkins F., Johnson J. 1980. Studies of renal cell
function using cell culture techniques. Amer. J. Physiol. 238 :
F1—F9.

Hays R., Condeelis J., Gao Y., Simon H., Ding G., Franki N.
1993. The effect of the vasopressin of the cytoskeleton of the epi-
thelial cell. Pediatr. Nephrol. 7 : 672—679.

Hull R., Cherry W., Weaver J. 1976. The origin and charac-
teristics of a pig kidney cell strain, LLC-PK. In vitro. 12 : 670—
677.

Katsura T., Gustafson C., Ausiello D., Brown D. 1997. Protein
kinase A phosphorylation is involved in regulated exocytosis of
aquaporin-2 in transfected LLC-PK1 cells. Amer. J. Physiol. 272 :
F817—F822.

Katsura T., Verbavatz J., Farinas J., Ma T., Ausiello D., Verk-
man A., Brown D. 1995. Constitutive and regulated membrane exp-
ression of aquaporin 1 and aquaporin 2 water channels in stably
transfected LLC-PK1 epithelial cells. Proc. Nat. Acad. Sci. USA.
92 : 7212—7216.

Kennedy B., Lever J. 1984. Regulation of Na+, K+-ATPase ac-
tivity in MDCK kidney epithelial cell cultures: role of growth state,
cyclic AMP, and chemical inducers of dome formation and diffe-
rentiation. J. Cell. Physiol. 121 : 51—63.

Klussmann E., Maric K., Rosenthal W. 2000. The mechanisms
of aquaporin control in the renal collecting duct. Rev. Physiol. Bio-
chem. Pharmacol. 141 : 33—95.

Klussmann E., Tamma G., Lorenz D., Wiesner B., Maric K.,
Hofmann F., Aktories K., Valenti G., Rosenthal W. 2001. An inhibi-
tory role of Rho in the vasopressin-mediated translocation of aqua-
porin-2 into cell membranes of renal principal cells. J. Biol. Chem.
276 : 20 451—20 457.

Komissarchik Y., Natochin Y., Snigirevskaya E., Shakhmato-
va E. 1985. Specific vacuolation of frog urinary bladder granular
cell after ADH stimulation of water transport. Gen. Physiol. Bio-
phys. 4 : 557—572.

Ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ êëåòîê MDCK, èíäóöèðîâàííûå àðãèíèí-âàçîïðåññèíîì 119



Komissarchik Y., Snigirevskaya E. 2002. Giant vacuoles ari-
sing during ADH-induced transcellular bulk water flow across the
epithelium of the frog urinary bladder. Cell Biol. Int. 26 : 873—
883.

Komissarchik Y., Snigirevskaya E., Shakhmatova E., Natoc-
hin Y. 1998. Ultrastructural correlates of the antidiuretic hormo-
ne-dependent and antidiuretic hormone-independent increase of os-
motic water permeability in the frog urinary bladder epithelium.
Cell Tissue Res. 293 : 517—524.

Kovbasnjuk O., Leader J., Weinstein A., Spring K. 1998. Water
does not flow across the tight junctions of MDCK cell epithelium.
Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 95 : 6526—6530.

Kreisberg J., Wilson P. 1988. Renal cell culture. J. Electron
Microsc. Tech. 9 : 235—263.

Lahr T., Record R., Hoover D., Hughes C., Blazer-Yost B.
2000. Characterization of the ion transport responses to ADH in the
MDCK-C7 cell line. Pflugers Arch. 439 : 610—617.

Leighton J., Brada Z., Estes L., Justh G. 1969. Secretory acti-
vity and oncogenicity of a cell line (MDCK) derived from canine
kidney. Science 163 : 472—473.

Lever J. 1979. Regulation of dome formation in differentiated
epithelial cell cultures. J. Supramol. Struct. 12 : 259—272.

Marples D., Knepper M., Christensen E., Nielsen S. 1995. Re-
distribution of aquaporin-2 water channels induced by vasopressin
in rat kidney inner medullary collecting duct. Amer. J. Physiol.
269 : C655—C664.

Matsuzaki T., Suzuki T., Takata K. 2001. Hypertonicity-indu-
ced expression of aquaporin 3 in MDCK cells. Amer. J. Physiol.
281 : C55—C63.

Meier K., Snavely M., Brown S., Brown J., Insel P. 1983. á1-
and â2- adrenergic receptor expression in the Madin—Darby Cani-
ne Kidney epithelial cell line. J. Cell Biol. 97 : 405—415.

Misfeldt D., Hamamoto S., Pitelka D. 1976. Transepithelial
transport in cell culture. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 73 :
1212—1216.

Mita S., Takeda K., Nakane M., Yasuda H., Kawashima K.,
Yamada M., Endo H. 1980. Response of a dog kidney cell line
(MDCK) to antidiuretic hormone (ADH) with special reference to
activation of protein kinase. Exp. Cell Res. 130 : 169—173.

Nakazato Y., Suzuki H., Saruta T. 1989. Characterization of
subclones of Madin—Darby Canine Kidney renal epithelial cell
line. Biochim. biophys. acta. 1014 : 57—65.

Nielsen S., Chou C., Marples D., Christensen E., Kishore B.,
Knepper M. 1995. Vasopressin increases water permeability of kid-
ney collecting duct by inducing translocation of aquaporin-CD wa-
ter channels to plasma membrane. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 92 :
1013—1017.

Nielsen S., DiGiovanni S., Christensen E., Knepper M., Har-
ris H. 1993. Cellular and subcellular immunolocalization of vasop-
ressin-regulated water channel in rat kidney. Proc. Nat. Acad. Sci.
USA. 90 : 11 663—11 667.

Nielsen S., Frokiaer J., Marples D., Kwon T., Agre P., Knep-
per M. 2002. Aquaporins in the kidney: from molecules to medici-
ne. Physiol. Rev. 82 : 205—244.

Noda Y., Horikawa S., Katayama Y., Sasaki S. 2005. Identifi-
cation of a multiprotein «motor» complex binding to water channel
aquaporin-2. Biochem. Biophys. Res. Commun. 330 : 1041—1047.

Noda Y., Sasaki S. 2005. Trafficking mechanism of water
channel aquaporin-2. Biol. Cell. 97 : 885—892.

Noda Y., Sasaki S. 2008. The role of actin remodeling in the
trafficking of intracellular vesicles, transporters, and channels: fo-
cusing on aquaporin-2. Pflugers Arch. 456 : 737—745.

Parisi M., Pisam M., Merot J., Chevalier J., Bourguet J. 1985.
The role of microtubules and microfilaments in the hydroosmotic
response to antidiuretic hormone. Biochim. biophys. acta. 817 :
333—342.

Pearl M., Taylor A. 1985. Role of the cytoskeleton in the cont-
rol of transcellular water flow by vasopressin in amphibian urinary
bladder. Biol. Cell. 55 : 163—172.

Reznik V., Shapiro R., Mendoza S. 1985. Vasopressin stimula-
tes DNA synthesis and ion transport in quiescent epithelial cells.
Amer. J. Physiol. 249 : C267—C270.

Richardson J., Scalera V., Simmons N. 1981. Identification of
two strains of MDCK cells which resemble separate nephron tubule
segments. Biochim. biophys. acta. 673 : 26—36.

Ridley A., Hall A. 1992. The small GTP-binding protein rho re-
gulates the assembly of focal adhesions and actin stress fibers in
response to growth factors. Cell. 70 : 389—399.

Ridley A., Paterson H., Johnston C., Diekmann D., Hall A.
1992. The small GTP-binding protein rac regulates growth fac-
tor-induced membrane ruffling. Cell. 70 : 401—410.

Rindler M., Chuman L., Shaffer L., Saier M. 1979. Retention
of differentiated properties in an established dog kidney epithelial
cell line (MDCK). J. Cell Biol. 81 : 635—648.

Robben J., Knoers N., Deen P. 2004. Regulation of the vasop-
ressin V2 receptor by vasopressin in polarized renal collecting duct
cells. Mol. Biol. Cell 15 : 5693—5699.

Saier M. 1981. Growth and differentiated properties of a kid-
ney epithelial cell line (MDCK). Amer. J. Physiol. 240 : C106—
C109.

Schafer J., Hawk C. 1992. Regulation of Na+ channels in the
cortical collecting duct by AVP and mineralocorticoids. Kidney Int.
41 : 255—268.

Seamon K., Daly J. 1981. Forskolin: a unique diterpene activa-
tor of cyclic AMP-generating systems. J. Cyclic Nucleotide Res. 7 :
201—224.

Simmons N. 1982. Cultured monolayers of MDCK cells: a no-
vel model for the study of epithelial development and function.
Gen. Pharmacol. 13 : 287—291.

Simon H., Gao Y., Franki N., Hays R. 1993. Vasopressin depo-
lymerizes apical F-actin in rat inner medullary collecting duct.
Amer. J. Physiol. 265 : C757—C762.

Skorecki K., Brown D., Ercolani L., Ausiello D. 1992. Molecu-
lar mechanisms of vasopressin action in the kidney. In: Handbook
of physiology. Sect. 8: Renal Physiology (Ed. Windhager E.). New
York; Oxford. 1185—1218.

Snigirevskaya E., Komissarchik Y. 2000. Structural correlates
of the transepithelial water transport. Intern. Rev. Cytol. 198 :
203—275.

Strewler G. 1984. Release of cAMP from a renal epithelial cell
line. Amer. J. Physiol. 246 : C224—C230.

Tajika Y., Matsuzaki T., Suzuki T., Aoki T., Hagiwara H., Ku-
wahara M., Sasaki S., Takata K. 2004. Aquaporin-2 is retrieved to
the apical storage compartment via early endosomes and phosphati-
dylinositol 3-kinase-dependent pathway. Endocrinology. 145 :
4375—4383.

Tamma G., Klussmann E., Maric K., Aktories K., Svelto M.,
Rosenthal W., Valenti G. 2001. Rho inhibits cAMP-induced trans-
location of aquaporin-2 into the apical membrane of renal cells.
Amer. J. Physiol. 281 : F1092—F1101.

Tamma G., Klussmann E., Oehlke J., Krause E., Rosenthal W.,
Svelto M., Valenti G. 2005. Actin remodeling requires ERM functi-
on to facilitate AQP2 apical targeting. J. Cell Sci. 118 : 3623—
3630.

Tamma G., Klussmann E., Procino G., Svelto M., Rosent-
hal W., Valenti G. 2003. cAMP-induced AQP2 translocation is as-
sociated with RhoA inhibition through RhoA phosphorylation and
interaction with RhoGDI. J. Cell Sci. 116 : 1519—1525.

Wade J., Kachadorian W. 1988. Cytochalasin B inhibition of
toad bladder apical membrane responses to ADH. Amer. J. Physiol.
255 : C526—C530.

Ïîñòóïèëà 23 IV 2008

120 À. Í. Ãîðøêîâ, Å. Ñ. Ñíèãèðåâñêàÿ, ß. Þ. Êîìèññàð÷èê



ARGININ-VASOPRESSIN-INDUCED ALTERATIONS IN THE STRUCTURE OF MDCK CELLS
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Alterations in the structural organization of MDCK cells under arginin-vasopressin (AVP) action were stu-
died by electron and fluorescent microscopy. Electron-microscopical evidence was obtained that MDCK cells
within monolayer form structurally distinct apical and basolateral surfaces separated by well-developed intercel-
lular contact zones. It was proved that AVP specifically bound to the receptors on the basolateral surface of the
cells. and was internalized from the surface in 10—15 min. AVP action resulted in fragmentation of Golgi appa-
ratus and swelling of Golgi cisterns caused by initiation of osmotic water flow across the monolayer. Significant
depolymerization of cells actin cytoskeleton was revealed under AVP or forskolin (an adenylate cyclase activa-
tor) exposure. Functional role and regulatory mechanisms of described structural alterations are discussed.

K e y w o r d s: arginin-vasopressin, water transport, MDCK cells, actin cytoskeleton.
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