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Ìîäåëü in vivo äëÿ èçó÷åíèÿ òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê â óðîòåëèé

Ðàçðàáîòêà âîññòàíîâèòåëüíîãî ëå÷åíèÿ îðãàíîâ ìî÷åâûäåëèòåëüíîé ñèñòåìû, îñíîâàííîãî íà èñ-
ïîëüçîâàíèè ïëþðèïîòåíòíûõ è ñîìàòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, íàïðèìåð ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê (ÌÑÊ), â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàõîäèòñÿ íà ýòàïå ýêñïåðèìåíòàëüíîãî àíàëèçà. Òàêîé àíàëèç âêëþ-
÷àåò â ñåáÿ èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè îñíîâíûõ ôóíêöèé ÌÑÊ è óðîòåëèÿ, âûñòèëàþùåãî èçíóò-
ðè îðãàíû ìî÷åâûäåëèòåëüíîé ñèñòåìû. Â ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê óðîòå-
ëèÿ âàæíàÿ ðîëü ïðèíàäëåæèò ñèãíàëüíûì ïóòÿì EGF è Wnt—b-êàòåíèí, àêòèâíîñòü êîòîðûõ ìîæåò
áûòü îöåíåíà ïî óðîâíþ ïðîäóêöèè áåëêîâ Her-4 è Tcf3,4 ñîîòâåòñòâåííî. Ìû óñòàíîâèëè, ÷òî ÌÑÊ,
ìå÷åííûå òðàíñãåííûì çåëåíûì ôëóîðåñöèðóþùèì áåëêîì (GFP), íå ýêñïðåññèðîâàëè â êóëüòóðå in vit-
ro Her-4 è Tcf3,4, íî àêòèâèðîâàëè èõ ïðîäóêöèþ ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè â ìî÷åâîé ïóçûðü, ïîäâåðãíó-
òûé êðèîòðàâìå. Ïîñëå ïåðåíîñà ÌÑÊ â òêàíü ìî÷åâîãî ïóçûðÿ GFP îáíàðóæèâàëñÿ â íåé ñ ïîìîùüþ
ÎÒ-ÏÖÐ, à êîëîêàëèçàöèÿ Her-4 èëè Tcf3,4 ñ GFP â íåêîòîðûõ êëåòêàõ óðîòåëèÿ âûÿâëÿëàñü ïðè äâîé-
íîé èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîé îêðàñêå òêàíè ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè, ñâÿçàííûìè ñ ôëóîðåñöåíò-
íîé ìåòêîé. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ìå÷åííûå GFP ÌÑÊ ìîãóò áûòü èñ-
ïîëüçîâàíû äëÿ èçó÷åíèÿ òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê â óðîòåëèé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, òðàíñäèôôåðåíöèðîâêà, ìî÷åâîé ïóçûðü, ñèã-
íàëüíûå ïóòè EGF è Wnt—b-êàòåíèí, áåëêè Her-4 è Tcf3,4.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, BrdU — áðîìîäåçîêñèóðè-
äèí, ÑÊ — ñòâîëîâûå êëåòêè, GFP — çåëåíûé ôëóîðåñöèðóþùèé áåëîê, EGF — ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð
ðîñòà, LRC — êëåòêè, ñîõðàíÿþùèå ìåòêó, ÎÒ-ÏÖÐ — ìåòîä îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ïîëèìåðàçíîé
öåïíîé ðåàêöèè, Wnt—b-êàòåíèí — ñèãíàëüíûé ïóòü Wnt—b-êàòåíèí.

Îñíîâíóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ðîëü â îðãàíàõ ìî÷åâû-
äåëèòåëüíîé ñèñòåìû èãðàåò óðîòåëèé, âûñòèëàþùèé ïî-
âåðõíîñòü ìî÷åâûâîäÿùèõ ïóòåé èçíóòðè. Óðîòåëèé ôîð-
ìèðóåò ôóíêöèîíàëüíûé áàðüåð, óäåðæèâàþùèé âîäó è
ïðåïÿòñòâóþùèé ïðîíèêíîâåíèþ âíóòðü îðãàíèçìà
òîêñè÷íûõ ïðîäóêòîâ àçîòèñòîãî îáìåíà, ñîäåðæàùèõ
ìî÷åâèíó è àììèàê (Staack et al., 2005). Óðîòåëèé ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé ÷àñòóþ ìèøåíü çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñ-
ôîðìàöèè: êàðöèíîìà ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ÿâëÿåòñÿ ïÿòûì
ïî ÷àñòîòå çàáîëåâàíèåì ðàêîì â èíäóñòðèàëüíûõ ñòðà-
íàõ, îáðàçóÿ 5 % îáùåãî ÷èñëà ðàêîâûõ áîëüíûõ, êîëè÷å-
ñòâî êîòîðûõ â ñîâðåìåííîì ìèðå ïîñòîÿííî âîçðàñòàåò
ïàðàëëåëüíî óâåëè÷åíèþ ïðîäîëæèòåëüíîñòè æèçíè íà-
ñåëåíèÿ (Schulz, 2006). Â ñîîòâåòñòâèè ñ ðîñòîì çàáîëåâà-
åìîñòè óâåëè÷èâàåòñÿ è ïîòðåáíîñòü â òêàíåñïåöèôè÷å-
ñêèõ äîíîðñêèõ êëåòêàõ äëÿ âîññòàíîâèòåëüíîé òåðàïèè,
êîòîðàÿ ìîæåò áûòü îñíîâàíà íà èñïîëüçîâàíèè ïëþðè-
ïîòåíòíûõ èëè ñîìàòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÑÊ), îá-
ëàäàþùèõ ñïîñîáíîñòüþ ê ñàìîîáíîâëåíèþ è äèôôåðåí-
öèðîâêå â óðîòåëèé (Anumanthan et al., 2008; Thomas et al.,
2008).

Âîçìîæíîñòü òåðàïåâòè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ ÑÊ â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ íàõîäèòñÿ íà ýòàïå ýêñïåðèìåíòàëüíîãî
àíàëèçà, êîòîðûé âêëþ÷àåò â ñåáÿ: èçó÷åíèå ìåõàíèçìà
ñàìîâîñïðîèçâåäåíèÿ êëåòîê óðîòåëèÿ (Kurzrock et al.,
2008); îöåíêó ðîëè ðàçëè÷íûõ ñèãíàëüíûõ ñèñòåì â ïðî-
öåññå ñàìîâîñïðîèçâîäÿùèõ äåëåíèé êëåòîê óðîòåëèÿ â
íîðìå è ïðè ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèÿõ (Varley et al., 2004;
Schulz, 2006); èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé â òêàíÿõ ìî÷åâûâîäÿùåé
ñèñòåìû ïîñëå ïëàñòèêè àóòîëîãè÷íûìè òêàíÿìè, íàïðè-
ìåð òêàíüþ êèøå÷íèêà (Atala, 2009); àíàëèç âîçìîæíîñòåé
èñïîëüçîâàíèÿ ýìáðèîíàëüíûõ è ñîìàòè÷åñêèõ ÑÊ äëÿ çà-
ìåùåíèÿ ïîâðåæäåííîãî óðîòåëèÿ (Oottamasathien et al.,
2007; Kinebuchi et al., 2008; Shukla et al., 2008).

Óðîòåëèé ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïåðåõîäíûé ýïèòåëèé,
ðàçìåðû è ôîðìà êëåòîê êîòîðîãî èçìåíÿþòñÿ â çàâèñè-
ìîñòè îò íàïîëíåíèÿ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ. Â óðîòåëèè âûäå-
ëÿþò òðè îñíîâíûõ ñëîÿ: áàçàëüíûé, êîíòàêòèðóþùèé ñ
áàçàëüíîé ìåìáðàíîé, ïðîìåæóòî÷íûé è àïèêàëüíûé, ñî-
ñòàâëåííûé èç äèôôåðåíöèðîâàííûõ çîíòèêîîáðàçíûõ
êëåòîê, ôèçè÷åñêè êîíòàêòèðóþùèõ ñ ìî÷îé. Êëåòêè áà-
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çàëüíîãî ñëîÿ ÿâëÿþòñÿ ïî ôîðìå êóáîèäàëüíûìè, â ïðî-
ìåæóòî÷íîì ñëîå îíè óâåëè÷èâàþòñÿ è îêðóãëÿþòñÿ, à íà
àïèêàëüíîé (ïðîòî÷íîé) ïîâåðõíîñòè óïëîùàþòñÿ (Staack
et al., 2005).

Êëåòêè, êîíòàêòèðóþùèå ñ áàçàëüíîé ìåìáðàíîé, õà-
ðàêòåðèçóþòñÿ ïðèñóòñòâèåì êåðàòèíîâ 5 è 14 è áåëêà
p63. Êëåòêè ïðîìåæóòî÷íîãî è ëþìèíàëüíîãî ñëîåâ ýêñ-
ïðåññèðóþò êåðàòèíû 7, 8, 18 è 19. Óíèêàëüíîé ÷åðòîé çîí-
òèêîîáðàçíûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ àñèììåòðè÷íàÿ ïëàçìà-
òè÷åñêàÿ ìåìáðàíà, âêëþ÷àþùàÿ â ñåáÿ áëÿøêè, ñîäåðæà-
ùèå òêàíåñïåöèôè÷åñêèå áåëêè — óðîïëàêèíû, ïðèäàþùèå
óðîòåëèþ ñïîñîáíîñòü êîíòðîëèðîâàòü ïðîíèöàåìîñòü
(Wu et al., 1994). Ïðè ìå÷åíèè áðîìîäåçîêñèóðèäèíîì
(BrdU) in vivo îí èíêîðïîðèðóåòñÿ â áîëüøèíñòâå ÿäåð
ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê, íî ÷åðåç 1 ãîä òîëüêî 9 % áàçàëü-
íûõ êëåòîê ñîõðàíÿþò ìåòêó. Òàêèå êëåòêè ýêñïðåññèðó-
þò öèòîêåðàòèí 14, b 4-èíòåãðèí, áåëêè Bcl2 è p63, íî
óðîâåíü ïðîäóêöèè ýòèõ áåëêîâ íå îòëè÷àåòñÿ çíà÷èòåëü-
íî îò òàêîâîãî â ñîñåäíèõ êëåòêàõ áàçàëüíîãî ñëîÿ (Kurz-
rock et al., 2008).

Óðîòåëèé îòëè÷àåòñÿ îò äðóãèõ òèïîâ ýïèòåëèÿ ìëå-
êîïèòàþùèõ ÷ðåçâû÷àéíî íèçêîé ñêîðîñòüþ ïðîëèôåðà-
öèè, êëåòêè óðîòåëèÿ äåëÿòñÿ 1—2 ðàçà â ãîä (Cooper,
1972). Â õîäå ðàçâèòèÿ è â îòâåò íà ïîâðåæäåíèå óðîòå-
ëèé ïðîÿâëÿåò àêòèâíóþ ñïîñîáíîñòü ê äåëåíèþ, è ïðîëè-
ôåðèðóþùèå êëåòêè îáíàðóæèâàþòñÿ âî âñåõ ýïèòåëèàëü-
íûõ ñëîÿõ, âêëþ÷àÿ ïîâåðõíîñòíûé ñëîé äèôôåðåíöèðî-
âàííûõ çîíòèêîîáðàçíûõ êëåòîê. Õîòÿ ôàêò áûñòðîé
àêòèâàöèè è èíòåíñèâíîé ïðîëèôåðàöèè óðîòåëèÿ õîðî-
øî èçâåñòåí, ìåõàíèçìû åãî ðåãóëÿöèè äî íàñòîÿùåãî
âðåìåíè íåäîñòàòî÷íî èçó÷åíû. Îïóáëèêîâàííûå äàííûå
ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ðåöåïòîðû è ëèãàíäû ñåìåé-
ñòâà ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà (EGF) ÿâëÿþòñÿ âàæ-
íûìè ìåäèàòîðàìè äåëåíèÿ êëåòîê óðîòåëèÿ (Varley et al.,
2005). Òàêèå ÷ëåíû ñåìåéñòâà, êàê îïóõîëåâûé ðîñòî-
âîé ôàêòîð a (TGFa), ñâÿçûâàþùèé ãåïàðèí ýïèäåðìàëü-
íûé ðîñòîâîé ôàêòîð (HB-EGF) è àìôèðåãóëèí (AR), ýêñ-

ïðåññèðóþòñÿ êëåòêàìè óðîòåëèÿ in vitro, à ïðîäóêöèÿ
TGFa àêòèâèðóåòñÿ ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ óðîòåëèÿ in vivo.
Ñåìåéñòâî ðåöåïòîðîâ EGF âêëþ÷àåò â ñåáÿ ÷åòûðå ðàç-
ëè÷íûõ áåëêà — EGFR (Her-1), ErbB2 (Her-2), ErbB3
(Her-3) è ErbB4 (Her-4), êîòîðûå îáðàçóþò ðåöåïòîðíûå
êîìïëåêñû ïóòåì ôîðìèðîâàíèÿ ãîìî- èëè ãåòåðîäèìå-
ðîâ. TGFa è AR ñâÿçûâàþòñÿ òîëüêî äèìåðàìè EGFR
(Her-1), òîãäà êàê HB-EGF, áåòàöåëëþëèí (ÂÒÑ) è ýïèðå-
ãóëèí (EPR) ñâÿçûâàþò äèìåðû, ñîäåðæàùèå Her-1 è
Her-4. Íàïðîòèâ, õåðåðåãóëèíû (íåéðîðåãóëèíû, èëè íåé-
ðîíàëüíûå äèôôåðåíöèðîâî÷íûå ôàêòîðû) íå ñâÿçûâàþò
Her-1, íî ÿâëÿþòñÿ ëèãàíäàìè äëÿ äèìåðîâ, îáðàçîâàííûõ
Her-3 è Her-4. Ðåöåïòîð Her-2 íå ñâÿçûâàåò ëèãàíä ôèçè-
÷åñêè, íî óñèëèâàåò è ñòàáèëèçèðóåò äèìåðèçàöèþ ðåöåï-
òîðîâ, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ óñèëåíèåì ñèãíàëüíîãî ïîòåí-
öèàëà (ðèñ. 1). Àìïëèôèêàöèÿ è ñâåðõýêñïðåññèÿ Her-2
íàéäåíû â êëåòêàõ êàðöèíîìû ìîëî÷íîé æåëåçû, ëåã-
êèõ, æåëóäêà è øåéêè ìàòêè. Her-3 íå îáëàäàåò ñîáñòâåí-
íîé òèðîçèíêèíàçíîé àêòèâíîñòüþ è ïîäîáíî Her-2 ìî-
æåò ñâÿçûâàòü ëèãàíä â ôîðìå ãåòåðîäèìåðà, êîòîðûé àê-
òèâèðóåò íèæåëåæàùèå ñèãíàëüíûå ïóòè (Varley et al.,
2005).

Her-1 è Her-2 îïðåäåëÿþòñÿ â èçîëèðîâàííûõ êëåòêàõ
ìî÷åâîãî ïóçûðÿ, â êîòîðûõ ïðîäóêöèÿ Her-1 óâåëè÷èâà-
åòñÿ â 2—5 ðàç, à êîëè÷åñòâî Her-2 óìåíüøàåòñÿ â 3 ðàçà
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè in vitro. Her-3 îïðåäåëÿåòñÿ íà íèç-
êîì óðîâíå â ñâåæåèçîëèðîâàííûõ êëåòêàõ ìî÷åâîãî ïó-
çûðÿ, íî îòñóòñòâóåò â ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòêàõ in vit-
ro. Her-4 ýêñïðåññèðóåòñÿ íà âûñîêîì óðîâíå â êëåòêàõ
íîðìàëüíîãî è òðàíñôîðìèðîâàííîãî óðîòåëèÿ ïðè âîç-
íèêíîâåíèè çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé ìî÷åâîãî ïóçûðÿ
(R*øtterud et al., 2005). Ïîñëåäíèé ôàêò ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî ýêñïðåññèÿ Her-4 ÿâëÿåòñÿ ìåòêîé àêòèâíîé
ôóíêöèè ñàìîïîääåðæàíèÿ, õàðàêòåðíîé êàê äëÿ îïóõî-
ëåâûõ, òàê è äëÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê (Nusse et al., 2008), ïî-
ýòîìó ýòîò áåëîê, âåðîÿòíî, ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí â êà-
÷åñòâå ìàðêåðà ñòâîëîâûõ êëåòîê óðîòåëèÿ.

Ìîäåëü in vivo äëÿ èçó÷åíèÿ òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê â óðîòåëèé 845

Ðèñ. 1. Ñõåìà âçàèìîäåéñòâèÿ ëèãàíäîâ ñåìåéñòâà EGF ñî ñïåöèôè÷åñêèìè ðåöåïòîðíûìè äèìåðàìè.

Îáúÿñíåíèÿ â òåêñòå.



Ýôôåêòîðíûå ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè êëåòî÷íûõ
ôóíêöèé áåëêàìè ñåìåéñòâà EGF îñíîâàíû íà ó÷àñòèè
MAP- è PI3-êèíàçíûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé. Êèíàçà ERK
MAP-êèíàçíîãî ïóòè àêòèâíî ôîñôîðèëèðóåòñÿ óæå ÷å-
ðåç 1 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ â êóëüòóðó êëåòîê óðîòåëèÿ
EGF, à òîðìîæåíèå àêòèâíîñòè äðóãîé êèíàçû ýòîãî
ïóòè — Mek èëè PI3K — òîðìîçèò ïðîëèôåðàöèþ è ìèã-
ðàöèþ êëåòîê óðîòåëèÿ (Varley et al., 2005).

Ðîëü ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt—b-êàòåíèí â ðåãóëÿöèè
ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè óðîòåëèÿ â íîðìàëü-
íûõ óñëîâèÿõ íåäîñòàòî÷íî õîðîøî èçó÷åíà. Îäíàêî øè-
ðîêî èçâåñòíûå è õîðîøî äîêóìåíòèðîâàííûå äàííûå î
ðîëè ýòîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè â ðåãóëÿöèè ôóíêöèé ñîìà-
òè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ðàçëè÷íîé òêàíåâîé ñïåöè-
ôè÷íîñòè è âîçíèêíîâåíèè îïóõîëåâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
(Nusse et al., 2008) ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àêòèâ-
íîñòü îòäåëüíûõ ñèãíàëîâ Wnt—b-êàòåíèí íåîáõîäèìà
äëÿ ñàìîïîääåðæàíèÿ ÑÊ óðîòåëèÿ, à ãèïåðàêòèâàöèÿ
ñèãíàëüíîãî ïóòè â öåëîì ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü ïîÿâëå-
íèþ îïóõîëåé. Äåéñòâèòåëüíî, òåêóùèå ïóáëèêàöèè ïî-
êàçûâàþò, ÷òî àêòèâàöèÿ ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt—b-êàòå-
íèí, ïðîÿâëÿþùàÿñÿ â íàêîïëåíèè öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî
è ÿäåðíîãî b-êàòåíèíà, âåäåò ê âîçíèêíîâåíèþ êàðöèíîì
ìî÷åâîãî ïóçûðÿ (Kastritis et al., 2009). Ïåðåäà÷à ñèãíàëîâ
Wnt—b-êàòåíèí è íàêîïëåíèå b-êàòåíèíà ñîïðÿæåíû ñ
ïîâûøåíèåì àêòèâíîñòè åãî ìèøåíåé — òðàíñêðèïöèîí-
íûõ ôàêòîðîâ ñåìåéñòâà LEF/TCF, à èíàêòèâàöèÿ áåëêîâ
ýòîãî ñåìåéñòâà, íàïðèìåð Tcf4, ñîïðîâîæäàåòñÿ èñòîùå-
íèåì ïîïóëÿöèè ñòâîëîâûõ è ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê â
òîíêîì êèøå÷íèêå (Van der Flier et al., 2007).

Òåðàïåâòè÷åñêèé ïîòåíöèàë ÌÑÊ îñíîâàí íà èõ ñïî-
ñîáíîñòè äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â êëåòêè âñåõ òðåõ çàðîäû-
øåâûõ ðîñòêîâ, âêëþ÷àÿ ýíòîäåðìó, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ èñ-
òî÷íèêîì ïðîèñõîæäåíèÿ áîëüøèíñòâà ýïèòåëèàëüíûõ
òêàíåé âíóòðåííèõ îðãàíîâ, íàïðèìåð êèøå÷íèêà è ìî÷å-

âîãî ïóçûðÿ (Friedenstein, 1976; Prockop, 1997; Pittenger et
al., 1999; Bajada et al., 2008).

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â ðàçðàáîòêå
ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëè íà ìûøàõ, ïîçâîëÿþùåé èçó-
÷àòü in vivo òðàíñäèôôåðåíöèðîâêó ñîìàòè÷åñêèõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê â óðîòåëèé ìî÷åâîãî ïóçûðÿ. Äëÿ ðåøåíèÿ
ýòîé çàäà÷è ÌÑÊ, ïðîäóöèðóþùèå òðàíñãåííûé GFP,
òðàíñïëàíòèðîâàëè â ìî÷åâîé ïóçûðü ñèíãåííûõ ìûøåé
ëèíèè C57BL ïîñëå åãî êðèîòðàâìû, êîòîðàÿ, ïî äàííûì
ëèòåðàòóðû, ñïîñîáñòâóåò òðàíñäèôôåðåíöèðîâêå ÌÑÊ â
êëåòêè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ (De Coppy et al., 2007). Ðåçóëüòà-
òû íàøåé ðàáîòû ïîêàçàëè, ÷òî ÌÑÊ ìîãóò áûòü èñïîëü-
çîâàíû äëÿ èçó÷åíèÿ òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè ñîìàòè÷å-
ñêèõ êëåòîê â óðîòåëèé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê i n v i t rî. Ìåçåí-
õèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ) áûëè ïîëó÷åíû íàìè
ðàíåå èç êîñòíîãî ìîçãà òðàíñãåííûõ ìûøåé-ñàìöîâ
C57BL/6-Tg(ACTbEGF)1Osb/J (ìûøè GFP), ïîâñåìåñòíî
ýêñïðåññèðóþùèõ GFP (Popov et al., 2007). ÌÑÊ áûëè
îõàðàêòåðèçîâàíû â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî ïàññèðîâàíèÿ
íà ñïîñîáíîñòü ê äèôôåðåíöèðîâêå in vitro â ðàçëè÷íûå
êëåòêè ìåçîäåðìàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ: íà êëîíîãåííóþ,
ïðîëèôåðàòèâíóþ, àäãåçèâíóþ è òóìîðîãåííóþ àêòèâ-
íîñòü (Ïîïîâ è äð., 2009). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èñïîëü-
çîâàëè ÌÑÊ 12—25-ãî ïàññàæåé, êîòîðûå ýêñïðåññèðîâà-
ëè GFP, õàðàêòåðèçîâàëèñü íîðìàëüíîé äèôôåðåíöèðî-
âî÷íîé, àäãåçèâíîé è êëîíîãåííîé àêòèâíîñòüþ è íå
âûçûâàëè ðîñòà îïóõîëåé ïðè ïåðåíîñå íîðìàëüíûì ñèí-
ãåííûì ìûøàì ëèíèè C57BL. Êëåòêè âûðàùèâàëè â ðîñ-
òîâîé ñðåäå Äóëüáåêêî (DMEM/F12), ñîäåðæàùåé 25 ìÌ
Hepes è 10 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè.

846 Á. Â. Ïîïîâ, À. Ì. Çàé÷èê è äð.

Ðèñ. 2. Ýêñïðåññèÿ GFP, Tcf3,4 è Her-4 â ÌÑÊ òðàíñãåííûõ ìûøåé GFP â êóëüòóðå in vitro. Èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ.

1 — ñïåöèôè÷åñêèå àíòèòåëà, 2 — åñòåñòâåííàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ, 3 — îêðàñêà DAPI, 4 — ñîâìåùåíèå âñåõ èçîáðàæåíèé. Çäåñü è íà ðèñ. 3, 4: èçîáðàæå-
íèÿ ïîëó÷åíû íà ýëåêòðîííîì ñêàíèðóþùåì ìèêðîñêîïå Pascal, ëàçåðû ñ äëèíàìè âîëí 488 è 633 íì. Îá. 100�.



Î ö å í ê à ò ð à í ñ ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê è Ì Ñ Ê â
ê ë å ò ê è ó ð î ò å ë è ÿ â î ï û ò à õ i n v i v o. Ïåðåä ââåäåíè-
åì ìûøàì-ðåöèïèåíòàì ÌÑÊ íà êóëüòóðàëüíûõ ÷àøêàõ
äâàæäû îòìûâàëè PBS, îòäåëÿëè îò ïëàñòèêîâîé ïîâåðõ-
íîñòè ðàñòâîðîì òðèïñèíà, îñàæäàëè öåíòðèôó-
ãèðîâàíèåì â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 1000 îá/ìèí è ðåñóñïåí-
äèðîâàëè â êîíöåíòðàöèè 5�106/ìë â ðîñòîâîé ñðåäå, ñî-
äåðæàùåé 50 åä./ìë ãåïàðèíà, áåç ñûâîðîòêè. Äëÿ
òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ â êëåòêè óðîòåëèÿ in vivo
êëåòêè ââîäèëè â ñòåíêó ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ìûøè ëèíèè
C57BL â óñëîâèÿõ îïèñàííûõ íèæå. Ìûøåé îïåðèðîâàëè
ïîä âíóòðèáðþøèííûì òèîïåíòàëîâûì íàðêîçîì
(10 ìã/êã) â ïîëîæåíèè íà ñïèíå ñ ôèêñàöèåé êîíå÷íî-
ñòåé ëåéêîïëàñòûðíîé ëåíòîé. Ïîñëå îáðàáîòêè îïåðàöè-
îííîãî ïîëÿ äåçèíôèöèðóþùèì ðàñòâîðîì ïðîèçâîäèëè
íèæíåñðåäèííóþ ëàïàðîòîìèþ ïîñëîéíî. Îïåðàöèþ ïðî-
âîäèëè ïîä êîíòðîëåì îïåðàöèîííîãî ìèêðîñêîïà Opton-
Vario (Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Êðàÿ áðþøíîé ñòåíêè ôèêñèðî-
âàëè ìèêðîõèðóðãè÷åñêèì ðåòðàêòîðîì, ïîñëå ÷åãî â îïå-
ðàöèîííîå ïîëå âûâîäèëè ìî÷åâîé ïóçûðü. Îðèåíòèðóÿñü
íà ñðåäèííóþ àðòåðèþ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ, ïî îáå ñòîðîíû
îò íåå ïðîèçâîäèëè ïÿòü áëèçêî ðàñïîëîæåííûõ óêîëîâ
ñòåíêè äëÿ íàíåñåíèÿ êðèîòðàâìû.

Êðèîòðàâìó íà âñþ òîëùèíó ñòåíêè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ
âûçûâàëè ñ ïîìîùüþ óêîëà èãëîé G21, îõëàæäåííîé äî
òåìïåðàòóðû æèäêîãî àçîòà. ×åðåç 10 ìèí ïîñëå íàíåñå-
íèÿ êðèîòðàâìû â ñòåíêó ìî÷åâîãî ïóçûðÿ â ìåñòå ïîâðåæ-
äåíèÿ ââîäèëè ñóñïåíçèþ ÌÑÊ ñ ïîìîùüþ øïðèöà ñ èã-
ëîé G30. Ìåñòî êðèîòðàâìû â ñòåíêå ìåòèëè îäèíî÷íûìè
óçëîâûìè øâàìè Prolene 10/0 (Ethicon Inc., Âåëèêîáðèòà-
íèÿ). Ìî÷åâîé ïóçûðü âîçâðàùàëè â áðþøíóþ ïîëîñòü,
ïîñëå ÷åãî ïðîìûâàëè ïîëîñòü 0.2 ìë ðàñòâîðà íàòðèåâîé
ñîëè öåôàçîëèíà â ðàçâåäåíèè 0.001 ã/ìë. Ëàïàðîòîìíóþ
ðàíó óøèâàëè ïîñëîéíî îäèíî÷íûìè óçëîâûìè øâàìè:
ìûøöû — PDS 6/0 (Ethicon Inc., Âåëèêîáðèòàíèÿ), êîæó —
ïîëèïðîïèëåíîì 4/0 (Ëèíòåêñ, Ðîññèÿ). Êîæíûå øâû
óêðåïëÿëè êëååâîé ïîâÿçêîé ÁÔ-6 (Âåðòåêñ, Ðîññèÿ).

Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè æèâîòíûõ, êîòî-
ðûì ÌÑÊ ââîäèëè â ìî÷åâîé ïóçûðü áåç ïðåäâàðèòåëü-
íîé êðèîòðàâìû èëè ïîñëå ñóáëåòàëüíîãî îáëó÷åíèÿ.
ÌÑÊ ââîäèëè ìûøàì âíóòðèâåííî â ðåòðîîðáèòàëüíûé
ñèíóñ ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Â îïûòàõ èñïîëüçîâà-
ëè 8—12-íåäåëüíûõ ìûøåé-ñàìîê ëèíèè C57BL ìàññîé
18—22 ã, ïîëó÷åííûõ èç ïèòîìíèêà ÐÀÌÍ «Ðàïïîëîâî»
(Ëåíèíãðàäñêàÿ îáë., Ðîññèÿ). Çà 30 ìèí äî âíóòðèâåííî-
ãî ïåðåíîñà êëåòîê ìûøàì ââîäèëè âíóòðèáðþøèííî
30 åä. ãåïàðèíà â 0.5 ìë ðîñòîâîé ñðåäû. Ðåòðîîðáèòàëüíî
êëåòêè ââîäèëè ïîä èíãàëÿöèîííûì íàðêîçîì, êîòîðûé
âûçûâàëè ó ìûøåé ñ ïîìîùüþ ýòèëîâîãî ýôèðà. Ìûøåé
îáëó÷àëè äîçîé 5 Ãð (ìîùíîñòü äîçû 0.451 Ãð/ìèí, íà-
ïðÿæåíèå 200 êÂ, ñèëà òîêà 13 ìÀ, ôèëüòðû 0.5 ìì Cu è
1.0 ìì Al, ôîêóñíîå ðàññòîÿíèå 50 ñì), ÌÑÊ ââîäèëè â
0.5 ìë ðîñòîâîé ñðåäû áåç ñûâîðîòêè ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå îá-
ëó÷åíèÿ ìûøåé.

Ìî÷åâîé ïóçûðü îò òðàíñãåííûõ ìûøåé GFP äëÿ ãèñ-
òîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà áûë ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåí
ïðîô. Â. Ì. Ìèõàéëîâûì (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ).
Ìûøåé GFP (ùåäðûé äàð Äåòñêîãî ãîñïèòàëÿ ã. Îàêëåíä,
Êàëèôîðíèÿ, ÑØÀ) ñîäåðæàëè è ðàçâîäèëè â âèâàðèè
Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ ïðè îáû÷íîì ïèòàíèè è ñâåòî-
âîì ðåæèìå.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î å î ê ð à ø è â à í è å.
ÌÑÊ îêðàøèâàëè íà GFP, Tcf3,4 è Her-4 ïî ñëåäóþùåìó
ïðîòîêîëó. Ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ êëåòêàìè, ðàñïëàñòàííû-
ìè ïðè ðîñòå â êóëüòóðå, ïåðåíîñèëè â 35-ìèëëèìåòðîâûå

êóëüòóðàëüíûå ÷àøêè, êëåòêè îäíîêðàòíî îòìûâàëè PBS
â òå÷åíèå 5 ìèí, ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãè-
äîì 15 ìèí, çàòåì 70%-íûì ýòèëîâûì ñïèðòîì â òå÷åíèå
íî÷è ïðè 4 °Ñ; îáðàáàòûâàëè 0.2%-íûì Òðèòîíîì X-100
10 ìèí, ïðîìûâàëè PBS 2 ðàçà ïî 5 ìèí, ñàéòû íåñïåöè-
ôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë áëîêèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷
ðàñòâîðîì, ñîäåðæàùèì 3 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëü-
áóìèíà (ÁÑÀ) è 0.1 % Òâèíà 20; çàòåì íà êëåòêè íàíîñèëè
ñïåöèôè÷åñêèå àíòèòåëà â ðàçâåäåíèè 1 : 50—1 : 200 â
áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå íà 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå, ïðîìûâàëè 3 ðàçà ïî 5 ìèí PBS, îáðàáàòûâàëè 1 ÷ ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå âèäîñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëà-
ìè, ðàñïîçíàþùèìè àëëîòèïû èììóíîãëîáóëèíîâ ñïåöè-
ôè÷åñêèõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ôëóîðåñöåíòíîé
ìåòêîé, îòìûâàëè 3 ðàçà ïî 5 ìèí PBS. ßäðà êëåòîê îêðà-
øèâàëè 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå êðàñèòåëåì
DAPI â êîíöåíòðàöèè 1 íã/ìë â áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå,
çàòåì ïðåïàðàòû ïðîìûâàëè 2 ðàçà PBS è çàêëþ÷àëè â
ñðåäó Anti-Fade, óìåíüøàþùóþ íåñïåöèôè÷åñêóþ ôëóî-
ðåñöåíöèþ.

Ã è ñ ò î õ è ì è ÷ å ñ ê à ÿ î ê ð à ñ ê à ç à ì î ð î æ å í í û õ
è ô è ê ñ è ð î â à í í û õ â ï à ð à ô î ð ì à ë ü ä å ã è ä å ò ê à-
í å é. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ çàìîðîæåííûõ ñðåçîâ òêàíü ìî-
÷åâîãî ïóçûðÿ õðàíèëè â æèäêîì àçîòå, à ïåðåä îáðàáîò-
êîé íà êðèîòîìå çàëèâàëè ñïåöèàëüíîé ñðåäîé Tissue-Tek
(Sakura, Finetek, ÑØÀ). Ñðåçû íà ïðåäìåòíîì ñòåêëå ïîä-
ñóøèâàëè íà âîçäóõå, ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ýòàíîëà ñ àöå-
òîíîì (1:1) 3 ìèí ïðè –20 °Ñ è îêðàøèâàëè, êàê ýòî îïè-
ñàíî âûøå äëÿ èììóíîôëóîðåñöåíöèè. Äëÿ ïðèãîòîâëå-
íèÿ ñðåçîâ èç ôèêñèðîâàííûõ òêàíåé èõ ïîìåùàëè â
4%-íûé ôîðìàëüäåãèä íà 24 ÷. Ïåðåä çàëèâêîé â ïàðàôèí
ôèêñèðîâàííûé ìàòåðèàë îáåçâîæèâàëè, èñïîëüçóÿ íå-
ñêîëüêî ïîðöèé ýòèëîâîãî ñïèðòà âîñõîäÿùåé êîíöåíòðà-
öèè (50—96 %). Èç îáåçâîæåííîãî ìàòåðèàëà óäàëÿëè
ñïèðò ïðè ïîìîùè õëîðîôîðìà, çàòåì ïðåïàðàòû ïðîâî-
äèëè â òå÷åíèå 12 ÷ ïðè 37 °Ñ ÷åðåç ñìåñü õëîðîôîðìà ñ
ïàðàôèíîì (1 : 1) è ÷åðåç 3 ïîðöèè ðàñïëàâëåííîãî ïàðà-
ôèíà ïî 60 ìèí â êàæäîé ïðè 56—58 °Ñ. Ãîòîâèëè ïàðà-
ôèíîâûå áëîêè, êîòîðûå íàêëåèâàëè íà äåðåâÿííûå áðóñ-
êè, íà ìèêðîòîìå ãîòîâèëè ñðåçû òîëùèíîé 5—7 ìêì, êî-
òîðûå íàíîñèëè íà ïðåäìåòíûå ñòåêëà, îáðàáîòàííûå
2%-íûì àìèíîïðîïèëòðèýòîêñèñèëàíîì. Ïàðàôèíîâûå
ñðåçû ÷åðåç 30 ìèí èíêóáàöèè â òåðìîñòàòå îáðàáàòûâàëè
êñèëîëîì 2 ðàçà ïî 3 ìèí ïðè 65 °Ñ è ïðîâîäèëè èõ äåïà-
ðàôèíèçàöèþ ñïèðòàìè íèñõîäÿùåé êîíöåíòðàöèè ïî
3 ìèí â êàæäîì. ×åðåç 5 ìèí èíêóáàöèè ñðåçîâ â 3%-íîé
ïåðåêèñè âîäîðîäà ïðîèçâîäèëè èõ ïðîòðàâëèâàíèå â
0.1 Ì öèòðàòíîì áóôåðå, pH 6.0, â òå÷åíèå 10 ìèí â ìèê-
ðîâîëíîâîé ïå÷è ïðè 650 Âò. Ïîñëå 20-ìèíóòíîãî îõëàæ-
äåíèÿ ñðåçû ïîìåùàëè â 0.05 Ì Òðèñ-Cl, pH 7.5, íà
10 ìèí; ñàéòû íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë
áëîêèðîâàëè 30 ìèí ïðè 37 °Ñ â 1.5%-íîì ðàñòâîðå ÁÑÀ
â PBS, ñîäåðæàùåì 0.01 % Òâèíà 20; ñðåçû ïðîìûâàëè â
PBS è îáðàáàòûâàëè àíòèòåëàìè, êàê îïèñàíî âûøå äëÿ
èììóíîôëóîðåñöåíöèè.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç è è ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Ýëåêòðîôî-
ðåç áåëêîâ ïðîâîäèëè â 8%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ñ
äîäåöèëñóëüôàòîì íàòðèÿ. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ïðîá êëåò-
êè, ðàñòóùèå â êóëüòóðàëüíûõ ÷àøêàõ, ïðîìûâàëè äâàæ-
äû PBS, óäàëÿëè ñ ÷àøåê ïëàñòèêîâûì ñêðåáêîì, îñàæäà-
ëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì è ëèçèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí
íà ëüäó â 3 îáúåìàõ áóôåðíîãî ðàñòâîðà (îòíîñèòåëüíî
îáúåìà ïëîòíîãî îñàäêà êëåòîê), ñîäåðæàùåãî 25 ìÌ
Òðèñ-Cl (pH 7.4), 250 ìÌ NaCl, 0.25%-íûé äåòåðãåíò
NP-40, 1 ìÌ PMSF è êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðîòåîëèçà

Ìîäåëü in vivo äëÿ èçó÷åíèÿ òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê â óðîòåëèé 847



1 : 100. Ýêñòðàêòû òêàíè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ìûøåé ëèíèè
C57BL ãîòîâèëè ïóòåì åå èçìåëü÷åíèÿ íîæíèöàìè ñ ïî-
ñëåäóþùåé îáðàáîòêîé êóñî÷êîâ òêàíåé â ãîìîãåíèçàòî-
ðå ñ PBS è ëèçèðîâàíèåì ïîëó÷åííîé ñóñïåíçèè, êàê îïè-
ñàíî âûøå. Ýêñòðàêòû êëåòîê öåíòðèôóãèðîâàëè 15 ìèí
ïðè 13 000 g è 4 °Ñ. Ïðîáû óðàâíèâàëè ïî êîëè÷åñòâó îá-
ùåãî áåëêà, îïðåäåëÿåìîãî ñ ïîìîùüþ ðåàêòèâà Áðýä-
ôîðä, ïåðåíîñèëè â ìèêðîïðîáèðêè, ñîäåðæàùèå ðàâíûé
îáúåì áóôåðà äëÿ íàíåñåíèÿ ïðîá íà ãåëü (4 % äîäåöèë-
ñóëüôàòà íàòðèÿ, 20 % ãëèöåðèíà, 200 ìÌ äèòèîòðåèòà,
120 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 6.8, 0.002 % áðîìôåíîëîâîãî ñèíå-
ãî), êèïÿòèëè 5 ìèí íà âîäÿíîé áàíå è íàíîñèëè â îáúåìå
25 ìêë, ñîäåðæàùåì 30 ìêã îáùåãî áåëêà, íà îäíó äîðîæ-
êó ïîëèàêðèëàìèäíîãî ãåëÿ. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ðàçäå-
ëåííûå áåëêè ïåðåíîñèëè ñ ãåëÿ íà ìåìáðàíó PVDF ñ ïî-
ìîùüþ ïîëóñóõîãî ýëåêòðîïåðåíîñà. Áåëêè íà ìåìáðàíå
âûÿâëÿëè ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè è âèçóàëèçèðîâà-
ëè ðåàêòèâîì ECL.

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÎÒ-ÏÖÐ îáùóþ ÐÍÊ âûäåëÿëè èç ïå-
÷åíè, ëåãêèõ, êèøå÷íèêà, ïî÷åê è ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ïîäî-
ïûòíûõ è êîíòðîëüíûõ ìûøåé ëèíèè C57BL, êîòîðûì
ÌÑÊ ââîäèëè in situ ïîñëå êðèîòðàâìû èëè áåç íåå ñîîò-
âåòñòâåííî, à òàêæå èç ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ìûøåé GFP. ÐÍÊ
âûäåëÿëè ñ ïðèìåíåíèåì íàáîðà ðåàêòèâîâ RNEasy Mini
Kit (Qiagen, ÑØÀ), åå êîíöåíòðàöèþ èçìåðÿëè ñïåêòðî-
ôîòîìåòðè÷åñêè è èñïîëüçîâàëè 0.5—1.0 ìêã ÐÍÊ äëÿ
ÎÒ-ÏÖÐ. Îáðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ è ñïåöèôè÷åñêóþ àì-
ïëèôèêàöèþ ãåíà Gfp ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì áóôå-
ðà è ôåðìåíòàòèâíîé ñìåñè èç íàáîðà Qiagen OneStep
äëÿ ÎÒ-ÏÖÐ, êîòîðûé ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü îáå ðåàêöèè è
ñîäåðæèò ÄÍÊ-ïîëèìåðàçó HotStar Taq è ñìåñü îáðàò-
íûõ òðàíñêðèïòàç Omniscript è Sensiscript. Äëÿ ÏÖÐ èñ-
ïîëüçîâàëè ïðàéìåðû 5R-GCAAGCTGACCCTGAAGT-
TCATC-3R è 5R-TCACCTTGATGCCGTTCTTCTG-3R, êîòî-
ðûå äàâàëè âîçìîæíîñòü àìïëèôèöèðîâàòü ôðàãìåíò ãåíà
GFP ðàçìåðîì 372 ï. î. ÏÖÐ ïðîâîäèëè íà òåðìîöèêëåðå ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñëåäóþùåé ïðîãðàììû: îáðàòíàÿ òðàíñ-
êðèïöèÿ (30 ìèí, 50 °Ñ); àêòèâàöèÿ ÄÍÊ ïîëèìåðàçû Hot-
Star Taq, â õîäå êîòîðîé îáðàòíûå òðàíñêðèïòàçû èíàêòè-
âèðîâàëèñü, à ê ÄÍÊ-ìàòðèöà äåíàòóðèðîâàëàñü (15 ìèí
ïðè 95 °Ñ); 30 öèêëîâ äåíàòóðàöèè ÄÍÊ (94 °Ñ, 30 ñ); îò-
æèã (56 °Ñ, 30 ñ); ñèíòåç (72 °Ñ, 1 ìèí) è êîíå÷íàÿ ñòàäèÿ
ñèíòåçà (72 °Ñ, 10 ìèí). Ïðîäóêòû ðåàêöèè àíàëèçèðîâàëè
ïóòåì ýëåêòðîôîðåçà â 1.2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå.

Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå à í ò è ò å ë à: ìûøèíûå ìî-
íîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ Tcf3,4 (Abcam, Âåëèêîá-
ðèòàíèÿ); ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ
b-àêòèíà (Sigma, ÑØÀ); êðîëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå àíòè-
òåëà ïðîòèâ GFP (Sigma, ÑØÀ è Abcam, Âåëèêîáðèòà-
íèÿ); ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ Her-4
(Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ); êðîëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå àí-
òèòåëà ïðîòèâ b-êàòåíèíà (Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ è Sig-
ma, ÑØÀ); âèäîñïåöèôè÷íûå àíòèòåëà Alexa Fluor® 568,
Fab-ôðàãìåíò êðîëè÷üèõ àíòèìûøèíûõ àíòèòåë (Invitro-
gen, ÑØÀ); Alexa Fluor® 633 Fab-ôðàãìåíò êîçëèíûõ èì-
ìóíîãëîáóëèíîâ ïðîòèâ ëåãêèõ è òÿæåëûõ öåïåé èììó-
íîãëîáóëèíîâ êðîëèêà (Invitrogen, ÑØÀ); Fab-ôðàãìåíò
êîçëèíûõ è êðîëè÷üèõ èììóíîãëîáóëèíîâ, êîíúþãèðî-
âàííûõ ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà, ïðîòèâ ëåãêèõ è òÿæåëûõ
öåïåé èììóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà èëè ìûøè (Jackson Im-
munolabs, ÑØÀ).

Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ð å à ê ò è â û: Anti-Fade,
PVDF, ïîëèàêðèëàìèä äëÿ ýëåêòðîôîðåçà, ðåàêòèâ Áðýä-
ôîðä (BioRad, ÑØÀ); áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí,
äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ, êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðîòåîëè-

çà, NP-40, DAPI, PMSF, ïàðàôîðìàëüäåãèä, Òðèòîí
X-100, Òðèñ (Sigma, ÑØÀ); òðèïñèí, ñîäåðæàùèé 1 ìÌ
ÝÄÒÀ, ñðåäó DMEM/F12, ýìáðèîíàëüíóþ áû÷üþ ñûâî-
ðîòêó (Invitrogen, ÑØÀ); íàáîð ðåàêòèâîâ äëÿ âûäåëåíèÿ
ÐÍÊ (RNEasy Mini Kit, íàáîð ðåàêòèâîâ Qiagen OneStep
äëÿ ÎÒ-ÏÖÐ; Qiagen, ÑØÀ); ECL (Millipore, ÑØÀ); êóëü-
òóðàëüíûå ïëàñòèêîâûå ÷àøêè (Sarstedt, Ãåðìàíèÿ);
Òâèí 20 (Bio Chemica, Ãåðìàíèÿ); ýòèëîâûé ýôèð (Âåê-
òîí, Ðîññèÿ); KCl, ìåòèëîâûé ñïèðò, óêñóñíàÿ êèñëîòà
(Ðåàõèì, Ðîññèÿ); ãåïàðèí (Áåëìåäïðåïàðàòû, Áåëîðóñ-
ñèÿ); íåôëóîðåñöèðóþùåå èììåðñèîííîå ìàñëî (Carl
Zeiss, Øâåéöàðèÿ); êðàñèòåëü Ãèìçà, òàáëåòêè äëÿ ïðèãî-
òîâëåíèÿ áóôåðà PBS (BDH, Âåëèêîáðèòàíèÿ); àòðàâìà-
òè÷åñêèå èãëû ñ íèòüþ Prolene rolene 10/0; õèðóðãè÷åñêàÿ
øîâíàÿ íèòü Pds 6/0 (Ethicon Inc., Âåëèêîáðèòàíèÿ); ïîëè-
ïðîïèëåíîâàÿ õèðóðãè÷åñêàÿ íèòü 4/0 (Ëèíòåêñ, Ðîññèÿ);
êëåé ÁÔ-6 (ÇÀÎ «Âåðòåêñ», Ðîññèÿ); òèîïåíòàë íàòðèÿ,
öåôàçîëèí (ÎÀÎ «Ñèíòåç», Ðîññèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Î ö å í ê à ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ì à ð ê å ð í û õ á å ë ê î â â
Ì Ñ Ê. Ïîëó÷åííûå íàìè èç êîñòíîãî ìîçãà òðàíñãåííûõ
ìûøåé GFP ÌÑÊ íà 12—25-ì ïàññàæå â êóëüòóðå in vitro
ýêñïðåññèðîâàëè GFP, êîòîðûé âûÿâëÿëè ïóòåì èììó-
íîáëîòèíãà, ïî åñòåñòâåííîé çåëåíîé ôëóîðåñöåíöèè è
ôëóîðåñöåíöèè, âûçâàííîé ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ
àíòèòåë è âòîðûõ àíòèòåë, ìàðêèðîâàííûõ êðàñíûì ôëóî-
ðîõðîìîì (ðèñ. 2, à, á) (Ïîïîâ è äð., 2009). Â ïàðàëëåëü-
íûõ îïûòàõ, èñïîëüçóÿ òå æå ìåòîäû èììóíîôëóîðåñöåí-
öèè, ìû íå îáíàðóæèëè â ÌÑÊ íè Tcf3,4, íè Her-4
(ðèñ. 2, à). Íàëè÷èå â ÌÑÊ ìàðêåðíîãî áåëêà GFP è îò-
ñóòñòâèå Her-4 è Tcf3,4 äåëàëî ýòè êëåòêè óäîáíûìè äëÿ
èñïîëüçîâàíèÿ â êà÷åñòâå ìèøåíåé äëÿ íàáëþäåíèÿ çà èõ
äèôôåðåíöèðîâêîé â êëåòêè óðîòåëèÿ. Êëåòêè óðîòåëèÿ
íîðìàëüíûõ ìûøåé íå ïðîäóöèðóþò GFP, íî, ïî äàííûì
ëèòåðàòóðû, ñèíòåçèðóþò Her-4 è ïîòåíöèàëüíî ìîãóò ÿâ-
ëÿòüñÿ ïðîäóöåíòàìè Tcf3,4.

Ð à ç ð à á î ò ê à ý ê ñ ï å ð è ì å í ò à ë ü í î é ì î ä å ë è í à
ì û ø à õ ä ë ÿ î ö å í ê è ò ð à í ñ ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê è
ñ î ì à ò è ÷ å ñ ê è õ ê ë å ò î ê â ó ð î ò å ë è é. Íàøè ïåðâîíà-
÷àëüíûå îïûòû ïî èíäóêöèè òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè
ÌÑÊ â óðîòåëèé âêëþ÷àëè â ñåáÿ èõ èíúåêöèþ â íåïî-
âðåæäåííûé ìî÷åâîé ïóçûðü ñ ïîñëåäóþùåé ãèñòîõèìè-
÷åñêîé îöåíêîé ýêñïðåññèè GFP ÷åðåç 2 è 4 íåä ïîñëå
òðàíñïëàíòàöèè. Â ýòèõ îïûòàõ ìû íå îáíàðóæèëè GFP â
ìî÷åâîì ïóçûðå ìûøåé-ðåöèïèåíòîâ (ðåçóëüòàòû íå ïî-
êàçàíû). Èçìåíåíèå ìåòîäè÷åñêîãî ïîäõîäà ñ ïðåäâàðè-
òåëüíûì ñóáëåòàëüíûì îáëó÷åíèåì æèâîòíûõ è ââåäåíè-
åì èì ÷åðåç 1 ñóò ÌÑÊ â íåïîâðåæäåííûé ìî÷åâîé ïó-
çûðü òàêæå íå ñîïðîâîæäàëîñü âêëþ÷åíèåì ÌÑÊ â
ãèñòîãåíåç òêàíè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ. Â ïîñëåäóþùèõ ýêñ-
ïåðèìåíòàõ ìû ââîäèëè ÌÑÊ â ìî÷åâîé ïóçûðü, ïðåäâà-
ðèòåëüíî ïîäâåðãíóòûé êðèîòðàâìå, ðóêîâîäñòâóÿñü ìå-
òîäîì, îïèñàííûì ê òîìó âðåìåíè â òåêóùåé ëèòåðàòóðå
(De Coppy et al., 2007). Ó÷èòûâàÿ, ÷òî ðåçóëüòàòû îïóáëè-
êîâàííîé ñòàòüè ïîêàçûâàëè âêëþ÷åíèå ÌÑÊ ïðåèìóùå-
ñòâåííî â êëåòêè ñåðîçíîé îáîëî÷êè è ìûøå÷íîãî ñëîÿ
ìî÷åâîãî ïóçûðÿ, ìû ìîäèôèöèðîâàëè óñëîâèÿ êðèîòðàâ-
ìû. Ïîâðåæäåíèå ñòåíêè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ â óêàçàííîé
ðàáîòå (De Coppy et al., 2007) ïðîèçâîäèëîñü ìåòàëëè÷å-
ñêîé ïàëî÷êîé ñ òóïûì êîíöîì.

Òàêîé ïîäõîä, ïî íàøåìó ïðåäïîëîæåíèþ, ìîã îáåñ-
ïå÷èâàòü ïîâðåæäåíèå ñåðîçíîé îáîëî÷êè, ôèçè÷åñêè
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êîíòàêòèðóþùåé ñ ïàëî÷êîé, òîãäà êàê êëåòêè óðîòåëèÿ,
íàõîäÿùèåñÿ âíå çîíû ôèçè÷åñêîãî êîíòàêòà, ìîãëè íå
ïîâðåæäàòüñÿ. Ïîýòîìó ìû âûçûâàëè ïîâðåæäåíèå ìî÷å-
âîãî ïóçûðÿ èãëîé G21, îõëàæäåííîé äî òåìïåðàòóðû
æèäêîãî àçîòà, ïðîêàëûâàÿ âñå ñëîè ñòåíêè ìî÷åâîãî ïó-
çûðÿ, âêëþ÷àÿ óðîòåëèé. Èñïîëüçóÿ îïèñàííûå óñëîâèÿ,
ìû îáíàðóæèëè ïóòåì ãèñòîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà ÷åðåç 2
è 4 íåä ïîñëå ââåäåíèÿ ÌÑÊ â ìî÷åâîì ïóçûðå ìû-
øåé-ðåöèïèåíòîâ áåëîê GFP, êîòîðûé âûÿâëÿëñÿ â êëåò-
êàõ óðîòåëèÿ ïî åñòåñòâåííîé çåëåíîé ôëóîðåñöåíöèè è ñ
ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë (ðèñ. 3). GFP òàêæå âû-
ÿâëÿëñÿ â òêàíè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ñ ïîìîùüþ ÎÒ-ÏÖÐ,
õîòÿ óðîâåíü åãî ýêñïðåññèè áûë çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì â
òêàíè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ òðàíñãåííûõ ìûøåé GFP (ðåçóëü-
òàòû íå ïîêàçàíû).

Î ö å í ê à ò ê à í å ñ ï å ö è ô è ÷ å ñ ê è õ è ç ì å í å í è é
â Ì Ñ Ê, ò ð à í ñ ï ë à í ò è ð î â à í í û õ â ì î ÷ å â î é ï ó-
ç û ð ü ñ è í ã å í í û õ ì û ø å é. Ñ ïîìîùüþ èììóíî-
áëîòèíãà ìû íàøëè, ÷òî â òêàíè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ìûøåé
ëèíèè C57BL íå ýêñïðåññèðóþò GFP è b-êàòåíèí, íî ýêñ-
ïðåññèðóþòñÿ òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû Tcf 3,4, êîòî-
ðûå âûÿâëÿþòñÿ ïðè ýëåêòðîôîðåçå â ôîðìå äâóõ ïîëîñ ñ
ìîë. ìàññàìè 50 è 60 êÄà. Íàïðîòèâ, ÌÑÊ îò òðàíñãåí-
íûõ ìûøåé GFP â êóëüòóðå in vitro ïðîäóöèðîâàëè GFP è
b-êàòåíèí, íî íå ïðîäóöèðîâàëè òðàíñêðèïöèîííûå ôàê-
òîðû Tcf3,4 (ðèñ. 4, à).

Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ïîäòâåðäèë, ÷òî ôàê-
òîðû Tcf3,4 ýêñïðåññèðîâàëèñü â ýïèòåëèè ìî÷åâîãî ïó-
çûðÿ è ëîêàëèçîâàëèñü ïðåèìóùåñòâåííî â öèòîïëàçìå
(ðèñ. 3, á). Her-4 ëîêàëèçîâàëñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå, õîòÿ ÷àñòü ìàòåðèàëà ðàâíî-
ìåðíî ðàñïðåäåëÿëàñü â îáëàñòè ÿäðà (ðèñ. 4, á). Ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè äâîéíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ àí-
òèòåëàìè ê Tcf3,4 èëè Her-4 ñ êðàñíûì ôëóîðîõðîìîì è
àíòèòåëàìè ê GFP ñ çåëåíûì ôëóîðîõðîìîì ìû îáíàðó-
æèëè â óðîòåëèè åäèíè÷íûå ãðóïïû êëåòêè, îêðàøåííûå
îáîèìè êðàñèòåëÿìè (ðèñ. 4, á).

Îáñóæäåíèå

Òåðàïèÿ ÑÊ ìîæåò áûòü ýôôåêòèâíîé ïðè óñëîâèè
ìîëåêóëÿðíîé è êëåòî÷íîé êîìïëåìåíòàðíîñòè âîññòà-
íàâëèâàåìîé òêàíè, íàïðèìåð óðîòåëèÿ è ÑÊ, êîòîðûå
îáåñïå÷èâàþò ðåãåíåðàöèþ òêàíè ðåöèïèåíòà è ìîãóò

áûòü èñïîëüçîâàíû êàê ìîëåêóëÿðíûå ìèøåíè äëÿ ôàð-
ìàêîëîãè÷åñêîãî óïðàâëåíèÿ ïðîöåññàìè âîññòàíîâè-
òåëüíîé òåðàïèè.

ÌÑÊ îïðåäåëÿþòñÿ êàê íåäèôôåðåíöèðîâàííûå êëåò-
êè, ïðîèñõîäÿùèå èç ðàçëè÷íûõ òêàíåé çðåëîãî îðãà-
íèçìà, îáëàäàþùèå áîëüøèì ïðîëèôåðàòèâíûì è äèô-
ôåðåíöèðîâî÷íûì ïîòåíöèàëîì (Kuhn, Tuan, 2010).
Â îïûòàõ in vitro è in vivo ïîêàçàíî, ÷òî ÌÑÊ ýôôåêòèâ-
íî äèôôåðåíöèðóþòñÿ â êëåòêè ìåçîäåðìàëüíîãî è ýêòî-
äåðìàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (Prockop, 1997; Pittenger
et al., 1999). Ýíòîäåðìàëüíàÿ äèôôåðåíöèðîâêà ÌÑÊ ïðî-
èñõîäèò ñî çíà÷èòåëüíî ìåíüøåé ýôôåêòèâíîñòüþ è òîëü-
êî â îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ, êîòîðûå âîçíèêàþò
ïðè òðàâìàòè÷åñêîì ïîâðåæäåíèè òêàíè ðåöèïèåíòà (Or-
tiz et al., 2003). Âåðîÿòíî, â óñëîâèÿõ ïîâðåæäåíèÿ êëåòêè
ðåöèïèåíòà âûäåëÿþò ôàêòîðû, îáëåã÷àþùèå äèôôåðåí-
öèðîâêó ÌÑÊ â òêàíåñïåöèôè÷åñêîì íàïðàâëåíèè. Áèî-
õèìè÷åñêàÿ ïðèðîäà òàêèõ ôàêòîðîâ îñòàåòñÿ íåèçó-
÷åííîé.

Òåêóùèå ïóáëèêàöèè ïîêàçûâàþò, ÷òî äëÿ òêàíè ìî-
÷åâîãî ïóçûðÿ àäåêâàòíûì òðàâìàòè÷åñêèì âîçäåéñòâè-
åì, ñïîñîáñòâóþùèì òðàíñäèôôåðåíöèðîâêå òðàíñïëàí-
òèðîâàííûõ ÌÑÊ â óðîòåëèé, ÿâëÿåòñÿ êðèîòðàâìà (De
Coppi et al., 2007). Â îòâåò íà êðèîòðàâìó ïðîèñõîäÿò áû-
ñòðàÿ àêòèâàöèÿ äåëåíèÿ êëåòîê óðîòåëèÿ, íàõîäÿùèõñÿ â
íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ, è âîñïîëíåíèå
ïîâðåæäåííîé òêàíè. Ñïîñîáíîñòü ê áûñòðîìó èçìåíå-
íèþ ïðîëèôåðàòèâíîãî ñîñòîÿíèÿ óðîòåëèÿ â îòâåò íà ïî-
âðåæäåíèå, èíäóêöèÿ óðîòåëèàëüíîãî ôåíîòèïà â ìåçåí-
õèìíûõ êëåòêàõ êîñòíîãî ìîçãà, âûçâàííàÿ òêàíåñïåöè-
ôè÷åñêèìè ñèãíàëàìè, à òàêæå ñïîñîáíîñòü óðîòåëèÿ ê
äîáðîêà÷åñòâåííîé èëè çëîêà÷åñòâåííîé ìåòàïëàçèè ïîä
äåéñòâèåì âíåøíèõ óñëîâèé ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
òêàíü ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñèñòåìó ñ äè-
íàìè÷íîé ïëàñòè÷íîñòüþ, ñïîñîáíóþ ïðîäóöèðîâàòü è
âîñïðèíèìàòü òðàíñäèôôåðåíöèðîâî÷íûå ñèãíàëû (Sta-
ack et al., 2005).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïûòàëèñü ðàçðàáîòàòü ìî-
äåëüíóþ ñèñòåìó, îïèñûâàþùóþ óñëîâèÿ òðàíñäèôôå-
ðåíöèðîâêè ÌÑÊ â êëåòêè óðîòåëèÿ ó ìûøåé. Èñïîëüçî-
âàíèå òàêîé ìîäåëè ìîãëî ïðåäîñòàâèòü â äàëüíåéøåì
âîçìîæíîñòü äëÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîãî àíàëèçà ýôôåêòèâ-
íîñòè òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè â óðîòåëèé êëåòîê êèøå÷-
íèêà è äðóãèõ òêàíåé, êîòîðûå óæå èñïîëüçóþòñÿ èëè
ïðåäñòàâëÿþòñÿ ïåðñïåêòèâíûìè äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â êà-

Ìîäåëü in vivo äëÿ èçó÷åíèÿ òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê â óðîòåëèé 849

Ðèñ. 3. Ýêñïðåññèÿ GFP â ýïèòåëèè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ìûøåé ëèíèè C57BL ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè èì ÌÑÊ. Èììóíî-
ôëóîðåñöåíöèÿ.

Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 2.



÷åñòâå äîíîðñêèõ êëåòîê ïðè àóòîïëàñòèêå ìî÷åâîãî ïó-
çûðÿ â ìåäèöèíñêèõ êëèíèêàõ (Êîìÿêîâ è äð., 2007).

Èçâåñòíî, ÷òî â ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè êëåòîê óðî-
òåëèÿ âàæíóþ ðîëü èãðàþò ëèãàíäû è ðåöåïòîðû ñåìåéñò-
âà EGF, â ÷àñòíîñòè ðåöåïòîð Her-4, êîòîðûé àêòèâíî ýêñ-
ïðåññèðóåòñÿ â íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåò-
êàõ óðîòåëèÿ (Røtterud et al., 2005). Ñèãíàëüíûé ïóòü
Wnt—b-êàòåíèí àêòèâèðóåòñÿ â ñëó÷àå çëîêà÷åñòâåííîé
òðàíñôîðìàöèè êëåòîê óðîòåëèÿ è, âåðîÿòíî, èãðàåò âàæ-
íóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ôóíêöèé òêàíåñïåöèôè÷åñêèõ ÑÊ
ìî÷åâîãî ïóçûðÿ, êîòîðûå äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íå
èäåíòèôèöèðîâàíû.

Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî â êóëüòóðå in vitro ÌÑÊ, ìàðêè-
ðîâàííûå òðàíñãåííûì GFP, íå ïðîäóöèðóþò Her-4 è
Tcf3,4 (ðèñ. 2). Òðàíñïëàíòàöèÿ ÌÑÊ â ìî÷åâîé ïóçûðü,
ïîäâåðãíóòûé êðèîòðàâìå, âûçûâàëà â íåé ïðîäóêöèþ
GFP, êîòîðàÿ âûÿâëÿëàñü ñ ïîìîùüþ ÎÒ-ÏÖÐ (ðåçóëü-
òàòû íå ïîêàçàíû). GFP îïðåäåëÿëè â óðîòåëèè è ñ ïî-
ìîùüþ ìèêðîñêîïèè, èñïîëüçóÿ åñòåñòâåííóþ çåëåíóþ
ôëóîðåñöåíöèþ áåëêà è èììóíîôëóîðåñöåíöèþ, âûçûâà-
åìóþ ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè ê GFP (ðèñ. 3). Êðèî-

òðàâìà ñïîñîáñòâóåò îáðàçîâàíèþ òêàíåñïåöèôè÷åñêèõ
ôàêòîðîâ, îáëåã÷àþùèõ äèôôåðåíöèðîâêó ÌÑÊ â óðîòå-
ëèé, à â óñëîâèÿõ åå îòñóòñòâèÿ â êîíòðîëüíûõ îïûòàõ
ââåäåíèå ÌÑÊ íå ïðèâîäèëî ê ýêñïðåññèè GFP (ðåçóëüòà-
òû íå ïîêàçàíû). Èñïîëüçîâàíèå â íàøèõ îïûòàõ äâîéíîé
ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêè ïðè îêðàñêå òêàíè ìî÷åâîãî ïóçû-
ðÿ àíòèòåëàìè ê GFP è Her-4 è Tcf3,4 ïîêàçàëî, ÷òî GFP
ýêñïðåññèðóåòñÿ â íåêîòîðûõ êëåòêàõ ýïèòåëèÿ îäíîâðå-
ìåííî ñ Her-4 è Tcf3,4 (ðèñ. 4, á). Êëåòêè ñ äâîéíîé ôëóî-
ðåñöåíòíîé ìåòêîé ðàñïîëàãàëèñü êëàñòåðàìè, ÷òî, âåðî-
ÿòíî, ñâèäåòåëüñòâóåò îá èõ ïðîèñõîæäåíèè èç îäíîãî
ïðåäøåñòâåííèêà ïðè åãî àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè. Îäíà-
êî êîëè÷åñòâî ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê, íåñóùèõ äâîéíóþ
ìåòêó, áûëî íåçíà÷èòåëüíûì è íå ïðåâûøàëî 1—2 %
âñåõ êëåòîê ýïèòåëèÿ. Ýòè äàííûå ñîîòâåòñòâóþò ðåçóëü-
òàòàì íàøèõ îïûòîâ ñ âûÿâëåíèåì GFP ïóòåì ÎÒ-ÏÖÐ, â
êîòîðûõ óðîâåíü GFP â òêàíè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ îïûòíûõ
æèâîòíûõ áûë çíà÷èòåëüíî íèæå òàêîâîãî ó ìûøåé GFP
(ðåçóëüòàòû íå ïîêàçàíû).

Ðåçóëüòàòû íàøèõ îïûòîâ ïîêàçàëè, ÷òî â êëåòêàõ ìî-
÷åâîãî ïóçûðÿ ìûøåé C57BL â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ íå

850 Á. Â. Ïîïîâ, À. Ì. Çàé÷èê è äð.

Ðèñ. 4. Ýêñïðåññèÿ GFP, Tcf3,4 è Her-4 â ìî÷åâîì ïóçûðå ìûøåé ëèíèè C57BL ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè èì ÌÑÊ, ïðîäóöèðóþùèõ
GFP.

à — ñðàâíèòåëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà ïî èììóíîáëîòó ïðîäóêöèè GFP, Tcf3,4 è b-êàòåíèíà â òêàíè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ íîðìàëüíûõ ìûøåé ëèíèè C57BL è
ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ îò òðàíñãåííûõ ìûøåé GFP. á — îöåíêà ýêñïðåññèè GFP, Tcf3,4 èëè Her-4 â ìî÷åâîì ïóçûðå ìûøåé-ðåöèïèåíòîâ ÌÑÊ ïóòåì

äâîéíîãî èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ. Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 2.



âûÿâëÿåòñÿ b-êàòåíèí, íî îáíàðóæèâàþòñÿ òðàíñêðèïöè-
îííûå ôàêòîðû Tcf3,4 (ðèñ. 4, à). Èçâåñòíî, ÷òî â îòñóòñò-
âèå ñèãíàëîâ Wnt è ïðè íèçêîì óðîâíå ÿäåðíîãî b-êàòå-
íèíà êëåòêè íåêîòîðûõ òêàíåé, íàïðèìåð ýïèòåëèÿ êîæè,
ïðîäóöèðóþò Tcf3, êîòîðûé èíãèáèðóåò äèôôåðåíöèðîâ-
êó ÑÊ âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà. Â ñëó÷àå ãèïåðýêñïðåññèè
Tcf3 òàêæå ïðîèñõîäèò èíãèáèðîâàíèå äèôôåðåíöèðîâêè
âñåõ òðåõ ýïèòåëèàëüíûõ ëèíèé, ïðîèñõîäÿùèõ èç ÑÊ âî-
ëîñÿíîãî ôîëëèêóëà (Nguyen et al., 2006). Âîçìîæíî, ÷òî
ôóíêöèîíàëüíàÿ ðîëü ýêñïðåññèè Tcf3 â ìî÷åâîì ïóçûðå
â óñëîâèÿõ îòñóòñòâèÿ ñèãíàëîâ Wnt—b-êàòåíèí ïîäîáíà
òàêîâîé â ýïèäåðìèñå. Ýòî ïðåäïîëîæåíèå ñîîòâåòñòâóåò
øèðîêî èçâåñòíûì äàííûì î òîì, ÷òî êëåòêè ìî÷åâîãî
ïóçûðÿ in vivo íàõîäÿòñÿ â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ (Cooper,
1972; Varley et al., 2004, 2005).

Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî Tcf3 â ìî÷åâîì ïóçûðå ìîæåò
èãðàòü ðîëü èíãèáèòîðà äèôôåðåíöèðîâêè, ñïîñîáñòâóÿ
óäåðæàíèþ êëåòîê ýïèòåëèÿ â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ ïóòåì èíãè-
áèðîâàíèÿ òðàíñêðèïöèè ôàêòîðà PPARj, êîòîðûé ñïîñîá-
ñòâóåò äèôôåðåíöèðîâêå êëåòîê óðîòåëèÿ (Varley et al.,
2004). Èçâåñòíî, ÷òî â ýïèäåðìèñå PPARj ïîääåðæèâàåò
äèôôåðåíöèðîâêó ÑÊ, à åãî èíãèáèðîâàíèå â ñòâîëîâûõ
êëåòêàõ ýïèäåðìèñà îñóùåñòâëÿåòñÿ òðàíñêðèïöèîííûì
ôàêòîðîì Tcf3 (Nguyen et al., 2006). Â ýïèòåëèè êîæè è
ìî÷åâîãî ïóçûðÿ, ôóíêöèÿ êîòîðûõ çàêëþ÷àåòñÿ â ïîä-
äåðæàíèè âîäíîãî áàëàíñà, PPARj èãðàåò ïîäîáíóþ ðîëü,
ñïîñîáñòâóÿ äèôôåðåíöèðîâêå ÑÊ â ôóíêöèîíàëüíî çðå-
ëûå êëåòêè. Â óðîòåëèè PPARj òðàíñêðèïöèîííî àêòèâèðó-
åò ïðîäóêöèþ óðîïëàêèíîâ, ôîðìèðóþùèõ àïèêàëüíóþ
ìåìáðàíó â çîíòèêîîáðàçíûõ êëåòêàõ, êîíòàêòèðóþùèõ ñ
ìî÷îé (Varley et al., 2004). Ïîäîáèå ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè
äèôôåðåíöèðîâêè â ýïèòåëèè êîæè è ìî÷åâîãî ïóçûðÿ
ïîäòâåðæäàåòñÿ òàêæå ó÷àñòèåì â òîì è äðóãîì ñëó÷àÿõ
ïðîäóêòà ãåíà Get1, êîòîðûé îïîñðåäóåò âëèÿíèå PPARj íà
òåðìèíàëüíóþ äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê (Yu et al., 2009).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
09-04-00595).
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Development of reconstructive therapy of the urinary tract using pluripotent and somatic stem cells, for
example mesenchymal stem cell (MSCs), recently goes through the stage of experimental studies. These studies
include investigation of the main functions of MSCs and urothelium lining from inside the organs of the urinary
tract. An important role in the regulation of proliferation and differentiation of urothelium belongs to EGF and
Wnt—b-catenin signaling pathways which activity may be accessed by the level of Her-4 and Tcf3,4, accordin-
gly. We found here that MSCs labeled by transgenic green fluorescence protein (GFP) did not produce in vitro
Her-4 and Tcf3,4 but activated their production after transfer into cryoinjured bladder of the syngenic mouse.
After MSCs transplantation, GFP was detected in the bladder by RT-PCR and was colocalized with Her-4 or
Tcf3,4 in a few urothelium cells detected by immunohistichemical staining with specific antibodies. These re-
sults suggest that MSCs labeled by GFP may be used as a good model to study transdifferentiation of somatic
cells into urothelium.

K e y w o r d s: mesenchymal stem cells, transdifferentiation, bladder reconstructive therapy, EGF and
Wnt—b-catenin signaling pathways, Her-4 and Tcf3,4.
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