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Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ ïåðåíîñ÷èêîâ SGLT1 è GLUT2

Àâòîðàìè îöåíåíî ðàñïðåäåëåíèå ïåðåíîñ÷èêîâ ãåêñîç SGLT1 è GLUT2 â ýíòåðîöèòàõ èçîëèðîâàí-
íîãî ó÷àñòêà êèøêè â óñëîâèÿõ õðîíè÷åñêîãî îïûòà è â êóëüòóðå êëåòîê Ñàñî2 ïîñëå âñàñûâàíèÿ ãåêñîç
ïðè èõ âûñîêèõ è íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî â ýíòåðîöèòàõ ïåðåíîñ÷èê SGLT1 ëîêàëèçî-
âàí ïî êðàþ êèøå÷íîé âîðñèíêè. Ïåðåíîñ÷èê GLUT2 ïîñëå íàãðóçêè âûñîêèìè êîíöåíòðàöèÿìè ðàñòâî-
ðîâ ãåêñîç ëîêàëèçîâàí â àïèêàëüíîé ÷àñòè êëåòêè, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î åãî ó÷àñòèè â òðàíñïîðòå ñàõà-
ðîâ ÷åðåç àïèêàëüíóþ ìåìáðàíó. Êëåòêè Ñàñî2 â êóëüòóðå ôîðìèðóþò õàðàêòåðíûå äëÿ ýíòåðîöèòîâ
ìèêðîâîðñèíêè è ñîåäèíèòåëüíûé êîìïëåêñ. Ïðè èíêóáèðîâàíèè êóëüòóðû â ðàñòâîðàõ ãëþêîçû è ãà-
ëàêòîçû íàáëþäàëè ïîãëîùåíèå ýòèõ ñàõàðîâ èç èíêóáàöèîííîé ñðåäû. Ïåðåíîñ÷èê SGLT1 â êëåòêàõ
Ñàñî2 íàõîäèòñÿ â àïèêàëüíîé è îêîëîÿäåðíîé ÷àñòÿõ êëåòêè è îðãàíèçîâàí â ãëîáóëû. Ïåðåíîñ÷èê
GLUT2 ïîñëå íàãðóçêè ãåêñîçàìè ïðè íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ñîñðåäîòî÷èâàåòñÿ â áàçàëüíîé îáëàñòè
êëåòêè. Êóëüòóðà êëåòîê Ñàñî2 ìîæåò ñëóæèòü ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ òðàíñïîðòà ñàõàðîâ â êèøå÷íîì
ýïèòåëèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êîíôîêàëüíàÿ è ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ýíòåðîöèò, Ñàñî2, SGLT1, GLUT2,
ãåêñîçû.

Ñîâðåìåííûå ïðåäñòàâëåíèÿ î ìåõàíèçìàõ âñàñûâà-
íèÿ ãåêñîç â ýíòåðîöèòàõ òîíêîé êèøêè ìëåêîïèòàþùèõ
îáîáùåíû â ðÿäå îáçîðîâ (Òèìîôååâà è äð., 2000; Ferraris,
2001; Kellett, Brot-Laroche, 2005; Drozdowski, Thomson,
2006). Ñîãëàñíî êëàññè÷åñêîé ìîäåëè âñàñûâàíèÿ ãåêñîç
â òîíêîì êèøå÷íèêå, ãëþêîçà è ãàëàêòîçà ïåðåíîñÿòñÿ ÷å-
ðåç àïèêàëüíóþ ìåìáðàíó ýíòåðîöèòà ñ ïîìîùüþ Na-çà-
âèñèìîãî òðàíñïîðòåðà SGLT1, à âûâîäÿòñÿ èç êëåòêè â
êðîâÿíîå ðóñëî îáùèì äëÿ áîëüøèíñòâà ãåêñîç ïåðåíîñ-
÷èêîì îáëåã÷åííîé äèôôóçèè GLUT2. Ýòà ìîäåëü âïîëíå
àäåêâàòíà äëÿ ñëó÷àåâ, êîãäà êîíöåíòðàöèÿ ãëþêîçû è ãà-
ëàêòîçû â ïðîñâåòå êèøêè ìåíüøå, ÷åì â êëåòêå. Ïðè
ýòîì àêòèâíûé ïåðåíîñ÷èê SGLT1 ðàáîòàåò ïðîòèâ ãðàäè-
åíòà êîíöåíòðàöèè.

Â êîíöå 1980-õ ãîäîâ àìåðèêàíñêèå ó÷åíûå (Pappen-
heimer, Reiss, 1987) îáðàòèëè âíèìàíèå íà òî, ÷òî â ôè-
çèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ (â îòñóòñòâèå íàðêîçà è îïåðàöè-
îííîé òðàâìû) ïðè âûñîêèõ óãëåâîäíûõ íàãðóçêàõ ñêî-
ðîñòü âñàñûâàíèÿ ãëþêîçû â òîíêîé êèøêå â íåñêîëüêî
ðàç ïðåâûøàåò çíà÷åíèÿ ìàêñèìàëüíîé ñêîðîñòè åå àê-
òèâíîãî òðàíñïîðòà, îïðåäåëåííûå â îïûòàõ in vitro è â
îñòðûõ îïûòàõ in vivo íà àíåñòåçèðîâàííûõ æèâîòíûõ.
Ýòèìè àâòîðàìè áûëà ïðåäëîæåíà ãèïîòåçà î ïàðàöåëëþ-
ëÿðíîì ïåðåíîñå ãëþêîçû ÷åðåç ïëîòíûå êîíòàêòû íà ïî-
òîêå âñàñûâàåìîé æèäêîñòè. Ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî ïàðà-
öåëëþëÿðíûé ïåðåíîñ îñîáåííî ýôôåêòèâåí â îòíîøåíèè
òðàíñïîðòà ãëþêîçû, îáðàçóþùåéñÿ ïðè ìåìáðàííîì ãèä-
ðîëèçå îëèãîñàõàðèäîâ (Pappenheimer, 2001). Îäíàêî, êàê
áûëî ïîêàçàíî íàìè ðàíåå (Ãðîìîâà, Ãðóçäêîâ, 1993; Gro-
mova, Gruzdkov, 1999; Ãðóçäêîâ, Ãðîìîâà, 2001), à òàêæå

äðóãèìè èññëåäîâàòåëÿìè (Lane et al., 1999; Ñheeseman,
2002), â øèðîêîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé ìàëüòîçû â ïî-
ëîñòè êèøêè ïàðàöåëëþëÿðíûé ïåðåíîñ îáðàçóþùåéñÿ
ãëþêîçû, ïî-âèäèìîìó, ñîñòàâëÿåò ëèøü âåñüìà íåçíà÷è-
òåëüíóþ äîëþ îò åå ñóììàðíîãî âñàñûâàíèÿ. Íàì íå óäà-
ëîñü òàêæå ïîäòâåðäèòü ðåçóëüòàòû ýëåêòðîííî-ìèêðî-
ñêîïè÷åñêîãî àíàëèçà (Madara, Pappenheimer, 1987), êàñà-
þùèåñÿ ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé ïëîòíûõ êîíòàêòîâ ïðè
âñàñûâàíèè áîëüøèõ êîíöåíòðàöèé ãëþêîçû (Ugolev
et al., 1995; Êîìèññàð÷èê è äð., 2003).

Â ïîñëåäíèå ãîäû ãðóïïà Êåëëåòà ïðåäëîæèëà íîâóþ
ìîäåëü âñàñûâàíèÿ ãåêñîç, â êîòîðóþ âêëþ÷åí òðàíñöåë-
ëþëÿðíûé ïàññèâíûé êîìïîíåíò (Helliwell et al., 2000;
Kellett, Helliwell, 2000; Kellett, 2001). Ñîãëàñíî ýòîé ìîäå-
ëè, ïðè âñàñûâàíèè âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé ãëþêîçû â
àïèêàëüíóþ ìåìáðàíó âêëþ÷àåòñÿ ïàññèâíûé ïåðåíîñ÷èê
GLUT2. Ïåðåìåùåíèå GLUT2 èç âíóòðèêëåòî÷íîãî ïóëà
è âñòðàèâàíèå åãî â ìåìáðàíó ùåòî÷íîé êàéìû çàïóñêà-
þòñÿ SGLT1-çàâèñèìîé àêòèâàöèåé ïðîòåèíêèíàçû Ñ
(ÐKÑ) è ÌÀÐ-êèíàçíîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ó÷àñòèå óêàçàííûõ ïåðåíîñ÷è-
êîâ â òðàíñìåìáðàííîì ïåðåíîñå ãåêñîç èçó÷àåòñÿ ïðåè-
ìóùåñòâåííî íà èçîëèðîâàííûõ ïðåïàðàòàõ òîíêîé êèø-
êè èëè â óñëîâèÿõ îñòðîãî îïûòà íà àíåñòåçèðîâàííûõ
æèâîòíûõ. Â òî æå âðåìÿ óêàçàííûå óñëîâèÿ èçìåíÿþò
ïðîöåññû âñàñûâàíèÿ è ñîîòâåòñòâåííî ðàáîòó ïåðåíîñ-
÷èêîâ. Â ëàáîðàòîðèè ôèçèîëîãèè ïèòàíèÿ Èíñòèòóòà ôè-
çèîëîãèè èì. È. Ï. Ïàâëîâà ÐÀÍ ðàçðàáîòàíà ìåòîäèêà
èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ ìåìáðàííîãî ãèäðîëèçà è âñàñûâà-
íèÿ ïèùåâûõ âåùåñòâ â èçîëèðîâàííîé ïåòëå êèøå÷íèêà
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íà íå àíåñòåçèðîâàííûõ æèâîòíûõ â õðîíè÷åñêîì îïûòå
(Óãîëåâ, Çàðèïîâ, 1979), ò. å. â óñëîâèÿõ, áëèçêèõ ê ôè-
çèîëîãè÷åñêèì. Ðàíåå íàìè áûëà èññëåäîâàíà ëîêàëèçà-
öèÿ òðàíñïîðòåðà GLUT2 â ýíòåðîöèòàõ òîíêîé êèøêè
êðûñû ïðè âñàñûâàíèè ãëþêîçû â óñëîâèÿõ õðîíè÷åñêîãî
îïûòà (Ãðåôíåð è äð., 2006; Ãðîìîâà è äð., 2006). Ïîëó-
÷åííûå â ýòèõ ðàáîòàõ ðåçóëüòàòû â îñíîâíîì óêëàäûâà-
ëèñü â âûøåïðèâåäåííóþ ìîäåëü ãðóïïû Êåëëåòà (Kellett,
Helliwell, 2000; Kellett, 2001).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â êà÷åñòâå ìîäåëè ýíòåðîöèòîâ
âñå øèðå èñïîëüçóþò êëåòêè Ñàñî2 èç êàðöèíîìû îáîäî÷-
íîé êèøêè. Ýòè êëåòêè ïðè âûðàùèâàíèè êóëüòóðû îáðà-
çóþò êîíôëþýíòíûé ñëîé, ïîëÿðèçóþòñÿ è ôîðìèðóþò
ìèêðîâîðñèíêè íà àïèêàëüíîé ïîâåðõíîñòè è ïëîòíûå
êîíòàêòû ìåæäó êëåòêàìè íà áàçîëàòåðàëüíîé ìåìáðàíå
(Pinto et al., 1983; Blais et al., 1987). Â êëåòêàõ Ñàñî2 îáíà-
ðóæåíû ïåðåíîñ÷èêè SGLT1 è GLUT2 (Mahraoui et al.,
1994). Îäíàêî íåìíîãî÷èñëåííûå äàííûå î ëîêàëèçàöèè
ýòèõ ïåðåíîñ÷èêîâ â êëåòêàõ Ñàñî2 êàñàþòñÿ òîëüêî
SGLT1 (Kipp et al., 2003; Khoursandy et al., 2004). Ïîýòîìó
ïåðåä íàìè ñòîÿëà çàäà÷à èçó÷èòü ëîêàëèçàöèþ ïåðåíîñ-
÷èêîâ SGLT1 è GLUT2 â êëåòêàõ Ñàñî2 ïðè íàãðóçêå ãåê-
ñîçàìè è ñîïîñòàâèòü ýòî ðàñïðåäåëåíèå ñ òàêîâûì â ýí-
òåðîöèòàõ òîíêîé êèøêè êðûñû.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ýêñïåðèìåíòàõ in vivo èñïîëüçîâàëè ñàìöîâ áåëûõ
êðûñ ëèíèè Âèñòàð ñ ìàññîé òåëà 180—200 ã (ïèòîìíèê
«Ðàïïîëîâî» ÐÀÌÍ). Íàãðóçêè íóòðèåíòàìè îñóùåñòâëÿ-
ëè ïóòåì ïåðôóçèè èçîëèðîâàííîé ïåòëè òîíêîé êèøêè â
óñëîâèÿõ õðîíè÷åñêèõ îïûòîâ (Óãîëåâ, Çàðèïîâ, 1979).
Èçîëèðîâàííóþ ïåòëþ ïåðôóçèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ðàñò-
âîðîì Ðèíãåðà (ðÍ 7.1—7.4) èëè ðàñòâîðàìè ãåêñîç (ãëþ-
êîçà 50 ìÌ, ãàëàêòîçà 50 ìÌ), ïðèãîòîâëåííûìè íà ðàñ-
òâîðå Ðèíãåðà, ïîñëå ÷åãî êðûñ óìåðùâëÿëè äåêàïèòà-
öèåé. Äëÿ äàëüíåéøèõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé
ó÷àñòêè èçîëèðîâàííîé ïåòëè ôèêñèðîâàëè 2%-íûì ðàñò-
âîðîì ãëóòàðàëüäåãèäà íà ôîñôàòíîì áóôåðå (PBS), ïîñò-
ôèêñèðîâàëè 1%-íûì ðàñòâîðîì OsO4 íà òîì æå áóôåðå,
îáåçâîæèâàëè â ýòèëîâîì ñïèðòå è çàëèâàëè â Ýïîí (Ìè-
ðîíîâ è äð., 1994). Ñ ïîìîùüþ óëüòðàòîìà Ultrotome III
(LKB, Øâåöèÿ) èç îáðàçöîâ ïîëó÷àëè óëüòðàòîíêèå ñðå-
çû, êîíòðàñòèðîâàëè èõ ïî 10 ìèí â öèòðàòå ñâèíöà, óðà-
íèë-àöåòàòå è âíîâü â öèòðàòå ñâèíöà, à çàòåì èçó÷àëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ýëåêòðîííîãî ìèêðîñêîïà JEM—100U
(JEOL, ßïîíèÿ).

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ îáðàçöîâ ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíî-
ãî ìèêðîñêîïà ó÷àñòêè èçîëèðîâàííîé ïåòëè ôèêñèðîâà-
ëè 2%-íûì ôîðìàëüäåãèäîì íà PBS 1 ÷, ïðîïèòûâàëè
30%-íûì ðàñòâîðîì ñàõàðîçû, êîòîðàÿ ñëóæèëà êðèîïðî-
òåêòîðîì, è çàìîðàæèâàëè â èçîîêòàíå, îõëàæäåííîì
æèäêèì àçîòîì. Îáðàçöû ñîõðàíÿëè ïðè –30 °C. Ñðåçû
òîëùèíîé 7—10 ìêì ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ êðèîñòàòà Lei-
ca (Ãåðìàíèÿ). Ïåðåíîñ÷èêè ñàõàðîâ âûÿâëÿëè ìåòîäîì
íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè. Ñðåçû ïåðìåàáèëèçè-
ðîâàëè 0.3%-íûì Triton X-100 íà PBS (áóôåðíûé ðàñòâîð
À) â òå÷åíèå 20 ìèí. Íåñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå èììó-
íîãëîáóëèíîâ áëîêèðîâàëè 3 % BSA íà áóôåðíîì ðàñòâî-
ðå À â òå÷åíèå 1 ÷. Â êà÷åñòâå ïåðâûõ àíòèòåë èñïîëüçî-
âàëè ïîëèêëîíàëüíûå êîçüè àíòèòåëà ê SGLT1 è êðî-
ëè÷üè ê GLUT2 (Santa Cruz Biotechnology Inc., ÑØÀ) â
ðàçâåäåíèè 1 : 1000 áóôåðíûì ðàñòâîðîì À ñ 0.5%-íûì
BSA. Ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè ñðåçû èíêóáèðîâàëè â òå÷å-

íèå íî÷è ïðè 4 °C, ïîñëå ÷åãî ñðåçû ïðîìûâàëè 4 ðàçà ïî
10 ìèí â áóôåðíîì ðàñòâîðå À ñ 0.5%-íûì BSA. Â êà÷åñò-
âå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè àíòèêîçüè èììóíîãëîáó-
ëèíû, êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì
Alexa Fluor 633, è àíòèêðîëè÷üè èììóíîãëîáóëèíû, êîíú-
þãèðîâàííûå ñ ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì Alexa Fluor
488 (Molecular Probes, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 500 áóôåð-
íûì ðàñòâîðîì À ñ 0.5%-íûì BSA, êîòîðûìè îêðàøèâà-
ëè ñðåçû â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå
ýòîãî ñðåçû ïðîìûâàëè 4 ðàçà ïî 30 ìèí â áóôåðíîì ðàñ-
òâîðå À ñ 0.5%-íûì BSA. Ñðåçû, çàêëþ÷åííûå â ãëèöå-
ðèí, àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêî-
ïà Zeiss LSM 5 Pascal ñ àðãîíîâûì è ãåëèé-íåîíîâûì ëà-
çåðàìè (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ).

Êëåòêè Ñàñî2 äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ in vitro áûëè ïîëó-
÷åíû èç Êîëëåêöèè êóëüòóð êëåòîê ïîçâîíî÷íûõ Èíñòè-
òóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ. Êëåòêè áûëè ïîñåÿíû â ïëàñòèêî-
âûå ôëàêîíû îáúåìîì 25 ñì2 (äëÿ ôèçèîëîãè÷åñêèõ ýêñ-
ïåðèìåíòîâ) è íà ïîêðîâíûå ñòåêëà â ÷àøêàõ Ïåòðè
äèàìåòðîì 10 ìì (äëÿ èììóíîöèòîõèìèè). Êëåòêè âûðà-
ùèâàëè â òå÷åíèå 21 äíÿ â ñðåäå DMEM ñ äîáàâëåíèåì
10 % áû÷üåé ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè. Êëåòêè èíêóáè-
ðîâàëè ïðè 37 °Ñ è 5 % ÑÎ2 â àòìîñôåðå. Ñðåäó âî ôëàêî-
íàõ è ÷àøêàõ Ïåòðè ìåíÿëè íà ñâåæóþ 1 ðàç â 2 äíÿ.

Âñàñûâàíèå ãëþêîçû èëè ãàëàêòîçû îïðåäåëÿëè ó
ïðèêðåïëÿþùèõñÿ êî äíó ôëàêîíà êëåòîê. Èíêóáàöèîí-
íàÿ ñðåäà ñîäåðæàëà (â ìÌ): 137 NaCl, 4.7 KCl, 1.2
KH2PO4, 1.2 MgSO4, 2.5 CaCl2, 10 áóôåð-HEPES (pH 7.2),
4 ãëþòàìèíà è 2.5 ãëþêîçû (ãàëàêòîçû). Ïàññèâíûé êîì-
ïîíåíò òðàíñïîðòà ñóáñòðàòà îïðåäåëÿëè â ïðèñóòñòâèè â
èíêóáàöèîííîé ñðåäå ôëîðèäçèíà 0.2 ìÌ, áëîêèðóþùåãî
àäñîðáöèþ êëåòêàìè ñàõàðîâ ïåðåíîñ÷èêîì SGLT1. Ïå-
ðåä îïûòîì ìîíîñëîé êëåòîê âî ôëàêîíå ïðîìûâàëè
äâàæäû 1 ìë ñðåäû áåç ñóáñòðàòà è 1 ðàç 1 ìë ñðåäû ñ ñóá-
ñòðàòîì, à çàòåì èíêóáèðîâàëè ñ 1 ìë ñðåäû ñ ñóáñòðàòîì
ïðè 37 °Ñ. ×åðåç 60 ìèí èíêóáàöèîííóþ ñðåäó ïîëíîñòüþ
óäàëÿëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ â íåé êîíöåíòðàöèè ñóáñòðàòà, à
ê êëåòêàì äîáàâëÿëè 1 ìë îõëàæäåííîé äî 4 °Ñ èíêóáàöè-
îííîé ñðåäû áåç ñóáñòðàòà è ñîñêàáëèâàëè èõ. Îáðàçîâàâ-
øóþñÿ ñóñïåíçèþ èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ â íåé
êîíöåíòðàöèè áåëêà. Êîíöåíòðàöèþ ãëþêîçû îïðåäåëÿëè
ãëþêîçîîêñèäàçíûì ìåòîäîì (Dahlqvist, 1964), ãàëàêòî-
çû — àíòðîíîâûì ìåòîäîì (Scott, Melvin, 1953), à áåë-
êà — ìåòîäîì Ëîóðè (Lowry et al., 1951). Ïîãëîùåíèå
ñóáñòðàòà îïðåäåëÿëè ïî åãî óáûëè â èíêóáàöèîííîé ñðå-
äå è âûðàæàëè â ìêìîëü íà 1 ìã áåëêà çà 60 ìèí.

Êëåòêè â ÷àøêàõ Ïåòðè èíêóáèðîâàëè òàêèì æå îáðà-
çîì, êàê è âî ôëàêîíàõ. Ïîñëå íàãðóçêè ñóáñòðàòàìè
(ãëþêîçà, ãàëàêòîçà) êëåòêè íà ñòåêëàõ ôèêñèðîâàëè
2%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëüäåãèäà íà PBS â òå÷åíèå
10 ìèí. Ïåðåíîñ÷èêè ñàõàðîâ âûÿâëÿëè â êëåòêàõ ñ ïî-
ìîùüþ èììóíîìå÷åíèÿ òàê æå, êàê íà ñðåçàõ êèøå÷íèêà.
Ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïðèìåíåíèåì êîíôîêàëüíûõ
ìèêðîñêîïîâ Zeiss LSM5 Pascal (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) è
Leica TCS SL (Leica, Ãåðìàíèÿ).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ëîêàëèçàöèè ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà
êëåòêè ïåðìåàáèëèçèðîâàëè áóôåðíûì ðàñòâîðîì À â òå-
÷åíèå 10 ìèí, îêðàøèâàëè ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì íà áó-
ôåðíîì ðàñòâîðå À â ðàçâåäåíèè 1 : 100 â òå÷åíèå 30 ìèí
è îòìûâàëè PBS 4 ðàçà ïî 10 ìèí. Ïðåïàðàòû çàêëþ÷àëè â
ãëèöåðèí è àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî
ìèêðîñêîïà Leica TCS SL (Leica, Ãåðìàíèÿ).

Äëÿ ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé èñ-
ïîëüçîâàëè ÷àñòü ìîíîñëîÿ, âûðîñøåãî íà äíå ÷àøåê Ïåò-
ðè. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 2%-íûì ðàñòâîðîì ãëóòàðàëüäå-
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ãèäà 30 ìèí, çàòåì 1%-íûì ðàñòâîðîì OsO4 30 ìèí. Ôèê-
ñèðîâàííûå êëåòêè ñíèìàëè ñ ïîâåðõíîñòè ÷àøåê Ïåòðè,
îáåçâîæèâàëè è çàêëþ÷àëè â ýïîí. Äàëåå èç áëîêîâ ñ îá-
ðàçöàìè èçãîòàâëèâàëè óëüòðàòîíêèå ñðåçû, êîòîðûå êîí-
òðàñòèðîâàëè óðàíèë-àöåòàòîì è öèòðàòîì ñâèíöà ïî
10 ìèí. Èçó÷åíèå óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ ýëåêòðîííîãî ìèêðîñêîïà, êàê îïèñàíî âûøå.

Ðåçóëüòàòû

Â ñ à ñ û â à í è å ã ë þ ê î ç û è ã à ë à ê ò î ç û ý í ò å ð î-
ö è ò à ì è è ê ë å ò ê à ì è Ñ à ñ î 2. Èñïîëüçîâàííûå íàìè
ïîäõîäû äëÿ àíàëèçà ìåõàíèçìîâ âñàñûâàíèÿ ãëþêîçû è
ãàëàêòîçû ýíòåðîöèòàìè òîíêîé êèøêè êðûñû â õðîíè÷å-
ñêîì ýêñïåðèìåíòå è ïîëó÷åííûå ñ èõ ïîìîùüþ äàííûå
ïîäðîáíî ïðåäñòàâëåíû â íàøåé ïðåäûäóùåé ñòàòüå
(Ãðîìîâà è äð., 2006). Ïðè èçó÷åíèè âñàñûâàíèÿ ãåêñîç
êóëüòèâèðóåìûìè êëåòêàìè áûëè èñïîëüçîâàíû â îñíîâ-
íîì òå æå ïîäõîäû.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ âñàñûâàíèÿ ãëþêîçû è ãà-
ëàêòîçû êëåòêàìè Ñàñî2 èç èíêóáàöèîííîé ñðåäû ïðåä-
ñòàâëåíû íà ðèñ. 1. Íà ãèñòîãðàììå âèäíî, ÷òî ÷åðåç
60 ìèí èíêóáàöèè ïðîèñõîäèò óáûëü ãëþêîçû è ãàëàêòî-
çû èç èíêóáàöèîííîé ñðåäû. Ïðè äîáàâëåíèè â èíêóáàöè-
îííóþ ñðåäó ôëîðèäçèíà â êîíöåíòðàöèè 0.2 ìÌ ïîãëî-
ùåíèå ãåêñîç çíà÷èòåëüíî ñíèçèëîñü.

Ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ ý í ò å ð î ö è ò î â è
ê ë å ò î ê Ñ à ñ î 2. Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèå êàðòè-
íû èññëåäîâàííûõ ýíòåðîöèòîâ òîíêîé êèøêè êðûñû äå-
ìîíñòðèðóþò òèïè÷íîå äëÿ ýòèõ êëåòîê ñòðîåíèå: íà àïè-
êàëüíîé ïîâåðõíîñòè êëåòêè ðàñïîëîæåíû ìíîãî÷èñëåí-
íûå ìèêðîâîðñèíêè, êîðíåâûå íèòè êîòîðûõ ñîåäèíåíû ñ
òåðìèíàëüíîé ñåòüþ (ðèñ 2, à). Â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè
ðàñïîëîæåíû öèñòåðíû àïïàðàòà Ãîëüäæè. Â íåêîòîðûõ
êëåòêàõ â àïèêàëüíîé è îêîëîÿäåðíîé îáëàñòÿõ âñòðå÷à-
þòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå ïóçûðüêè. Õîðîøî âûÿâëÿþòñÿ öè-
òîñêåëåòíûå ýëåìåíòû — ìèêðîôèëàìåíòû è ìèêðîòðó-
áî÷êè. Íàèáîëåå ÷åòêî îíè ïðåäñòàâëåíû â òåðìèíàëüíîé
ñåòè. Íà ïðåäñòàâëåííûõ ôîòîãðàôèÿõ âèäíû ìåæêëåòî÷-
íûå êîíòàêòû è ïîäõîäÿùèå ê íèì ìèêðîôèëàìåíòû è
ïðîìåæóòî÷íûå ôèáðèëëû (ðèñ. 2, á). Ïðè âñàñûâàíèè
èññëåäóåìûõ ãåêñîç ìû íå îáíàðóæèëè ñóùåñòâåííûõ èç-
ìåíåíèé â îáùåì ïëàíå ñòðîåíèÿ ýíòåðîöèòîâ.

Êëåòêè Ñàñî2 íà 21-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ôîðìè-
ðîâàëè êîíôëþýíòíûé ìîíîñëîé. Ïðè èññëåäîâàíèè
êóëüòóðû â ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå (ðèñ. 3) áûëî îáíà-
ðóæåíî, ÷òî êëåòêè Ñàñî2, òàê æå êàê è ýíòåðîöèòû, íà
àïèêàëüíîé ïîâåðõíîñòè èìåþò ìèêðîâîðñèíêè. Òåðìè-
íàëüíàÿ ñåòü â èñïîëüçîâàííûõ íàìè êëåòêàõ Ñàñî2 íå
âûÿâëÿëàñü. Â öèòîïëàçìå íàáëþäàëèñü öèñòåðíû àïïà-
ðàòà Ãîëüäæè è õîðîøî ðàçâèòàÿ ýíäîïëàçìàòè÷åñêàÿ
ñåòü. Ñîåäèíèòåëüíûé êîìïëåêñ ïðåäñòàâëåí ïëîòíûìè
êîíòàêòàìè è äåñìîñîìàìè.

Ê î í ô î ê à ë ü í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Ð à ñ ï ð å ä å ë å-
í è å ï å ð å í î ñ ÷ è ê î â ã å ê ñ î ç â ý í ò å ð î ö è ò à õ. C ïî-
ìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà ïðîâåäåí èììóíî-
öèòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ ïåðåíîñ÷èêîâ
ãëþêîçû è ãàëàêòîçû â ýíòåðîöèòàõ òîíêîé êèøêè êðûñû.
Ëîêàëèçàöèþ Na-çàâèñèìîãî ïåðåíîñ÷èêà SGLT1 îïðåäå-
ëÿëè ïîñëå íàãðóçêè òîíêîé êèøêè ðàñòâîðîì Ðèíãåðà

582 Í. Ì. Ãðåôíåð, Ë. Â. Ãðîìîâà è äð.

Ðèñ. 1. Ïîãëîùåíèå êëåòêàìè Caco2 ãëþêîçû (2.5 ìÌ) è ãàëàê-
òîçû (2.5 ìÌ) â ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå ôëîðèäçèíà

(0.2 ìÌ).

Ãëþ — ïîãëîùåíèå ãëþêîçû, Ãëþ + Ô — ïîãëîùåíèå ãëþêîçû â ïðèñóò-
ñòâèè ôëîðèäçèíà, Ãàë — ïîãëîùåíèå ãàëàêòîçû, Ãàë + Ô — ïîãëîùåíèå

ãàëàêòîçû â ïðèñóòñòâèè ôëîðèäçèíà.

Ðèñ. 2. Ýíòåðîöèò êðûñû.

à — àïèêàëüíàÿ îáëàñòü êëåòêè, á — ñîåäèíèòåëüíûé êîìïëåêñ. ì — ìèêðîâîðñèíêè, òñ — òåðìèíàëüíàÿ ñåòü, ïê — ïëîòíûé êîíòàêò, ïðê — ïðîìå-
æóòî÷íûé êîíòàêò, ä — äåñìîñîìà. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 1 ìêì.



èëè ðàñòâîðîì ãëþêîçû â êîíöåíòðàöèè 50 ìÌ (ðèñ. 4). Â
îáîèõ ñëó÷àÿõ ïåðåíîñ÷èê âûÿâëÿëñÿ ïî êðàþ êèøå÷íîé
âîðñèíêè, ãäå ôëóîðåñöåíòíàÿ ìåòêà ôîðìèðîâàëàñü â íå-
áîëüøèå ãëîáóëû. Íåêîòîðîå êîëè÷åñòâî SGLT1 ïðèñóò-
ñòâîâàëî è â öèòîïëàçìå ýíòåðîöèòîâ.

Àíàëèç ëîêàëèçàöèè ïåðåíîñ÷èêà GLUT2 ïîñëå íà-
ãðóçêè ãëþêîçîé ïðè âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ (50 ìÌ)
ïîäòâåðäèë íàøè ïðåäûäóùèå ðåçóëüòàòû (Ãðåôíåð è äð.,
2006; Ãðîìîâà è äð., 2006). Ïîñëå íàãðóçêè òîíêîé êèøêè
ðàñòâîðîì Ðèíãåðà ìåòêà íàáëþäàëàñü êàê â áàçàëüíîé,
òàê è â àïèêàëüíîé ÷àñòÿõ êëåòêè (ðèñ 5, à). Ïîñëå íàãðóç-
êè ãëþêîçîé ïðè êîíöåíòðàöèè 50 ìÌ ìåòêà áûëà ñêîí-
öåíòðèðîâàíà â àïèêàëüíîé ÷àñòè êëåòêè, â îáëàñòè ìèê-
ðîâîðñèíîê è òåðìèíàëüíîé ñåòè, îáðàçîâàâ ñïëîøíóþ
ïîëîñó (ðèñ. 5, á). Ïîñëå íàãðóçêè ãàëàêòîçîé ïðè êîíöåí-
òðàöèè 50 ìÌ ïåðåíîñ÷èê GLUT2 òàêæå ðàñïîëàãàëñÿ â

àïèêàëüíîé ÷àñòè êëåòêè. Îäíàêî â ýòîì ñëó÷àå ïåðåíîñ-
÷èê ðàñïîëàãàëñÿ äèñêðåòíî â âèäå îòäåëüíûõ ãëîáóë
(ðèñ. 5, â).

Ð à ñ ï ð å ä å ë å í è å ï å ð å í î ñ ÷ è ê î â ã å ê ñ î ç â
ê ë å ò ê à õ Ñ à ñ î 2. Íà ðèñ. 6 à, á ïîêàçàíî ðàñïðåäåëåíèå
ïåðåíîñ÷èêà SGLT1 â êëåòêàõ Ñàñî2 ïîñëå âñàñûâàíèÿ
2.5 ìÌ ãëþêîçû. SGLT1 áûë ðàñïðåäåëåí êàê â àïèêàëü-
íîé, òàê è â áàçàëüíîé ÷àñòÿõ êëåòîê Ñàñî2 (ðèñ. 6, á). Íà
ðèñ. 6, à ïîêàçàíà ñóáàïèêàëüíàÿ îáëàñòü êëåòêè, îò÷åòëè-
âî âèäíî, ÷òî SGLT1, êàê è â ýíòåðîöèòàõ, îðãàíèçîâàí â
ãëîáóëû, ðàñïîëîæåííûå ïî ïåðèôåðèè êëåòêè.

Â îòñóòñòâèå íàãðóçêè ãåêñîçàìè ïåðåíîñ÷èê GLUT2
îáíàðóæèâàåòñÿ â àïèêàëüíîé è áàçàëüíîé ÷àñòÿõ êëåòêè
(ðèñ. 6, ã). Îí ôîðìèðóåò ãëîáóëû, êîòîðûå ëîêàëèçîâàíû
âáëèçè áàçîëàòåðàëüíîé ìåìáðàíû (ðèñ. 6, â). Ïîñëå íà-
ãðóçêè ãëþêîçîé èëè ãàëàêòîçîé ïðè êîíöåíòðàöèè
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Ðèñ. 3. Êëåòêà Caco2 íà 21-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.

à — àïèêàëüíàÿ îáëàñòü êëåòêè, á — ñîåäèíèòåëüíûé êîìïëåêñ. ì — ìèêðîâîðñèíêè, ïê — ïëîòíûé êîíòàêò, ä — äåñìîñîìû, àã — àïïàðàò Ãîëüäæè,
ýïñ — ýíäîïëàçìàòè÷åñêàÿ ñåòü. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 1 ìêì.

Ðèñ. 4. Ðàñïðåäåëåíèå ïåðåíîñ÷èêà SGLT1 â êèøå÷íîé âîðñèíêå. Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

à — ðàñïðåäåëåíèå ïåðåíîñ÷èêà ïðè íàãðóçêå êèøêè ðàñòâîðîì Ðèíãåðà (êîíòðîëü), ìåòêà ëîêàëèçóåòñÿ â îáëàñòè ìèêðîâîðñèíîê â âèäå íåáîëüøèõ
ãëîáóë (ñòðåëêè); á — ðàñïðåäåëåíèå ïåðåíîñ÷èêà ïðè íàãðóçêå êèøêè 50 ìÌ ãëþêîçû, ìåòêà òàêæå ëîêàëèçóåòñÿ â îáëàñòè ìèêðîâîðñèíîê, åå èíòåí-

ñèâíîñòü âûøå, ÷åì â êîíòðîëå, ïîýòîìó ìåòêà ñëèâàåòñÿ â ñïëîøíóþ ëèíèþ (ñòðåëêè). Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 10 ìêì.



2.5 ìÌ ïåðåíîñ÷èê ïðåèìóùåñòâåííî ëîêàëèçóåòñÿ â áà-
çàëüíîé îáëàñòè êëåòêè (ðèñ. 6, å—è), à â àïèêàëüíîé îò-
ñóòñòâóåò (ðèñ. 6, ä).

Ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà îöåíåíî ðàñ-
ïðåäåëåíèå àêòèíà â êëåòêàõ Ñàñî2. Àêòèí ëîêàëèçîâàí
ïî ãðàíèöàì êëåòêè â îáëàñòè ïëîòíûõ êîíòàêòîâ, à òàêæå
íà àïèêàëüíîé ïîâåðõíîñòè êëåòîê â ìèêðîâîðñèíêàõ
(ðèñ. 6, ä, å).

Îáñóæäåíèå

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå î ðàñïðåäåëåíèè ïåðåíîñ-
÷èêîâ ãåêñîç â ýíòåðîöèòàõ â îñíîâíîì ñîâïàäàþò ñ ðå-
çóëüòàòàìè ðàáîò äðóãèõ èññëåäîâàòåëåé. Òàê, â ðÿäå ðà-
áîò, ïðîâåäåííûõ ñ ïðèìåíåíèåì èììóíîöèòîõèìè÷å-
ñêèõ ìåòîäîâ, ïåðåíîñ÷èê SGLT1 âûÿâëåí íà ùåòî÷íîé
êàéìå ýíòåðîöèòîâ (Boshuizen et al., 2003; Khoursandi
et al., 2004; Habold et al., 2005), ÷òî ïîëíîñòüþ ñîãëàñóåò-
ñÿ ñ ïðåäñòàâëåííûìè íàìè ðåçóëüòàòàìè. Ïî-âèäèìîìó,
ýòîò áåëîê ïîñòîÿííî íàõîäèòñÿ íà àïèêàëüíîé ìåìáðàíå.
Ìû òàêæå ïîêàçàëè, ÷òî ìåòêà ê SGLT1 âûÿâëÿåòñÿ â âèäå
íåáîëüøèõ ãëîáóë. Ýòîò ôàêò ÿâëÿåòñÿ êîñâåííûì îòâå-
òîì íà âîïðîñ, ñôîðìóëèðîâàííûé â îáçîðå Äðîçäîâñêîé
è Òîìñîíà (Drozdowski, Thomson, 2006): «Ëîêàëèçîâàí ëè
SGLT1 â ñïåöèôè÷åñêèå ìèêðîäîìåíû íà ùåòî÷íîé êàé-
ìå?».

Ðàñïðåäåëåíèå ïåðåíîñ÷èêà GLUT2 â ýíòåðîöèòàõ,
åãî ëîêàëèçàöèÿ â îáëàñòè àïèêàëüíîé ìåìáðàíû êëåòêè
ïîñëå íàãðóçêè ãëþêîçîé ïðè âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ, à
òàêæå åãî ðîëü âî âñàñûâàíèè ãëþêîçû, ïîäðîáíî ðàñ-
ñìîòðåíû íàìè â ïðåäûäóùèõ ñòàòüÿõ (Ãðåôíåð è äð.,
2006; Ãðîìîâà è äð., 2006) è ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè,
ïîëó÷åííûìè â íàñòîÿùåé ðàáîòå. Ðàíåå (Ãðåôíåð è äð.,
2006) ìû îáñóæäàëè âîçìîæíûå ìåõàíèçìû ïîÿâëåíèÿ
GLUT2 â îáëàñòè ùåòî÷íîé êàéìû. Âåçèêóëÿðíûé òðàíñ-
ïîðò ýíäîöèòîçíûõ ïóçûðüêîâ ÿâëÿëñÿ îäíèì èç ïðåäëà-
ãàâøèõñÿ ìåõàíèçìîâ. Ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå
ðåçóëüòàòû êîñâåííî ïîäòâåðæäàþò òàêóþ âîçìîæíîñòü.
Äèñêðåòíîå ãëîáóëÿðíîå ðàñïðåäåëåíèå ôëóîðåñöåíòíûõ

ìåòîê ê GLUT2 ìîæåò ãîâîðèòü î åãî êîíöåíòðèðîâàíèè â
ýíäîöèòîçíûõ ïóçûðüêàõ.

Àíàëèç äàííûõ, ïîëó÷åííûõ íà ýëåêòðîííîì è êîí-
ôîêàëüíîì ìèêðîñêîïàõ, óêàçûâàåò íà òî, ÷òî êëåòêè Ñà-
ñî2 â õîäå êóëüòèâèðîâàíèÿ îáðàçóþò ìîíîñëîé, ôîðìè-
ðóþò ùåòî÷íóþ êàéìó è ñîåäèíèòåëüíûé êîìïëåêñ, ñî-
ñòîÿùèé èç ïëîòíîãî êîíòàêòà è äåñìîñîì. Òàêàÿ
îðãàíèçàöèÿ ìîíîñëîÿ èç êëåòîê Ñaco2 ñõîäíà ñ îðãàíèçà-
öèåé ýïèòåëèàëüíîãî ñëîÿ òîíêîé êèøêè, ñîñòîÿùåãî èç
ýíòåðîöèòîâ. Ýòî ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü êóëüòóðó êëå-
òîê Ñàñî2 â êà÷åñòâå ìîäåëè êèøå÷íîãî ýïèòåëèÿ. Îäíàêî
ñëåäóåò ó÷èòûâàòü, ÷òî ñòåïåíü ðàçâèòèÿ ùåòî÷íîé êàé-
ìû è ñîåäèíèòåëüíûõ êîìïëåêñîâ ó ðàçíûõ êëåòîê â ìî-
íîñëîå ðàçëè÷àåòñÿ. Êàê îòìå÷àþò íåêîòîðûå àâòîðû
(Mahraoui et al., 1994), ñèíòåç ìÐÍÊ ïåðåíîñ÷èêîâ è ñîîò-
âåòñòâåííî èõ êîëè÷åñòâî â êëåòêå çàâèñÿò îò âîçðàñòà
êóëüòóðû è ñòåïåíè ìîðôîëîãè÷åñêîé è ôóíêöèîíàëüíîé
äèôôåðåíöèàöèè êëåòîê. Êðîìå òîãî, äàæå ñòðóêòóðíî
äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè ìîãóò îáëàäàòü ðàçíîé èì-
ìóíîðåàêòèâíîñòüþ ïî îòíîøåíèþ ê áåëêàì, ñâÿçàííûì
ñî ùåòî÷íîé êàéìîé (Pinto et al., 1983). Âîçìîæíî, ýòî îò-
íîñèòñÿ è ê ïåðåíîñ÷èêàì, ðàññìàòðèâàåìûì â äàííîé
ñòàòüå. Ýòîò ôàêò ñëåäóåò ó÷èòûâàòü ïðè èíòåðïðåòàöèè
íàáëþäàåìûõ êàðòèí ðàñïðåäåëåíèÿ ïåðåíîñ÷èêîâ
SGLT1 è GLUT2 â êëåòêàõ Ñàñî2.

Ëèòåðàòóðà, êàñàþùàÿñÿ ðàñïðåäåëåíèÿ ïåðåíîñ÷è-
êîâ â êëåòêàõ Ñàñî2, íåìíîãî÷èñëåííà è ïðîòèâîðå÷èâà.
Áîëüøàÿ ÷àñòü ðàáîò ïîñâÿùåíà èçó÷åíèþ ïåðåíîñ÷èêîâ
ãëþêîçû SGLT1. Â ðàáîòàõ (Kipp et al., 2003; Khoursandi
et al., 2004) ðàñïðåäåëåíèå ýòîãî áåëêà â êëåòêàõ Ñàñî2
ñðàâíèâàåòñÿ ñ åãî ðàñïðåäåëåíèåì â ýíòåðîöèòàõ. Ñî-
ãëàñíî äàííûì ýòèõ àâòîðîâ, SGLT1 â êëåòêàõ Ñàñî2 ïðè-
ñóòñòâóåò íå òîëüêî íà àïèêàëüíîé ìåìáðàíå, íî è â öèòî-
ïëàçìå êëåòîê. Êðîìå òîãî, âûÿâëåíî ïåðåìåùåíèå
SGLT1 ïî öèòîïëàçìå ïðè èíêóáàöèè êëåòîê â ðàñòâîðå
ìåòèëãëþêîçû (a-metyl-D-glucose), ÿâëÿþùåéñÿ ñóáñòðà-
òîì SGLT1. Ìû òàêæå îáíàðóæèëè ôëóîðåñöåíòíî ìå-
÷åííûé SGLT1 ïî âñåé òîëùèíå öèòîïëàçìû, õîòÿ áîëåå
èíòåíñèâíîå îêðàøèâàíèå íàáëþäàëîñü â àïèêàëüíîé è
ñóáàïèêàëüíîé ÷àñòÿõ êëåòîê Ñàñî2.

584 Í. Ì. Ãðåôíåð, Ë. Â. Ãðîìîâà è äð.

Ðèñ. 5. Ðàñïðåäåëåíèå ïåðåíîñ÷èêà GLUT2 â êèøå÷íîé âîðñèíêå. Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

à — ðàñïðåäåëåíèå ïåðåíîñ÷èêà ïðè íàãðóçêå êèøêè ðàñòâîðîì Ðèíãåðà (êîíòðîëü), ìåòêà ïðèñóòñòâóåò êàê â àïèêàëüíîé (À), òàê è â áàçàëüíîé (Á) îá-
ëàñòÿõ ýíòåðîöèòîâ; ÿ — ÿäðà ýíòåðîöèòîâ. á — ðàñïðåäåëåíèå ïåðåíîñ÷èêà ïðè íàãðóçêå êèøêè 50 ìÌ ãëþêîçû, ìåòêà êîíöåíòðèðóåòñÿ â àïèêàëü-
íîé ÷àñòè ýíòåðîöèòîâ â îáëàñòè ìèêðîâîðñèíîê (ì) è òåðìèíàëüíîé ñåòè (ò) è ñëèâàåòñÿ â ñïëîøíóþ ëèíèþ ïî êðàþ êèøå÷íîé âîðñèíêè. â — ðàñïðå-
äåëåíèå ïåðåíîñ÷èêà ïðè íàãðóçêå êèøêè 50 ìÌ ãàëàêòîçû, ìåòêà â âèäå ãëîáóë (ñòðåëêè) ðàñïîëàãàåòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â àïèêàëüíîé ÷àñòè ýíòå-

ðîöèòîâ. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè: à— 20, á, â — 10 ìêì.



Òå æå àâòîðû (Kipp et al., 2003; Khoursandiet al., 2004)
ïðèâîäÿò äàííûå î òîì, ÷òî âíóòðèêëåòî÷íàÿ ôðàêöèÿ ïå-
ðåíîñ÷èêà â êëåòêàõ Ñàñî2 ëîêàëèçîâàíà â ýíäîñîìàõ.
Íàøè íàáëþäåíèÿ, êàñàþùèåñÿ ãëîáóëÿðíîé îðãàíèçà-
öèè ìåòêè ê SGLT1 â öèòîïëàçìå ñóáàïèêàëüíîé îáëàñòè
êëåòîê Ñàñî2, â ïðèíöèïå ñîãëàñóþòñÿ ñ ýòèìè ðåçóëüòà-
òàìè. Àíàëîãè÷íóþ êàðòèíó ìû íàáëþäàëè è â ýíòåðîöè-
òàõ êèøå÷íèêà.

Ëîêàëèçàöèÿ ïåðåíîñ÷èêà GLUT2 â êëåòêàõ Ñàñî2,
êàê è â ýíòåðîöèòàõ, çàâèñèò îò íàëè÷èÿ óãëåâîäíîé íà-
ãðóçêè. Ïðè âñàñûâàíèè êëåòêàìè Ñàñî2 ðàñòâîðîâ ñ íèç-
êîé êîíöåíòðàöèåé ãåêñîç ïåðåíîñ÷èê ñîñðåäîòî÷èâàåòñÿ
â áàçàëüíîé ÷àñòè êëåòêè, ãäå îòâå÷àåò çà âûâåäåíèå ñàõà-
ðîâ èç êëåòêè, ÷òî ïîëíîñòüþ ñîãëàñóåòñÿ ñ îáùåïðèíÿ-
òûìè âçãëÿäàìè íà ðîëü GLUT2 â ýíòåðîöèòàõ (Òèìîôåå-
âà è äð., 2000; Ferraris, 2001; Kellett, Brot-Laroche, 2005;
Drozdowski, Thomson, 2006).

Â ýíòåðîöèòàõ ïðè íåêîòîðûõ âèäàõ óãëåâîäíîé íà-
ãðóçêè ìû íàáëþäàëè äèñêðåòíîå, ãëîáóëÿðíîå ñâå÷åíèå
ìåòêè ê ïåðåíîñ÷èêó GLUT2. Â êëåòêàõ Ñàñî2 â ñõîäíûõ
óñëîâèÿõ âûÿâëÿëèñü àíàëîãè÷íûå êàðòèíû ñâå÷åíèÿ ìåò-
êè ýòîãî ïåðåíîñ÷èêà. Óêàçàííûå ôàêòû íàðÿäó ñ äàííû-
ìè ëèòåðàòóðû ïî òðàíñïîðòó äðóãèõ ïåðåíîñ÷èêîâ ãëþ-
êîçû (Kipp et al., 2003; Khoursandi et al., 2004) ïîçâîëÿþò
ñ÷èòàòü, ÷òî ïåðåíîñ áåëêà GLUT2 â îáëàñòü àïèêàëüíîé
ìåìáðàíû ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ ïîñðåäñòâîì âåçèêóëÿð-
íîãî òðàíñïîðòà ýíäîöèòîçíûõ ïóçûðüêîâ. Ê ñîæàëåíèþ,
íå ñîâñåì ÿñíî, ïî êàêîé ïðè÷èíå íè íàì, íè äðóãèì èñ-
ñëåäîâàòåëÿì äî ñèõ ïîð íå óäàëîñü ýòî ïîêàçàòü íà ýëåê-
òðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîì óðîâíå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêò 08-04-00675).

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ ïåðåíîñ÷èêîâ SGLT1 è GLUT2 585

Ðèñ. 6. Ðàñïðåäåëåíèå ïåðåíîñ÷èêîâ SGLT1 è GLUT2 â êóëüòóðå êëåòîê Caco2. Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

à, á — ðàñïðåäåëåíèå ïåðåíîñ÷èêà SGLT1 ïîñëå íàãðóçêè 2.5 ìÌ ãëþêîçû; à — ãîðèçîíòàëüíûé îïòè÷åñêèé ñðåç íà ñóáàïèêàëüíîì óðîâíå êëåòîê,
ìåòêà â âèäå ãëîáóë ðàñïîëàãàåòñÿ ïî ïåðèôåðèè êëåòîê (ñòðåëêè); á — âåðòèêàëüíûé ñðåç (â ïëîñêîñòè XZ) ÷åðåç ìîíîñëîé êëåòîê, ðåêîíñòðóèðî-
âàííûé èç ñåðèè ãîðèçîíòàëüíûõ îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ, ìåòêà íà óðîâíå àïèêàëüíîé (àï) è áàçàëüíîé (áàç) öèòîïëàçìû (ñòðåëêè); çâåçäî÷êàìè çäåñü è
äàëåå îáîçíà÷åíû ÿäðà êëåòîê. â, ã — ðàñïðåäåëåíèå ïåðåíîñ÷èêà GLUT2 ïðè îòñóòñòâèè íàãðóçêè (êîíòðîëü); â — ãîðèçîíòàëüíûé îïòè÷åñêèé ñðåç
êóëüòóðû êëåòîê íà óðîâíå ÿäåð, ñòðåëêàìè óêàçàíà ìåòêà ê ïåðåíîñ÷èêó; ã — âåðòèêàëüíûé ñðåç (â ïëîñêîñòè XZ) ÷åðåç ìîíîñëîé êëåòîê, ðåêîíñòðó-
èðîâàííûé èç ñåðèè ãîðèçîíòàëüíûõ îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ, ìåòêà — íà óðîâíå àïèêàëüíîé è áàçàëüíîé öèòîïëàçìû (ñòðåëêà). ä—æ — ðàñïðåäåëåíèå
GLUT2 ïîñëå èíêóáàöèè â ðàñòâîðå 2.5 ìÌ ãëþêîçû; ä — ãîðèçîíòàëüíûé îïòè÷åñêèé ñðåç íà àïèêàëüíîì óðîâíå êëåòîê, ìåòêà ê ïåðåíîñ÷èêó îòñóò-
ñòâóåò, àêòèí âûÿâëÿåòñÿ â ìèêðîâîðñèíêàõ (ì) è ïëîòíûõ êîíòàêòàõ (ñòðåëêà); å — âåðòèêàëüíûé îïòè÷åñêèé ñðåç (â ïëîñêîñòè XZ), ðåêîíñòðóèðî-
âàííûé èç ñåðèè ãîðèçîíòàëüíûõ îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ, ìåòêà ê ïåðåíîñ÷èêó âûÿâëÿåòñÿ â áàçàëüíîé öèòîïëàçìå (ñòðåëêà), àêòèí — â ìèêðîâîðñèíêàõ
(ì) è êëåòî÷íûõ ãðàíèöàõ; æ — ãîðèçîíòàëüíûé îïòè÷åñêèé ñðåç íà áàçàëüíîì óðîâíå êëåòîê, ìåòêà ê ïåðåíîñ÷èêó ïðèñóòñòâóåò (ñòðåëêà). ç, è — ðàñ-
ïðåäåëåíèå ïåðåíîñ÷èêà GLUT2 ïîñëå èíêóáàöèè â ðàñòâîðå 2.5 ìÌ ãàëàêòîçû; ç — ãîðèçîíòàëüíûé îïòè÷åñêèé ñðåç íà áàçàëüíîì óðîâíå êëåòîê,
ìåòêà ê ïåðåíîñ÷èêó â âèäå ãëîáóë (ñòðåëêè); è — ðåêîíñòðóêöèÿ âåðòèêàëüíîãî îïòè÷åñêîãî ñðåçà â ïëîñêîñòè XZ, ïåðåíîñ÷èê âûÿâëÿåòñÿ â áàçàëü-

íîé öèòîïëàçìå. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 10 ìêì.
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COMPARATIVE ANALYSIS OF SGLT1 AND GLUT2 TRANSPORTER DISTRIBUTION

IN RAT SMALL INTESTINE ENTEROCYTES AND CACO2 CELLS DURING HEXOSE ABSORPTION
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SGLT1 and GLUT2 hexose transporter distribution into enterocytes of small intestine isolated loop and Ca-
co2 cell culture after absorption of high and low hexose concentrations has been considered. SGLT1 was found
along intestine villus edge in isolated loop. After high concentration hexose load GLUT2 appeared to be situated
in the apical parts of enterocytes. It is evident that GLUT2 participates in hexose transport across apical memb-
rane. Cultured Caco2 cells form microvilli and cell junction complex typical for enterocyte. Glucose and galac-
tose absorption by the cells from incubation medium has been observed. SGLT1 transporter is situated in the
apical parts and around the nuclens of Caco2 cells and combined into globules. After low concentration hexose
load, CLUT2 transporter is localized in the basal parts of Caco2 cells. Caco2 cell culture can be used as a model
for studying of hexose transport in small intestine epithelium.

K e y w o r d s: confocal and electron microscopy, enterocyte, Caco2, SGLT1, GLUT2, hexose.

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ ïåðåíîñ÷èêîâ SGLT1 è GLUT2 587


