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Êëåòêè ýïèòåëèÿ êèøå÷íèêà òðàíñäèôôåðåíöèðóþòñÿ â óðîòåëèé ìî÷åâîãî ïóçûðÿ

Äëÿ âîññòàíîâèòåëüíîãî ëå÷åíèÿ îðãàíîâ ìî÷åâûäåëèòåëüíîé ñèñòåìû ñ ñåðåäèíû ïðîøëîãî âåêà
èñïîëüçóåòñÿ ïëàñòèêà àóòîëîãè÷íîé òêàíüþ êèøå÷íèêà, îäíàêî êëåòî÷íûå îñíîâû âîññòàíîâëåíèÿ óðî-
òåëèÿ äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íå èçó÷åíû. Ñòâîëîâûå êëåòêè êèøå÷íèêà îáëàäàþò ïëàñòè÷íîñòüþ è ïðè
àóòîïëàñòèêå ñïîñîáíû òðàíñäèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â çðåëûå êëåòêè ìî÷åïîëîâîé ñèñòåìû. Èñïîëüçóÿ
ðàçðàáîòàííóþ ðàíåå ìîäåëü in vivo äëÿ îöåíêè òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê â óðîòå-
ëèé, ìû óñòàíîâèëè, ÷òî êëåòêè ýïèòåëèÿ êèøå÷íèêà, ïðîäóöèðóþùèå Gfp, òðàíñäèôôåðåíöèðóþòñÿ â
êëåòêè óðîòåëèÿ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ñèíãåííûõ ìûøåé ëèíèè C57BL, ïîäâåðãíóòîãî êðèîòðàâìå. Gfp îá-
íàðóæèâàëè â òêàíè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ðåöèïèåíòîâ ñ ïîìîùüþ ðåâåðòèðîâàííîé ïîëèìåðàçíîé öåïíîé
ðåàêöèè, ïåðâè÷íîé ôëóîðåñöåíöèè è èììóíîôëóîðåñöåíöèè, à êîëîêàëèçàöèþ áåëêà Her-4 ñ õàðàêòåð-
íûì äëÿ óðîòåëèÿ ðèñóíêîì ýêñïðåññèè è Gfp âûÿâëÿëè â íåìíîãî÷èñëåííûõ êëåòêàõ óðîòåëèÿ ïðè
äâîéíîé èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîé îêðàñêå òêàíè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè. Ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî êëåòêè ýïèòåëèÿ êèøå÷íèêà îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ
òðàíñäèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â óðîòåëèé ìî÷åâîãî ïóçûðÿ, îäíàêî óðîâåíü òàêîé òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè
íåçíà÷èòåëåí è íå ìîæåò îáåñïå÷èòü ïîëíîå ôóíêöèîíàëüíîå âîññòàíîâëåíèå óðîòåëèÿ â ñëó÷àå àóòî-
ïëàñòèêè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ òêàíüþ êèøå÷íèêà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýïèòåëèé êèøå÷íèêà, òðàíñäèôôåðåíöèðîâêà, óðîòåëèé ìî÷åâîãî ïóçûðÿ,
ñèãíàëüíûå 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, ìûøè GFP — ìûøè ëèíèè
C57BL ñ óáèêâèòàðíîé ýêñïðåññèåé òðàíñãåííîãî Gfp, ÎÒ-ÏÖÐ — ðåâåðòèðîâàííàÿ ïîëèìåðàçíàÿ öåï-
íàÿ ðåàêöèÿ, ÐÑ — ðîñòîâàÿ ñðåäà, ÑÊ — ñòâîëîâûå êëåòêè, ÑÑÊ — ñîìàòè÷åñêèå ñòâîëîâûå êëåòêè,
EGF — ýïèäåðìàëüíûé ðîñòîâîé ôàêòîð, Gfp — çåëåíûé ôëóîðåñöèðóþùèé áåëîê, Wnt/b-êàòåíèí —
ñèãíàëüíûé ïóòü Wnt/b-êàòåíèí.

Â ìåäèöèíñêîé ïðàêòèêå äëÿ õèðóðãè÷åñêîãî âîññòà-
íîâëåíèÿ äåôåêòîâ ìî÷åâûâîäÿùèõ îðãàíîâ ñ ñåðåäèíû
ïðîøëîãî âåêà øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ àóòîëîãè÷íûå òêà-
íè èíîé òêàíåâîé ñïåöèôè÷íîñòè, â ÷àñòíîñòè òêàíè æå-
ëóäî÷íî-êèøå÷íîãî òðàêòà (Êîìÿêîâ, Ãóëèåâ, 2005). Õîòÿ
êëèíè÷åñêàÿ ýôôåêòèâíîñòü òàêîãî ëå÷åíèÿ î÷åâèäíà,
áèîëîãè÷åñêèå îñíîâû âîññòàíîâëåíèÿ òêàíåé ìî÷åâûâî-
äÿùèõ îðãàíîâ îñòàþòñÿ íåèçó÷åííûìè. Ïàöèåíòû ñ
óñïåøíîé àóòîïëàñòèêîé ìî÷åâûâîäÿùèõ ïóòåé â òå÷å-
íèå ìíîãèõ ëåò ïîñëå îïåðàöèè ïîêàçûâàþò íîðìàëèçà-
öèþ ìî÷åâûäåëåíèÿ, ÷òî ïðåäïîëàãàåò ôóíêöèîíàëüíîå
âîññòàíîâëåíèå óðîòåëèÿ — ýïèòåëèÿ, âûñòèëàþùåãî èç-
íóòðè îðãàíû ìî÷åâûâîäÿùåé ñèñòåìû. Âîçìîæíî, ÷òî â
îñíîâå òàêîãî âîññòàíîâëåíèÿ ëåæèò ïðåâðàùåíèå ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê (ÑÊ) êèøå÷íèêà â ñïåöèàëèçèðîâàííûå
êëåòêè óðîòåëèÿ.

Èçìåíåíèå ôåíîòèïà êëåòîê îäíîé òêàíè íà èíîé òêà-
íåñïåöèôè÷åñêèé ôåíîòèï îñíîâàíî íà ïëàñòè÷íîñòè ñî-
ìàòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÑÑÊ) (Herzog et al., 2003).
Ïëàñòè÷íîñòü ÿâëÿåòñÿ ôóíäàìåíòàëüíûì ñâîéñòâîì ÑÊ,

êîòîðîå øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ â ñîâðåìåííîé ìåäèöèí-
ñêîé ïðàêòèêå äëÿ ðåãåíåðàòèâíîãî ëå÷åíèÿ çàáîëåâàíèé
âíóòðåííèõ îðãàíîâ, íàïðèìåð ïðè òðàíñïëàíòàöèè ìå-
çåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ) äëÿ ëå÷åíèÿ äåãåíå-
ðàòèâíûõ è òðàâìàòè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé ñåðäöà, ïå÷åíè,
ãîëîâíîãî ìîçãà, êîñòíîé è ìûøå÷íîé ñèñòåì (Bajada et
al., 2008). Òåêóùèå ïóáëèêàöèè ïîêàçûâàþò, ÷òî ýìáðèî-
íàëüíûå ÑÊ è ÑÑÊ êîñòíîãî ìîçãà îáëàäàþò ñïîñîáíî-
ñòüþ òðàíñäèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â êëåòêè óðîòåëèÿ (Ootta-
masathien et al., 2007; Anumanthan et al., 2008; Kinebuchi et
al., 2008; Shukla et al., 2008; Thomas et al., 2008). Ôóíêöèî-
íàëüíîå âîññòàíîâëåíèå îðãàíîâ ìî÷åâûäåëåíèÿ â ñëó÷àå
õèðóðãè÷åñêîé àóòîïëàñòèêè, âîçìîæíî, òàêæå îñíîâàíî
íà òðàíñäèôôåðåíöèðîâêå ÑÊ êèøå÷íèêà â ôóíêöèîíàëü-
íî àêòèâíûå êëåòêè óðîòåëèÿ, ìåõàíèçì êîòîðîé âêëþ÷à-
åò â ñåáÿ èçìåíåíèå ìîëåêóëÿðíîãî ïðîôèëÿ ÑÊ êèøå÷-
íèêà íà ñîîòâåòñòâóþùèé ïðîôèëü êëåòîê óðîòåëèÿ.

Êèøå÷íèê îòíîñèòñÿ ê îðãàíàì, îáëàäàþùèì ñèñòå-
ìîé êëåòî÷íîãî ñàìîâîñïðîèçâåäåíèÿ, êëåòêè êèøå÷íîãî
ýïèòåëèÿ ïîëíîñòüþ ñàìîîáíîâëÿþòñÿ çà 3—5 ñóò (Hae-
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geebarh, Clevers, 2009). Ñòðóêòóðíî ýïèòåëèé òîíêîãî êè-
øå÷íèêà îðãàíèçîâàí â ôîðìå âîðñèí è êðèïò. Ñòâîëîâûå
êëåòêè, ðàñïîëîæåííûå â îñíîâàíèè êðèïò, ïðè äåëåíèè
îáðàçóþò îòäåë âðåìåííî àìïëèôèöèðóþùèõñÿ êëåòîê,
êîòîðûå ìèãðèðóþò â õîäå äèôôåðåíöèðîâêè èç êðèïòû
ïî íàïðàâëåíèþ ê âåðõóøêå âîðñèíû. Âðåìåííî àìïëè-
ôèöèðóþùèåñÿ êëåòêè äèôôåðåíöèðóþòñÿ â çðåëûå ýíòå-
ðîöèòû è ñåêðåòîðíûå êëåòêè (áîêàëîâèäíûå, ýíòåðîýí-
äîêðèííûå è êëåòêè Ïàíåòà). Îñíîâíûìè ñèãíàëüíûìè
ïóòÿìè, ðåãóëèðóþùèìè ïðîöåññû ñàìîïîääåðæàíèÿ è
äèôôåðåíöèðîâêè â ýïèòåëèè êèøå÷íèêà, ÿâëÿþòñÿ
Wnt/b-êàòåíèí è Notch (Van Es, Clevers, 2005; Barker et al.,
2008). Ñèãíàëüíûé ïóòü Wnt/b-êàòåíèí èãðàåò êëþ÷åâóþ
ðîëü â ðåãóëÿöèè ñàìîïîääåðæàíèÿ ÑÊ, âðåìåííî àìïëè-
ôèöèðóþùèõñÿ êëåòîê, äèôôåðåíöèðîâêè ýíòåðîöèòîâ è
ìèãðàöèè êëåòîê ïî ãðàäèåíòó êðèïòà—âîðñèíà. Ðàñïî-
çíàâàíèå ðåöåïòîðàìè êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè ëèãàíäîâ
Wnt ñîïðîâîæäàåòñÿ íàêîïëåíèåì â öèòîïëàçìå b-êàòå-
íèíà è ïåðåìåùåíèåì åãî â ÿäðî. Â ÿäðå b-êàòåíèí âçàè-
ìîäåéñòâóåò ñ òðàíñêðèïöèîííûìè ôàêòîðàìè ñåìåéñòâà
LEF/TCF è àêòèâèðóåò ãåíû, ïðîìîòåðû êîòîðûõ ñîäåð-
æàò ñïåöèôè÷åñêèå ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ, íàïðèìåð ãåíû
ñ-Myc è öèêëèí D1 (Van der Flier et al., 2007). Ýìáðèîíàëü-
íûé íîêàóò ãåíà Tcf4 ó ìûøåé ñîïðîâîæäàåòñÿ îïóñòîøå-
íèåì òåõ çîí â êðèïòàõ êèøå÷íèêà, â êîòîðûõ ðàñïîëîæå-
íû àêòèâíî äåëÿùèåñÿ ÑÊ è âðåìåííî àìïëèôèöèðóþùè-
åñÿ êëåòêè (Korinek et al., 1998). Òàêèì îáðàçîì, ïðîäóêò
ãåíà Tcf4 ìîæåò ñëóæèòü ìàðêåðîì àêòèâíî ïðîëèôåðèðó-
þùèõ êëåòîê êèøå÷íèêà.

Óðîòåëèé, âûñòèëàþùèé ïîâåðõíîñòü ìî÷åâûâîäÿ-
ùèõ ïóòåé èçíóòðè, ôîðìèðóåò ôóíêöèîíàëüíûé áàðüåð,
óäåðæèâàþùèé âîäó è ïðåïÿòñòâóþùèé ïðîíèêíîâåíèþ
âíóòðü îðãàíèçìà òîêñè÷íûõ ïðîäóêòîâ àçîòèñòîãî îáìå-
íà, ñîäåðæàùèõ ìî÷åâèíó è àììèàê (Staack et al., 2005).
Óðîòåëèé ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïåðåõîäíûé ýïèòåëèé, ðàç-
ìåðû è ôîðìà êëåòîê êîòîðîãî èçìåíÿþòñÿ â çàâèñèìîñòè
îò íàïîëíåíèÿ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ. Â óðîòåëèè âûäåëÿþò
òðè îñíîâíûõ ñëîÿ: áàçàëüíûé, êîíòàêòèðóþùèé ñ áà-
çàëüíîé ìåìáðàíîé, ïðîìåæóòî÷íûé è àïèêàëüíûé, ñî-
ñòàâëåííûé èç äèôôåðåíöèðîâàííûõ çîíòèêîîáðàçíûõ
êëåòîê, ôèçè÷åñêè êîíòàêòèðóþùèõ ñ ìî÷îé (Staack et al.,
2005).

Êëåòêè, êîíòàêòèðóþùèå ñ áàçàëüíîé ìåìáðàíîé, õà-
ðàêòåðèçóþòñÿ ïðèñóòñòâèåì êåðàòèíîâ 5 è 14 è áåëêà
ð63. Êëåòêè ïðîìåæóòî÷íîãî è ëþìèíàëüíîãî ñëîåâ ýêñ-
ïðåññèðóþò êåðàòèíû 7, 8, 18 è 19, à öèòîêåðàòèí 20 îáíà-
ðóæèâàþò òîëüêî âî âíåøíåì ëþìèíàëüíîì ñëîå óðîòå-
ëèÿ (Southgate et al., 1999). Óíèêàëüíîé ÷åðòîé çîíòèêîîá-
ðàçíûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ àñèììåòðè÷íàÿ ïëàçìàòè÷åñêàÿ
ìåìáðàíà, âêëþ÷àþùàÿ â ñåáÿ áëÿøêè, ñîäåðæàùèå òêà-
íåñïåöèôè÷åñêèå áåëêè — óðîïëàêèíû, ïðèäàþùèå óðî-
òåëèþ ñïîñîáíîñòü êîíòðîëèðîâàòü ïðîíèöàåìîñòü (Wu
et al., 1994). Ïðè ìå÷åíèè áðîìîäåçîêñèóðèäèíîì in vivo
îí èíêîðïîðèðóåòñÿ â áîëüøèíñòâî ÿäåð ýïèòåëèàëüíûõ
êëåòîê ìåíåå ÷åì çà 1 ìåñ îò íà÷àëà ââåäåíèÿ, íî ÷åðåç
1 ãîä òîëüêî 9 % áàçàëüíûõ êëåòîê ñîõðàíÿþò ìåòêó. Òà-
êèå êëåòêè ýêñïðåññèðóþò öèòîêåðàòèí 14, b4-èíòåãðèí,
áåëêè Bcl2 è ð63, íî óðîâåíü ïðîäóêöèè ýòèõ áåëêîâ çíà-
÷èòåëüíî íå îòëè÷àåòñÿ îò òàêîâîãî â ñîñåäíèõ êëåòêàõ
áàçàëüíîãî ñëîÿ (Kurzrock et al., 2008).

Óðîòåëèé îòëè÷àåòñÿ îò äðóãèõ òèïîâ ýïèòåëèÿ ìëå-
êîïèòàþùèõ íèçêîé ñêîðîñòüþ ïðîëèôåðàöèè, êëåòêè
óðîòåëèÿ äåëÿòñÿ 1—2 ðàçà â ãîä (Cooper, 1972). Â õîäå
ðàçâèòèÿ è â îòâåò íà ïîâðåæäåíèå óðîòåëèé ïðîÿâëÿåò
àêòèâíóþ ñïîñîáíîñòü ê äåëåíèþ, è ïðîëèôåðèðóþùèå

êëåòêè îáíàðóæèâàþòñÿ âî âñåõ ýïèòåëèàëüíûõ ñëîÿõ,
âêëþ÷àÿ ïîâåðõíîñòíûå äèôôåðåíöèðîâàííûå çîíòèêî-
îáðàçíûå êëåòêè. Äàííûå ëèòåðàòóðû ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî ðåöåïòîðû è ëèãàíäû ñåìåéñòâà ýïèäåðìàëüíîãî
ôàêòîðà ðîñòà (EGF) ÿâëÿþòñÿ âàæíûìè ìåäèàòîðàìè äå-
ëåíèÿ êëåòîê óðîòåëèÿ (Varley et al., 2005). Ñåìåéñòâî ðå-
öåïòîðîâ EGF âêëþ÷àåò â ñåáÿ ÷åòûðå ðàçëè÷íûõ áåë-
êà — Her-1, Her-2, Her-3 è Her-4, êîòîðûå îáðàçóþò ðå-
öåïòîðíûå êîìïëåêñû ïóòåì ôîðìèðîâàíèÿ ãîìî- èëè
ãåòåðîäèìåðîâ (Varley et al., 2005). Her-4 ýêñïðåññèðóåòñÿ
íà âûñîêîì óðîâíå â êëåòêàõ íîðìàëüíîãî è òðàíñôîðìè-
ðîâàííîãî óðîòåëèÿ, íàïðèìåð â êëåòêàõ îïóõîëåé ìî÷å-
âîãî ïóçûðÿ (Rotterud et al., 2005). Ýôôåêòîðíûå ìåõàíèç-
ìû ðåãóëÿöèè êëåòî÷íûõ ôóíêöèé áåëêàìè ñåìåéñòâà
EGF îñíîâàíû íà ó÷àñòèè ñèãíàëüíûõ ïóòåé MAPK è
PI3K (Varley et al., 2005).

Èíäóêöèÿ ôàêòîðà Pparg (ðåöåïòîðà ãàììà ïåðîêñè-
ñîì, àêòèâèðóåìîãî ïðîëèôåðàòèâíûìè ôàêòîðàìè) àêòè-
âèðóåò ïðîãðàììó ýêñïðåññèè ãåíîâ, âåäóùóþ ê ïîÿâëå-
íèþ ìàðêåðîâ òåðìèíàëüíîé óðîòåëèàëüíîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè, âêëþ÷àÿ öèòîêåðàòèí 20 è óðîïëàêèíû (Varley et
al., 2004a, 2004b). Àêòèâàöèÿ äèôôåðåíöèðîâêè, âûçâàí-
íàÿ Pparg, ïðîÿâëÿåòñÿ íà ôîíå òîðìîæåíèÿ ñèãíàëüíîãî
ïóòè EGF, êîòîðûé àêòèâåí â ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòêàõ
óðîòåëèÿ (Varley et al., 2004a).

Ðîëü ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt/b-êàòåíèí â ðåãóëÿöèè
ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè óðîòåëèÿ â íîðìàëü-
íûõ óñëîâèÿõ íåäîñòàòî÷íî õîðîøî èçó÷åíà. Îäíàêî
îïóáëèêîâàííûå äàííûå î ðîëè ýòîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè â
ðåãóëÿöèè ôóíêöèé ÑÑÊ ðàçëè÷íîé òêàíåâîé ñïåöèôè÷-
íîñòè è âîçíèêíîâåíèè îïóõîëåâûõ ÑÊ (Nusse et al., 2008)
ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àêòèâíîñòü îòäåëüíûõ ÷ëå-
íîâ ñåìåéñòâà Wnt/b-êàòåíèí íåîáõîäèìà äëÿ ñàìîïîä-
äåðæàíèÿ ÑÊ óðîòåëèÿ, à ãèïåðàêòèâàöèÿ ñèãíàëüíîãî
ïóòè â öåëîì ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü ïîÿâëåíèþ îïóõîëåé.
Òåêóùèå ïóáëèêàöèè ïîêàçûâàþò, ÷òî àêòèâàöèÿ ñèã-
íàëüíîãî ïóòè Wnt/b-êàòåíèí, ïðîÿâëÿþùàÿñÿ â íàêîïëå-
íèè öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî è ÿäåðíîãî b-êàòåíèíà, âåäåò ê
âîçíèêíîâåíèþ êàðöèíîì ìî÷åâîãî ïóçûðÿ (Kastritis et
al., 2009).

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â îöåíêå âêëþ÷å-
íèÿ êëåòîê êèøå÷íèêà òðàíñãåííûõ ìûøåé-äîíîðîâ GFP â
ãèñòîãåíåç òêàíè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ñèíãåííûõ ðåöèïèåíòîâ
ëèíèè C57BL. Ñ ýòîé öåëüþ ìû èñïîëüçîâàëè ðàçðàáîòàí-
íóþ ðàíåå ìîäåëü, â êîòîðîé ÌÑÊ îò ìûøåé GFP ïåðåíî-
ñèëè â ìî÷åâîé ïóçûðü ñèíãåííûõ ðåöèïèåíòîâ, ïîäâåðã-
íóòûé êðèîòðàâìå (Ïîïîâ è äð., 2010). Ðåçóëüòàòû íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòû ïîêàçàëè, ÷òî òðàíñïëàíòèðîâàííûå êëåòêè
ýïèòåëèÿ êèøå÷íèêà, ïðîäóöèðóþùèå òðàíñãåííûé Gfp,
òðàíñäèôôåðåíöèðóþòñÿ â óðîòåëèé ìî÷åâîãî ïóçûðÿ. Â
òêàíè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ðåöèïèåíòîâ ïîñëå òðàíñïëàíòà-
öèè êëåòîê êèøå÷íèêà Gfp âûÿâëÿåòñÿ ïóòåì îöåíêè ïåð-
âè÷íîé ôëóîðåñöåíöèè, èììóíîôëóîðåñöåíöèè è
ÎÒ-ÏÖÐ, à íåçíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî óðîòåëèàëüíûõ êëå-
òîê ïîêàçûâàåò îäíîâðåìåííóþ ïðîäóêöèþ Gfp è Her-4 ñ
õàðàêòåðíûì äëÿ óðîòåëèÿ ðèñóíêîì ýêñïðåññèè, âûÿâëÿå-
ìóþ ïóòåì äâîéíîãî èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî îêðàøèâà-
íèÿ ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï î ë ó ÷ å í è å ê ë å ò î ê ý ï è ò å ë è ÿ ê è ø å ÷ í è ê à
ì û ø å é. Òêàíü òîíêîãî êèøå÷íèêà îò òðàíñãåííûõ ìû-
øåé C57BL/6-Tg(ACTbEGF)1Osb/J (ìûøè GFP), ïîâñåìå-
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ñòíî ýêñïðåññèðóþùèõ Gfp, ïåðåíîñèëè â ÷àøêó Ïåòðè è
ïðîìûâàëè ñ ïîìîùüþ øïðèöà ïðîñâåò êèøêè îõëàæäåí-
íûì ðàñòâîðîì PBS. Çàòåì òêàíü ïîìåùàëè íà íî÷ü â îõ-
ëàæäåííûé ðàñòâîð 0.25%-íîãî òðèïñèíà ñ 1 ìÌ ÝÄÒÀ,
ðàçâåäåííûì 1 : 1 PBS ïðè 4 °C. Ïîñëå èíêóáàöèè êëåòêè
ýïèòåëèÿ îòäåëÿëè îò ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè ïëàñòèêîâûì
ñêðåáêîì, ïðîïóñêàëè ÷åðåç èãëû óìåíüøàþùåãîñÿ äèà-
ìåòðà, îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 1000 îá/ìèí â
òå÷åíèå 5 ìèí, ðåñóñïåäèðîâàëè â 2 ìë PBS è ïîäñ÷è-
òûâàëè èõ êîëè÷åñòâî â êàìåðå Ãîðÿåâà, èñïîëüçóÿ
0.2%-íûé ðàñòâîð òðèïàíîâîãî ñèíåãî äëÿ îöåíêè æèçíå-
ñïîñîáíîñòè êëåòîê.

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 ê ë å ò î ê
ý ï è ò å ë è ÿ ê è ø å ÷ í è ê à â ó ð î ò å ë è é â î ï û ò à õ i n
v i v o. Êëåòêè ýïèòåëèÿ êèøå÷íèêà ðåñóñïåíäèðîâàëè â
êîíöåíòðàöèè 5�106/ìë â ÐÑ, ñîäåðæàùåé 50 åä./ìë ãåïà-
ðèíà, áåç ÝÁÑ. Äëÿ òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè â óðîòåëèé
êëåòêè ââîäèëè â ñòåíêó ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ìûøè ëèíèè
C57BL, êàê ýòî áûëî îïèñàíî íàìè ðàíåå äëÿ ÌÑÊ (Ïî-
ïîâ è äð., 2010). Ìûøåé îïåðèðîâàëè ïîä âíóòðèáðþ-
øèííûì òèîïåíòàëîâûì íàðêîçîì (10 ìã/êã) â ïîëîæåíèè
íà ñïèíå ñ ôèêñàöèåé êîíå÷íîñòåé ëåéêîïëàñòûðíîé ëåí-
òîé. Ïîñëå îáðàáîòêè îïåðàöèîííîãî ïîëÿ äåçèíôèöè-
ðóþùèì ðàñòâîðîì ïðîèçâîäèëè íèæíåñðåäèííóþ ëàïà-
ðîòîìèþ ïîñëîéíî. Îïåðàöèþ ïðîâîäèëè ïîä êîíòðîëåì
îïåðàöèîííîãî ìèêðîñêîïà OptonVario (Zeiss, Ãåðìàíèÿ).
Êðàÿ áðþøíîé ñòåíêè ôèêñèðîâàëè ìèêðîõèðóðãè÷åñêèì
ðåòðàêòîðîì, ïîñëå ÷åãî â îïåðàöèîííîå 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÷åâî-
ãî ïóçûðÿ âûçûâàëè ñ ïîìîùüþ óêîëà èãëîé G21, îõëàæ-
äåííîé äî òåìïåðàòóðû æèäêîãî àçîòà. ×åðåç 10 ìèí ïî-
ñëå íàíåñåíèÿ êðèîòðàâìû â ñòåíêó ìî÷åâîãî ïóçûðÿ â
ìåñòå ïîâðåæäåíèÿ ââîäèëè ñóñïåíçèþ êëåòîê êèøå÷íè-
êà ñ ïîìîùüþ øïðèöà ñ èãëîé G30. Ìåñòî êðèîòðàâìû â
ñòåíêå ìåòèëè îäèíî÷íûìè óçëîâûìè øâàìè Prolene 10/0
(Ethicon Inc., Âåëèêîáðèòàíèÿ). Ìî÷åâîé ïóçûðü âîçâðà-
ùàëè â áðþøíóþ ïîëîñòü, ïîñëå ÷åãî ïðîìûâàëè ïîëîñòü
0.2 ìë ðàñòâîðà íàòðèåâîé ñîëè öåôàçîëèíà â ðàçâåäåíèè
0.001 ã/ìë. Ðàíó ïîñëå ëàïàðîòîìèè óøèâàëè ïîñëîéíî
îäèíî÷íûìè óçëîâûìè øâàìè (ìûøöû — PDS 6/0; Ethi-
con Inc., Âåëèêîáðèòàíèÿ, êîæó — ïîëèïðîïèëåíîì 4/0
Ëèíòåêñ, Ðîññèÿ). Êîæíûå øâû óêðåïëÿëè êëååâîé ïîâÿç-
êîé ÁÔ-6 (Âåðòåêñ, Ðîññèÿ). Â îïûòàõ èñïîëüçîâàëè
8—12-íåäåëüíûõ ìûøåé-ñàìîê ëèíèè C57BL ìàññîé
18—22 ã, ïîëó÷åííûõ èç ïèòîìíèêà ëàáîðàòîðíûõ æèâîò-
íûõ «Ðàïïîëîâî» (Ëåíèíãðàäñêàÿ îáë.).

Òêàíè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ è òîíêîãî êèøå÷íèêà îò
òðàíñãåííûõ ìûøåé GFP áûëè ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû
ïðîô. Â. Ì. Ìèõàéëîâûì (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ).
Ìûøåé GFP, ïîëó÷åííûõ â êà÷åñòâå ùåäðîãî äàðà Äåò-
ñêîãî ãîñïèòàëÿ ã. Îêëåíä (Êàëèôîðíèÿ, ÑØÀ), ñîäåðæà-
ëè è ðàçâîäèëè â âèâàðèè Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ ïðè
îáû÷íîì ïèòàíèè è ñâåòîâîì ðåæèìå.

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 òîí-
êîãî êèøå÷íèêà è ìî÷åâîãî ïóçûðÿ õðàíèëè â æèäêîì
àçîòå, à ïåðåä îáðàáîòêîé íà êðèîòîìå çàëèâàëè ñïåöè-
àëüíîé ñðåäîé Tissue-Tek (Sakura Finetek, ÑØÀ). Ñðåçû
íà ïðåäìåòíîì ñòåêëå ïîäñóøèâàëè íà âîçäóõå, ôèêñèðî-
âàëè ñìåñüþ ýòàíîëà ñ àöåòîíîì (1 : 1) 3 ìèí ïðè –20 °Ñ è
îáðàáàòûâàëè 10 ìèí 0.2%-íûì äåòåðãåíòîì Òðèòîíîì

X-100, ïðîìûâàëè PBS 2 ðàçà ïî 5 ìèí, ñàéòû íåñïåöèôè-
÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë áëîêèðîâàëè 1 ÷ ðàñòâîðîì,
ñîäåðæàùèì 3 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà è
0.1 % Òâèíà 20; çàòåì íà ñðåçû íàíîñèëè ñïåöèôè÷åñêèå
àíòèòåëà â ðàçâåäåíèè 1 : 50—1 : 200 â áëîêèðóþùåì ðàñ-
òâîðå íà 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïðîìûâàëè
3 ðàçà ïî 5 ìèí PBS, îáðàáàòûâàëè 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå âèäîñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè, ðàñïîçíà-
þùèìè àëëîòèïû èììóíîãëîáóëèíîâ ñïåöèôè÷åñêèõ àí-
òèòåë, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêîé, îò-
ìûâàëè 3 ðàçà ïî 5 ìèí PBS. ßäðà êëåòîê êðàñèëè 30 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå êðàñèòåëåì DAPI â êîíöåíò-
ðàöèè 1 íã/ìë â áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå, çàòåì ïðåïàðàòû
ïðîìûâàëè 2 ðàçà PBS è çàêëþ÷àëè â ñðåäó Ànti-Fade,
óìåíüøàþùóþ íåñïåöèôè÷åñêóþ ôëóîðåñöåíöèþ.

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ñðåçîâ èç ôèêñèðîâàííûõ òêàíåé
èõ ïîìåùàëè â 4%-íûé ôîðìàëüäåãèä íà 24 ÷, ïåðåä çà-
ëèâêîé â ïàðàôèí ôèêñèðîâàííûé ìàòåðèàë îáåçâîæèâà-
ëè, èñïîëüçóÿ íåñêîëüêî ïîðöèé ýòèëîâîãî ñïèðòà âîñõî-
äÿùåé êîíöåíòðàöèè (50—96 %), èç îáåçâîæåííîãî ìàòå-
ðèàëà óäàëÿëè ñïèðò ïðè ïîìîùè õëîðîôîðìà, çàòåì
ïðåïàðàòû ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 12 ÷ ïðè 37 °Ñ ÷åðåç õëî-
ðîôîðì—ïàðàôèí (1 : 1) è ÷åðåç 3 ïîðöèè ðàñïëàâëåííî-
ãî ïàðàôèíà ïî 60 ìèí â êàæäîé ïðè 56—58 °Ñ. Èç ïàðà-
ôèíîâûõ áëîêîâ, íàêëååííûõ íà äåðåâÿííûå áðóñêè, íà
ìèêðîòîìå ãîòîâèëè ñðåçû òîëùèíîé 5—7 ìêì, êîòîðûå
íàíîñèëè íà ïðåäìåòíûå ñòåêëà, îáðàáîòàííûå 2%-íûì
àìèíîïðîïèëòðèýòîêñèñèëàíîì. Ïàðàôèíîâûå ñðåçû ïî-
ñëå 30 ìèí èíêóáàöèè â òåðìîñòàòå îáðàáàòûâàëè êñèëî-
ëîì 2 ðàçà ïî 3 ìèí ïðè 65 °Ñ è ïðîâîäèëè èõ äåïàðàôè-
íèçàöèþ ñïèðòàìè íèñõîäÿùåé êðåïîñòè ïî 3 ìèí â êàæ-
äîì. Ïîñëå 5 ìèí èíêóáàöèè ñðåçîâ â 3%-íîé ïåðåêèñè
âîäîðîäà èõ ïðîòðàâëèâàëè â 0.1 Ì öèòðàòíîì áóôåðå,
ðÍ 6.0, â òå÷åíèå 10 ìèí â ìèêðîâîëíîâîé ïå÷è ïðè
650 Âò. Ïîñëå 20 ìèí îõëàæäåíèÿ ñðåçû ïîìåùàëè â
0.05 Ì Òðèñ-Ñl, ðÍ 7.5, íà 10 ìèí; áëîêèðîâêó ñàéòîâ íå-
ñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ è îáðàáîòêó àíòèòåëàìè ïðî-
âîäèëè, êàê ýòî îïèñàíî âûøå.

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. Ýëåêòðî-
ôîðåç áåëêîâ ïðîâîäèëè â 8%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì
ãåëå ñ äîäåöèëñóëüôàòîì íàòðèÿ. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ
ïðîá èç òêàíåé èõ èçìåëü÷àëè íîæíèöàìè, ãîìîãåíèçèðî-
âàëè â PBS, ãîìîãåíàòû öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 2 òûñ.
îá/ìèí 5 ìèí è ëèçèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí íà ëüäó â
òðåõ îáúåìàõ áóôåðíîãî ðàñòâîðà (îòíîñèòåëüíî îáúåìà
ïëîòíîãî îñàäêà êëåòîê), ñîäåðæàùåãî 25 ìÌ Òðèñ-Ñl
(pH 7.4), 250 ìM NaCl, 0.25%-íûé äåòåðãåíò NP-40, 1 ìM
PMSF è êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðîòåîëèçà 1 : 100. Ýêñò-
ðàêòû êëåòîê öåíòðèôóãèðîâàëè 15 ìèí ïðè 13 000 g è
4 °Ñ. Ïðîáû óðàâíèâàëè ïî êîëè÷åñòâó îáùåãî áåëêà,
îïðåäåëÿåìîãî ñ ïîìîùüþ ðåàêòèâà Áðýäôîðä, ïåðåíîñè-
ëè â ìèêðîïðîáèðêè, ñîäåðæàùèå ðàâíûé îáúåì áóôåðà,
äëÿ íàíåñåíèÿ ïðîá íà ãåëü (4 % äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ,
20 % ãëèöåðèíà, 200 ìÌ äèòèîòðåèòà, 120 ìÌ Òðèñ-ÍCl,
pH 6.8, 0.002 % áðîìôåíîëîâîãî ñèíåãî), êèïÿòèëè 5 ìèí
íà âîäÿíîé áàíå è íàíîñèëè â îáúåìå 25 ìêë, ñîäåðæàùåì
30 ìêã îáùåãî áåëêà, íà îäíó äîðîæêó ïîëèàêðèëàìèäíî-
ãî ãåëÿ. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ðàçäåëåííûå áåëêè ïåðåíî-
ñèëè ñ ãåëÿ íà ìåìáðàíó PVDF ñ ïîìîùüþ ïîëóñóõîãî
ýëåêòðîïåðåíîñà. Áåëêè íà ìåìáðàíå âûÿâëÿëè ñïåöèôè-
÷åñêèìè àíòèòåëàìè è âèçóàëèçèðîâàëè ðåàêòèâîì ECL.

Ð å â å ð ò è ð î â à í í à ÿ ï î ë è ì å ð à ç í à ÿ ö å ï í à ÿ
ð å à ê ö è ÿ (Î Ò - Ï Ö Ð). Îáùóþ ÐÍÊ âûäåëÿëè èç ïå÷åíè,
ëåãêèõ, êèøå÷íèêà, ïî÷åê è ìî÷åâîãî ïóçûðÿ îïûòíûõ è
êîíòðîëüíûõ ìûøåé ëèíèè C57BL, êîòîðûì ÌÑÊ ââîäè-
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ëè in situ ïîñëå êðèîòðàâìû èëè áåç íåå, ñîîòâåòñòâåííî, à
òàêæå èç ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ìûøåé GFP. ÐÍÊ âûäåëÿëè ñ
ïðèìåíåíèåì íàáîðà ðåàêòèâîâ RNEasy Mini Kit (Qiagen,
ÑØÀ), åå êîíöåíòðàöèþ èçìåðÿëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷å-
ñêè è èñïîëüçîâàëè 0.5—1.0 ìêã ÐÍÊ äëÿ ÎÒ-ÏÖÐ. Îá-
ðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ è ñïåöèôè÷åñêóþ àìïëèôèêàöèþ
ãåíà Gfp ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì áóôåðà è ôåðìåí-
òàòèâíîé ñìåñè èç íàáîðà Qiagen OneStep äëÿ ÎÒ-ÏÖÐ,
êîòîðûé ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü îáå ðåàêöèè è ñîäåðæèò
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçó HotStar Taq è ñìåñü îáðàòíûõ òðàíñ-
êðèïòàç Omniscript è Sensiscript. ÐÒ-ÏÖÐ ïðîâîäèëè íà
òåðìîöèêëåðå ñ èñïîëüçîâàíèåì ñëåäóþùåé ïðîãðàììû:
îáðàòíàÿ òðàíñêðèïöèÿ (30 ìèí, 50 °Ñ), àêòèâàöèÿ ÄÍÊ
ïîëèìåðàçû HotStar Taq, â õîäå êîòîðîé îáðàòíûå òðàíñ-
êðèïòàçû èíàêòèâèðîâàëèñü, à êÄÍÊ ìàòðèöà äåíàòóðè-
ðîâàëàñü (15 ìèí ïðè 95 °Ñ), 30 öèêëîâ äåíàòóðàöèè ÄÍÊ
(94 °Ñ, 30 ñ), îòæèã (56 °Ñ, 30 ñ), ñèíòåç (72 °Ñ, 1 ìèí) è
êîíå÷íàÿ ñòàäèÿ ñèíòåçà (72 °Ñ, 10 ìèí). Ïðîäóêòû ðåàê-
öèè àíàëèçèðîâàëè ïóòåì ýëåêòðîôîðåçà â 1.2%-íîì àãà-
ðîçíîì ãåëå.

À í ò è ò å ë à. Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå àíòèòåëà: ìû-
øèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ Tcf3,4 (Abcam,
Âåëèêîáðèòàíèÿ); ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà
ïðîòèâ b-àêòèíà (Sigma, ÑØÀ); êðîëè÷üè ïîëèêëîíàëü-
íûå àíòèòåëà ïðîòèâ Gfp (Sigma, ÑØÀ, è Abcam, Âåëè-
êîáðèòàíèÿ); ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ
Her-4 (Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ); êðîëè÷üè ïîëèêëîíàëü-
íûå àíòèòåëà ïðîòèâ b-êàòåíèíà (Abcam, Âåëèêîáðèòà-
íèÿ, è Sigma, ÑØÀ); âèäîñïåöèôè÷íûå àíòèòåëà Alexa
Fluor® 568, Fab-ôðàãìåíò êðîëè÷üèõ àíòèìûøèíûõ àíòè-
òåë (Invitrogen, ÑØÀ); Alexa Fluor® 633, Fab-ôðàãìåíò
êîçëèíûõ èììóíîãëîáóëèíîâ ïðîòèâ ëåãêèõ è òÿæåëûõ
öåïåé èììóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà (Invitrogen, ÑØÀ);
Fab-ôðàãìåíò êîçëèíûõ è êðîëè÷üèõ èììóíîãëîáóëèíîâ,
êîíúþãèðîâàííûõ ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà, ïðîòèâ ëåãêèõ è

òÿæåëûõ öåïåé èììóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà èëè ìûøè
(Jackson Immunolabs, ÑØÀ).

Ð å à ê ò è â û. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðå-
àêòèâû: Ànti-Fade, PVDF, ïîëèàêðèëàìèä äëÿ ýëåêòðî-
ôîðåçà, ðåàêòèâ Áðýäôîðä (ÂioRad, ÑØÀ); áû÷èé ñûâî-
ðîòî÷íûé àëüáóìèí, äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ, êîêòåéëü
èíãèáèòîðîâ ïðîòåîëèçà, NP-40, DAPI, PMSF, ïàðàôîð-
ìàëüäåãèä, Òðèòîí X-100, Òðèñ (Sigma, ÑØÀ); òðèïñèí,
ñîäåðæàùèé 1 ìÌ ÝÄÒÀ, ñðåäó DMEM/F12, ÝÁÑ (Invitro-
gen, ÑØÀ); íàáîð ðåàêòèâîâ äëÿ âûäåëåíèÿ ÐÍÊ (RNEasy
Mini Kit), íàáîð ðåàêòèâîâ Qiagen OneStep äëÿ ÎÒ-ÏÖÐ
(Qiagen, ÑØÀ); ECL (Millipore, ÑØÀ); êóëüòóðàëüíûå
ïëàñòèêîâûå ÷àøêè (Sarstedt, Ãåðìàíèÿ); Òwin 20
(Bio Chemica, Ãåðìàíèÿ); ýòèëîâûé ýôèð (Âåêòîí, Ðîñ-
ñèÿ); KCl, ìåòèëîâûé ñïèðò, óêñóñíàÿ êèñëîòà (Ðåàõèì,
Ðîññèÿ); ãåïàðèí (Áåëìåäïðåïàðàòû, Áåëîðóññèÿ); íå-
ôëóîðåñöèðóþùåå èììåðñèîííîå ìàñëî (Carl Zeiss, Øâåé-
öàðèÿ); àòðàâìàòè÷åñêèå èãëû ñ íèòüþ Prolene 10/0, õè-
ðóðãè÷åñêàÿ øîâíàÿ íèòü Pds 6/0 (Ethicon Inc., Âåëè-
êîáðèòàíèÿ); ïîëèïðîïèëåíîâàÿ õèðóðãè÷åñêàÿ íèòü 4/0
(Ëèíòåêñ, Ðîññèÿ); êëåé ÁÔ-6 (ÇÀÎ Âåðòåêñ, Ðîññèÿ); òèî-
ïåíòàë 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
ò ê à í è ê è ø å ÷ í è ê à ñ ï î ì î ù ü þ è ì ì ó í î ã è ñ ò î -
õ è ì è è. Â òêàíè êèøå÷íèêà, èñïîëüçîâàííîé íàìè â êà-
÷åñòâå èñòî÷íèêà äîíîðñêèõ êëåòîê, b-êàòåíèí è Tcf3,4
âûÿâëÿëèñü â ýïèòåëèè ïðåèìóùåñòâåííî â öèòîïëàç-
ìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå è öèòîïëàçìå (ðèñ. 1). Âîðñèíû
è êðèïòû ïðîêðàøèâàëèñü íåðàâíîìåðíî íà ýòè áåëêè,
â íåêîòîðûõ èç íèõ áûëà î÷åâèäíà áîëåå âûðàæåííàÿ ýêñ-
ïðåññèÿ b-êàòåíèíà è Tcf3,4, ÷åì â ñîñåäíèõ àíàëîãè÷-
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Ðèñ. 1. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêàÿ îöåíêà ýêñïðåññèè â-êàòåíèíà, Tcf3,4 è Her-4 â òîíêîì êèøå÷íèêå ìûøåé C57BL.

1 — ñïåöèôè÷åñêèå àíòèòåëà, 2 — åñòåñòâåííàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ, 3 — îêðàñêà DAPI, 4 — ñîâìåùåíèå âñåõ èçîáðàæåíèé. Ñòðåëêàìè ïîêàçàíà ëîêàëè-
çàöèÿ áåëêîâ â êëåòêàõ. Çäåñü è íà ðèñ. 2—3: èçîáðàæåíèÿ ïîëó÷åíû íà ýëåêòðîííîì ñêàíèðóþùåì ìèêðîñêîïå Pascal, ëàçåðû ñ äëèíàìè âîëí 488 è

543 íì. Óâåë.: I — îá. 20�, II — îá. 100�.



íûõ ñòðóêòóðàõ (ðèñ. 1, ñòðåëêè). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
áîëåå âûðàæåííàÿ ýêñïðåññèÿ b-êàòåíèíà è Tcf3,4 íàáëþ-
äàëàñü â ðàçíûõ ó÷àñòêàõ êðèïò è âîðñèí — b-êàòåíèí ëî-
êàëèçîâàëñÿ â âîñõîäÿùåé ÷àñòè âîðñèí, Tcf3,4 — â âîñ-
õîäÿùåé ÷àñòè êðèïò (ðèñ. 1). Êëåòêè ýïèòåëèÿ êèøå÷íè-
êà ïðîäóöèðîâàëè íåçíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî Íår-4,
êîòîðûé ëîêàëèçîâàëñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â îáëàñòè
êðèïò (ðèñ. 1, ñòðåëêà). Íår-4, ïîäîáíî b-êàòåíèíó è
Tcf3,4 ýêñïðåññèðîâàëñÿ íåðàâíîìåðíî â ðàçëè÷íûõ êðèï-
òàõ è âîðñèíàõ, â íåêîòîðûõ èç íèõ ïðîäóêöèÿ áåëêà çíà-
÷èòåëüíî ïðåâûøàëà òàêîâóþ â ñîñåäíèõ ñòðóêòóðàõ
(ðèñ. 1).

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
ò ê à í è ì î ÷ å â î ã î ï ó ç û ð ÿ ñ ï î ì î ù ü þ è ì ì ó í î-
ã è ñ ò î õ è ì è è. b-Êàòåíèí âûÿâëÿëñÿ ðàâíîìåðíî âî âñåõ
ñëîÿõ ýïèòåëèÿ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ è ëîêàëèçîâàëñÿ ïðå-
èìóùåñòâåííî â îáëàñòè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû è â
öèòîïëàçìå (ðèñ. 2, à, ñòðåëêà). Â ïîäëåæàùåé ìåçåíõèìå
b-êàòåíèí â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýïèòåëèàëüíûì êëåòêàì
îáíàðóæèâàëñÿ â îáëàñòè ÿäåð (ðèñ. 2, à). Áåëêè Tcf3,4
ðàñïðåäåëÿëèñü ðàâíîìåðíî â ðàçëè÷íûõ êîìïàðòìåíòàõ
ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê áàçàëüíîãî è ïðîìåæóòî÷íîãî ñëî-
åâ óðîòåëèÿ, ïîêàçûâàÿ ëèøü íåêîòîðóþ êîíöåíòðàöèþ â
îáëàñòè ÿäåðíîé ìåìáðàíû. Â êëåòêàõ àïèêàëüíîãî ñëîÿ

ïðîäóêöèÿ ýòèõ áåëêîâ áûëà çíà÷èòåëüíî ñíèæåíà, à â
ÿäåðíîé îáëàñòè áåëêè íå âûÿâëÿëèñü (ðèñ. 2, à, ñòðåëêè).
Her-4 ïîêàçûâàë çíà÷èòåëüíî áîëåå âûñîêóþ ïðîäóêöèþ
â êëåòêàõ ýïèòåëèÿ áàçàëüíîãî è ïðîìåæóòî÷íîãî ñëîåâ
ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâîé â êëåòêàõ ýïèòåëèÿ êèøå÷íèêà,
îäíàêî á*îëüøàÿ ÷àñòü áåëêà ëîêàëèçîâàëàñü â öèòîïëàç-
ìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå è öèòîïëàçìå. Ñëåäóåò îòìåòèòü
âûñîêîé óðîâåíü ïðîäóêöèè Her-4 â áàçàëüíîé ìåìáðàíå,
à òàêæå â ÿäðàõ ïîäëåæàùèõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ðèñ. 2,
à, ñòðåëêè).

È ì ì ó í î á ë î ò è í ã î â à ÿ õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à ï ð î -
ä ó ê ö è è ì à ð ê å ð í û õ á å ë ê î â â ò ê à í è ê è ø å ÷ í è -
ê à è ì î ÷ å â î ã î ï ó ç û ð ÿ. Îöåíêà ïðîäóêöèè b-êàòå-
íèíà è Tcf3,4 â òêàíè êèøå÷íèêà è ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ñ
ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà ïîäòâåðäèëà äàííûå èììóíî-
ãèñòîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà. Ïðîäóêöèÿ b-êàòåíèíà â êè-
øå÷íèêå è ìî÷åâîì ïóçûðå ìûøåé â öåëîì áûëà íåçíà÷è-
òåëüíîé, â êèøå÷íèêå ýòîò áåëîê âûÿâëÿëñÿ ó îäíîãî èç
òðåõ, à â ìî÷åâîì ïóçûðå — ó äâóõ èç òðåõ èñïîëüçîâàí-
íûõ æèâîòíûõ (ðèñ. 2, á). Áåëêè Tcf3,4 ñ ìîë. ìàñcàìè 60
è 50 êÄà ñîîòâåòñòâåííî ïðîäóöèðîâàëèñü íà áîëåå âûñî-
êîì óðîâíå â ìî÷åâîì ïóçûðå, ÷åì â êèøå÷íèêå, ïðè÷åì â
êèøå÷íèêå ïðîäóêöèÿ Tcf3 áûëà áîëåå âûñîêîé ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ïðîäóêöèåé Tcf4 (ðèñ. 2, á).
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Ðèñ. 2. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêàÿ è èììóíîáëîòèíãîâàÿ îöåíêà ýêñïðåññèè â-êàòåíèíà, Tcf3,4 è Her-4 â ìî÷åâîì ïóçûðå ìûøåé
C57BL.

à — èììóíîãèñòîõèìè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà ýêñïðåññèè áåëêîâ; ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû áàçàëüíûé ñëîé êëåòîê (â-êàòåíèí), ïîâåðõíîñòíûé ñëîé
êëåòîê (Tcf3,4) è áàçàëüíàÿ ìåìáðàíà (Her-4) ñîîòâåòñòâåííî; á — èììóíîáëîòèíãîâàÿ îöåíêà ïðîäóêöèè â-êàòåíèíà è Tcf3,4 â òîíêîì êèøå÷íèêå è

ìî÷åâîì ïóçûðå. Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1.



Î ö å í ê à â ê ë þ ÷ å í è ÿ ò ð à í ñ ï ë à í ò è ð î â à í -
í û õ ê ë å ò î ê ê è ø å ÷ í è ê à â ã è ñ ò î ã å í å ç ò ê à í è
ì î ÷ å â î ã î ï ó ç û ð ÿ. Äëÿ îöåíêè òðàíñäèôôåðåíöèðîâ-
êè êëåòîê êèøå÷íèêà â óðîòåëèé áûëà èñïîëüçîâàíà ðà-
íåå ðàçðàáîòàííàÿ íàìè ìîäåëü, îñíîâàííàÿ íà ñëåæåíèè
çà âêëþ÷åíèåì â ãèñòîãåíåç óðîòåëèÿ ÌÑÊ, ýêñïðåññèðó-
þùèõ GFP, ïîñëå èõ òðàíñïëàíòàöèè â ïîäâåðãíóòûé
êðèîòðàâìå ìî÷åâîé ïóçûðü ðåöèïèåíòîâ (Ïîïîâ è äð.,
2010). Ïîñêîëüêó ýêñïðåññèÿ Tcf3,4 â ýïèòåëèè êèøå÷íè-
êà è ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ðàçëè÷àëàñü íåçíà÷èòåëüíî â ïðîòè-
âîïîëîæíîñòü Her-4, êîòîðûé ïðîäóöèðîâàëñÿ íà çíà÷è-
òåëüíî áîëåå âûñîêîì óðîâíå â ìî÷åâîì ïóçûðå, ÷åì â
êèøå÷íèêå, â äàëüíåéøèõ îïûòàõ ìû èñïîëüçîâàëè äëÿ
îöåíêè òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè òîëüêî Gfp è Her-4.

×åðåç 2 è 4 íåä ïîñëå ââåäåíèÿ êëåòîê êèøå÷íèêà â
ìî÷åâîì ïóçûðå ìûøåé-ðåöèïèåíòîâ ìû îáíàðóæèëè ïó-
òåì ãèñòîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà áåëîê Gfp, êîòîðûé âûÿâ-
ëÿëñÿ â êëåòêàõ óðîòåëèÿ ïî åñòåñòâåííîé çåëåíîé ôëóî-
ðåñöåíöèè è ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë, âûÿâëÿ-

åìûõ âòîðûìè àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ êðàñ-
íûì ôëóîðîõðîìîì (ðèñ. 3, à). Ïðè èñïîëüçîâàíèè äâîé-
íîãî ôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ àíòèòåëàìè ê Her-4 ñ
êðàñíûì ôëóîðîõðîìîì è àíòèòåëàìè ê Gfp c çåëåíûì
ôëóîðîõðîìîì ìû îáíàðóæèëè â óðîòåëèè åäèíè÷íûå
ãðóïïû êëåòîê, îêðàøåííûå îáîèìè êðàñèòåëÿìè (ðèñ. 3,
à). Óðîâåíü è ðèñóíîê ýêñïðåññèè Her-4 â ýòèõ êëåòêàõ ñî-
îòâåòñòâîâàëè òàêîâûì â êëåòêàõ óðîòåëèÿ ìî÷åâîãî ïó-
çûðÿ, à íå êèøå÷íèêà. Gfp òàêæå âûÿâëÿëñÿ â òêàíè ìî÷å-
âîãî ïóçûðÿ ðåöèïèåíòîâ ñ ïîìîùüþ ÎÒ-ÏÖÐ, õîòÿ óðî-
âåíü åãî ýêñïðåññèè áûë çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì â òêàíè
ìî÷åâîãî ïóçûðÿ òðàíñãåííûõ ìûøåé GFP (ðèñ. 3, á).

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïûòàëèñü ìîäåëèðîâàòü êëå-
òî÷íûå ñîáûòèÿ, ïðîèñõîäÿùèå ïðè àóòîïëàñòèêå ìî÷å-
âîãî ïóçûðÿ òêàíüþ êèøå÷íèêà â êëèíè÷åñêèõ óñëîâèÿõ.

Êëåòêè ýïèòåëèÿ êèøå÷íèêà òðàíñäèôôåðåíöèðóþòñÿ â óðîòåëèé ìî÷åâîãî ïóçûðÿ 337

Ðèñ. 3. Îöåíêà ýêñïðåññèè Gfp è Her-4 â ìî÷åâîì ïóçûðå ìûøåé ëèíèè C57BL ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè èì ñèíãåííûõ êëåòîê êèøå÷-
íèêà, ïðîäóöèðóþùèõ Gfp.

à — âûÿâëåíèå ïðîäóêöèè Gfp è ñîâìåñòíîé ïðîäóêöèè Gfp è Her-4 â ìî÷åâîì ïóçûðå ñ ïîìîùüþ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîé îêðàñêè òêàíè ìî÷åâîãî
ïóçûðÿ; á — õàðàêòåðèñòèêà ýêñïðåññèè Gfp â ìî÷åâîì ïóçûðå ìûøåé-ðåöèïèåíòîâ ïóòåì ÎÒ-ÏÖÐ. Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1.

Äîðîæêè 1, 8 — ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíîé ìàññû (ñòðåëêàìè ïîêàçàíû ìàðêåðû ðàçìåðàìè 1000, 750, 500 è 250 ïàð îñíîâàíèé); äîðîæêà 2 — ìî÷åâîé
ïóçûðü ìûøåé-ðåöèïèåíòîâ; äîðîæêè 3—7 — ñîîòâåòñòâåííî ïå÷åíü, ïî÷êè, òîíêèé êèøå÷íèê, ìî÷åâîé ïóçûðü è ëåãêèå ìûøåé GFP.



Ñ ýòîé öåëüþ êëåòêè ýïèòåëèÿ êèøå÷íèêà òðàíñãåííûõ
ìûøåé, ýêñïðåññèðóþùèõ Gfp, òðàíñïëàíòèðîâàëè â ìî-
÷åâîé ïóçûðü ñèíãåííûõ ðåöèïèåíòîâ ëèíèè C57BL, ïîä-
âåðãíóòûé êðèîòðàâìå. Â ñîîòâåòñòâèè ñ äàííûìè ëèòå-
ðàòóðû (De Coppi et al., 2007) è ðàçðàáîòàííîé íàìè ðàíåå
ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëüþ (Ïîïîâ è äð., 2010), ïðè
êðèîòðàâìå â ìî÷åâîì ïóçûðå âîçíèêàþò óñëîâèÿ äëÿ
òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê â óðîòåëèé.
ÌÑÊ, ýêñïðåññèðóþùèå Gfp, íî íå ïðîäóöèðóþùèå in
vitro áåëêè Tcf3,4 è Her-4, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ñîîòâåòñò-
âåííî ìîëåêóëÿðíûìè ìàðêåðàìè ñèãíàëüíûõ ïóòåé
Wnt/b-êàòåíèí è EGF, ïîñëå ââåäåíèÿ â ìî÷åâîé ïóçûðü
ðåöèïèåíòîâ ïîêàçûâàþò îäíîâðåìåííóþ ïðîäóêöèþ Gfp
c Tcf3,4 èëè Her-4 (Ïîïîâ è äð., 2010). Â íàñòîÿùåé ðàáî-
òå ìû ïîêàçàëè, ÷òî êëåòêè ýïèòåëèÿ òîíêîãî êèøå÷íèêà
ìûøåé, ýêñïðåññèðóþùèå Gfp, ïîäîáíî ÌÑÊ ïîñëå ââå-
äåíèÿ â ìî÷åâîé ïóçûðü ñèíãåííûõ ðåöèïèåíòîâ, ïîäâåð-
ãàþòñÿ òðàíñäèôôåðåíöèðîâêå â êëåòêè óðîòåëèÿ.

Â íà÷àëå ðàáîòû ìû èçó÷èëè âîçìîæíîñòü èñïîëüçî-
âàíèÿ â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê
ýïèòåëèÿ êèøå÷íèêà â óðîòåëèé áåëêè b-êàòåíèí, Tcf3,4 è
Her-4. Ñ ïîìîùüþ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèõ ïîäõîäîâ ìû
îáíàðóæèëè, ÷òî ýêñïðåññèÿ b-êàòåíèíà â ýïèòåëèè êè-
øå÷íèêà è óðîòåëèè ñóùåñòâåííî íå ðàçëè÷àåòñÿ. Â òîì è
äðóãîì ñëó÷àå áåëîê âûÿâëÿëñÿ ïðåèìóùåñòâåííî íå â
ÿäðå, à â öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå è öèòîïëàçìå
(ðèñ. 1; 2, à), ò. å. â îòäåëàõ êëåòêè, â êîòîðûõ ïðèñóòñòâó-
åò íåàêòèâíàÿ ôîðìà b-êàòåíèíà (Reya, Clevers, 2005).
Â íåêîòîðûõ êðèïòàõ-âîðñèíàõ ýêñïðåññèÿ b-êàòåíèíà
çíà÷èòåëüíî ïðåâîñõîäèëà òàêîâóþ â ñîñåäíèõ ïîäîáíûõ
ñòðóêòóðàõ. Ýòîò ðåçóëüòàò ñîîòâåòñòâóåò äàííûì ëèòåðà-
òóðû î êëîíàëüíîé îðãàíèçàöèè êðèïò-âîðñèí è âîçìîæ-
íûõ ðàçëè÷èÿõ ýêñïðåññèè â íèõ ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ
(Korinek et al., 1998). Äàííûå èììóíîáëîòèíãà òàêæå âû-
ÿâèëè íèçêèé óðîâåíü ïðîäóêöèè b-êàòåíèíà â ýïèòåëèè
êèøå÷íèêà è ìî÷åâîãî ïóçûðÿ (ðèñ. 2, á).

Èììóíîãèñòîõèìè÷åñèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî â ýïèòå-
ëèè êèøå÷íèêà áåëêè Tcf3,4 ýêñïðåññèðóþòñÿ â öèòîïëàç-
ìå êëåòîê, òîãäà êàê â óðîòåëèè îíè îáíàðóæèâàþòñÿ íå
òîëüêî â öèòîïëàçìå, íî è â ÿäðàõ êëåòîê áàçàëüíîãî è
ïðîìåæóòî÷íîãî ñëîåâ. Â ñïåöèàëèçèðîâàííûõ êëåòêàõ
àïèêàëüíîãî ñëîÿ óðîòåëèÿ áåëêè Tcf3,4 âûÿâëÿëèñü â íå-
çíà÷èòåëüíîì êîëè÷åñòâå â öèòîïëàçìå è îòñóòñòâîâàëè â
ÿäðå (ðèñ. 1; 2, à). Äàííûå èììóíîáëîòèíãà ïîäòâåðäèëè
áîëåå âûñîêèé óðîâåíü ïðîäóêöèè áåëêîâ Tcf3,4 â ìî÷å-
âîì ïóçûðå ïî ñðàâíåíèþ ñ êèøå÷íèêîì. Èçâåñòíî, ÷òî
áåëêè Tcf3,4 ÿâëÿþòñÿ òðàíñêðèïöèîííûìè ôàêòîðàìè,
ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü êîòîðûõ ñâÿçàíà ñ ÿäðîì.
Íàøè ðåçóëüòàòû, ïîêàçûâàþùèå ëîêàëèçàöèþ áåëêîâ
Tcf3,4 â ÿäðàõ êëåòîê áàçàëüíîãî ñëîÿ, ïîçâîëÿþò ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî ýòè áåëêè ÿâëÿþòñÿ àêòèâíûìè â íîðìàëüíîì
óðîòåëèè, íî èõ ôóíêöèÿ ñâÿçàíà ñ òîðìîæåíèåì äåëåíèÿ
êëåòîê. Â îòñóòñòâèå àêòèâíîãî b-êàòåíèíà êëåòêè íåêî-
òîðûõ òêàíåé, íàïðèìåð ýïèäåðìèñà, ïðîäóöèðóþò Tcf3,
êîòîðûé èíãèáèðóåò äèôôåðåíöèðîâêó ÑÊ âîëîñÿíîãî
ôîëëèêóëà. Ãèïåðýêñïðåññèÿ Tcf3 òàêæå âûçûâàåò èíãè-
áèðîâàíèå äèôôåðåíöèðîâêè ýïèòåëèàëüíûõ ëèíèé, ïðî-
èñõîäÿùèõ èç ÑÊ âîëîñÿíîãî ôîëëèêóëà (Nguyen et al.,
2006). Ôóíêöèîíàëüíàÿ ðîëü Tcf3 â ìî÷åâîì ïóçûðå â
óñëîâèÿõ îòñóòñòâèÿ ñèãíàëîâ Wnt/b_êàòåíèí ìîæåò áûòü
ïîäîáíà òàêîâîé â ýïèäåðìèñå è ñïîñîáñòâîâàòü ïðîëè-
ôåðàòèâíîìó ïîêîþ êëåòîê ìî÷åâîãî ïóçûðÿ.

Tcf3 â ìî÷åâîì ïóçûðå ìîæåò èãðàòü ðîëü èíãèáèòîðà
äèôôåðåíöèðîâêè, ñïîñîáñòâóÿ óäåðæàíèþ êëåòîê ýïèòå-
ëèÿ â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ ïóòåì èíãèáèðîâàíèÿ òðàíñêðèï-

öèè ôàêòîðà Pparg, ñïîñîáñòâóþùåãî äèôôåðåíöèðîâêå
êëåòîê óðîòåëèÿ (Varley et al., 2004a). Â ýïèäåðìèñå Pparg
ïîääåðæèâàåò äèôôåðåíöèðîâêó ÑÊ, à åãî èíãèáèðîâàíèå
îñóùåñòâëÿåòñÿ òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðîì Tcf3
(Nguyen et al., 2006). Âåðîÿòíî, â ýïèòåëèè êîæè è ìî÷å-
âîãî ïóçûðÿ, âûïîëíÿþùèõ ñõîäíóþ ôóíêöèþ ïî ïîä-
äåðæàíèþ âîäíîãî áàëàíñà, Pparg èãðàåò ïîäîáíóþ ðîëü.
Ñõîæåñòü ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè äèôôåðåíöèðîâêè â
ýïèòåëèè êîæè è ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ïîäòâåðæäàåòñÿ òàêæå
ó÷àñòèåì â òîì è äðóãîì ñëó÷àå ïðîäóêòà ãåíà Get1, êîòî-
ðûé îïîñðåäóåò âëèÿíèå Pparg íà äèôôåðåíöèðîâêó êëå-
òîê (Yu et al., 2009).

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 ÌÑÊ,
âûçâàííàÿ òêàíåñïåöèôè÷åñêèìè ñèãíàëàìè, à òàêæå ñïî-
ñîáíîñòü óðîòåëèÿ ê äîáðîêà÷åñòâåííîé èëè çëîêà÷åñò-
âåííîé ìåòàïëàçèè ïîä äåéñòâèåì âíåøíèõ óñëîâèé ñâè-
äåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî òêàíü ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ïðåäñòàâ-
ëÿåò ñîáîé ñèñòåìó ñ äèíàìè÷íîé ïëàñòè÷íîñòüþ,
ñïîñîáíóþ ïðîäóöèðîâàòü è âîñïðèíèìàòü òðàíñäèôôå-
ðåíöèðîâî÷íûå ñèãíàëû (Staack et al., 2005).

Èçâåñòíî, ÷òî â ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè êëåòîê óðî-
òåëèÿ âàæíóþ ðîëü èãðàþò ëèãàíäû è ðåöåïòîðû ñå-
ìåéñòâà EGF, â ÷àñòíîñòè ðåöåïòîð Her-4, êîòîðûé àêòèâ-
íî ýêñïðåññèðóåòñÿ â íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòêàõ (Rotterud et al., 2005). Ñèãíàëüíûé ïóòü Wnt/b-êà-
òåíèí àêòèâèðóåòñÿ â ñëó÷àå çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñôîð-
ìàöèè êëåòîê óðîòåëèÿ è, âåðîÿòíî, èãðàåò âàæíóþ ðîëü â
ðåãóëÿöèè ôóíêöèé òêàíåñïåöèôè÷åñêèõ ÑÊ ìî÷åâîãî
ïóçûðÿ, êîòîðûå äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íå èäåíòèôèöè-
ðîâàíû.

Âûÿâëåííûé íàìè â êëåòêàõ êèøå÷íèêà è ìî÷åâîãî
ïóçûðÿ íîðìàëüíûõ ìûøåé C57BL íèçêèé óðîâåíü ïðî-
äóêöèè b-êàòåíèíà è âûñîêèé óðîâåíü Tcf3,4 (ðèñ. 1; 2, à,
á) äàâàë âîçìîæíîñòü ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýòè áåëêè íåðà-
öèîíàëüíî èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ òðàíñäèô-
ôåðåíöèðîâêè ýïèòåëèÿ êèøå÷íèêà â óðîòåëèé. Ñ äðóãîé
ñòîðîíû, äàííûå î íèçêîì óðîâíå ïðîäóêöèè Her-4 â ýïè-
òåëèè êèøå÷íèêà è âûñîêîì — â óðîòåëèè (ðèñ. 1; 2, à)
ñâèäåòåëüñòâîâàëè î âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ýòîãî
áåëêà äëÿ îöåíêè òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè. Ïîýòîìó â
îïûòàõ ñ îöåíêîé âêëþ÷åíèÿ êëåòîê ýïèòåëèÿ â ãèñòîãå-
íåç òêàíè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ìû èñïîëüçîâàëè ãèñòîõèìè-
÷åñêóþ îêðàñêó íà Gfp, à òàêæå äâîéíóþ îêðàñêó íà Gfp è
Her-4. Ðåçóëüòàòû íàøèõ îïûòîâ ïîêàçàëè, ÷òî â óðîòå-
ëèè ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ìûøåé ÷åðåç 2 è 4 íåä ïîñëå òðàíñ-
ïëàíòàöèè êëåòîê êèøå÷íèêà îò ñèíãåííûõ ìûøåé GFP
îáíàðóæèâàþòñÿ åäèíè÷íûå ãðóïïû êëåòîê, c åñòåñòâåí-
íîé çåëåíîé ôëóîðåñöåíöèåé Gfp, êîòîðûé òàêæå îêðà-
øèâàåòñÿ ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè (ðèñ. 3, à). Â óðî-
òåëèè ìûøåé-ðåöèïèåíòîâ òàêæå îáíàðóæèâàþòñÿ åäè-
íè÷íûå ãðóïïû êëåòîê, îêðàøåííûå îáîèìè êðàñèòåëÿìè
(ðèñ. 3, à). Óðîâåíü è ðèñóíîê ýêñïðåññèè Her-4 â ýòèõ
êëåòêàõ ñîîòâåòñòâóþò òàêîâûì â êëåòêàõ óðîòåëèÿ ìî÷å-
âîãî ïóçûðÿ, à íå êèøå÷íèêà. Ðåâåðòèðîâàííàÿ ïîëèìå-
ðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ òàêæå âûÿâèëà ýêñïðåññèþ ãåíà
Gfp â ìî÷åâîì ïóçûðå îïûòíûõ ìûøåé, õîòÿ óðîâåíü åå
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ïðîäóêöèè áûë çíà÷èòåëüíî íèæå òàêîâîãî ó ìûøåé GFP
(ðèñ. 3, á).

Â öåëîì ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåé ðàáîòû ïîêàçàëè, ÷òî
òðàíñïëàíòàöèÿ êëåòîê êèøå÷íèêà â ïîäâåðãíóòûé êðèîò-
ðàâìå ìî÷åâîé ïóçûðü ñèíãåííûõ ðåöèïèåíòîâ ñîïðîâîæ-
äàåòñÿ èõ òðàíñäèôôåðåíöèðîâêîé â óðîòåëèé, óðîâåíü
êîòîðîé íåçíà÷èòåëåí è, ïî-âèäèìîìó, íå ìîæåò îáåñïå-
÷èòü âîññòàíîâëåíèÿ ôóíêöèé ìî÷åâîãî ïóçûðÿ â óñëîâè-
ÿõ àóòîïëàñòèêè â ìåäèöèíñêèõ êëèíèêàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 09-04-00595).
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EPITHELIAL INTESTINE CELLS TRANSDIFFERENTIATE INTO BLADDER UROTHELIUM

IN EXPERIMENTS IN VIVO

B. V. Popov,1 A. M. Zaichik,2 M. B. Budko,2 O. V. Zlobina,1 E. N. Tolkunova,1

O. V. Zhidkova,1 N. S. Petrov1
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The autoplastic surgery by intestine tissue has been used for reconstructive therapy of the urinary tract since
the middle of the last century; however, cell mechanisms of the urothelium engraftment are still obscure. Intesti-
ne stem cells possess plasticity and presumably enable after the autoplastic surgery to transdifferentiate into ma-
ture cells of urinary tract. Using the preliminary developed in vivo model for evaluation of somatic cells trans-
differentiation into urothelium, we have found that the epithelial intestine cells producing Gfp transdifferentiate
into the cryoinjured bladder urothelium of the syngenetic C57BL mice. Gfp was detected in the bladder tissue of
mice-recipients using reverted polymerase chain reaction, primary fluorescence and immunofluorescence, while
colocalization of the Gfp and Her-4 revealing similar to urothelium staining pattern was demonstrated in a few
urothelium cells by double immunohistochemical staining of the bladder tissue with specific antibodies. The re-
sults obtained suggest that epithelial intestine cells enable to transdifferentiate into bladder urothelium, however
the transdifferentiation level is low and presumably can not provide full functional urothelium engraftment in
the case of autoplastic bladder surgery by intestine tissue.

K e y w o r d s: intestine epithelium, transdifferentiation, bladder urothelium, EGF and Wnt/â-catenin signal
pathways, Her-4 and Tcf3,4.
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