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Êóëüòóðà êëåòîê Caco2 êàê ìîäåëü êèøå÷íîãî ýïèòåëèÿ äëÿ èçó÷åíèÿ òðàíñïîðòà ãåêñîç

Îöåíåíî ðàñïðåäåëåíèå òðàíñïîðòåðîâ ãëþêîçû SGLT1 è GLUT2, à òàêæå ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà è
áåëêîâ ïëîòíûõ êîíòàêòîâ â êóëüòóðå êëåòîê Ñàñî2 ïðè èíêóáèðîâàíèè èõ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé ãëþêîçó
â ðàçíûõ êîíöåíòðàöèÿõ. Îïðåäåëåíî êîëè÷åñòâî ãëþêîçû, ïîãëîùàåìîé ïðè ýòîì èç èíêóáàöèîííîé
ñðåäû. Ïîêàçàíî, ÷òî ðàñïðåäåëåíèå ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà, êîíöåíòðèðóþùåãîñÿ âáëèçè ïëîòíûõ êîí-
òàêòîâ è â ìèêðîâîðñèíêàõ, íå çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè ãëþêîçû. SGLT1 íå ñâÿçàí ñ àêòèíîì ùåòî÷íîé
êàéìû, åãî ëîêàëèçàöèÿ íå çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè ãëþêîçû â ñðåäå. Ïðè íèçêîé (2.5 ìÌ) êîíöåíòðà-
öèè ãëþêîçû â èíêóáàöèîííîé ñðåäå GLUT2 ñîñðåäîòî÷åí ïðåèìóùåñòâåííî â áàçàëüíîé îáëàñòè êëå-
òîê, à ïðè åå âûñîêîé (25 ìÌ) êîíöåíòðàöèè îáíàðóæèâàåòñÿ â àïèêàëüíîé îáëàñòè êëåòîê, ãäå îí êîëî-
êàëèçîâàí ñ àêòèíîì ìèêðîâîðñèíîê. Ðàñïðåäåëåíèå áåëêîâ ïëîòíûõ êîíòàêòîâ îêêëþäèíà è êëàóäèíîâ
1, 3 è 4 íå çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè ãëþêîçû. Êëàóäèí 2 â êëåòêàõ Ñàñî2 íå îáíàðóæåí. Êóëüòóðà êëåòîê
Ñàñî2 ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà â êà÷åñòâå ìîäåëè êèøå÷íîãî ýïèòåëèÿ ïðè èññëåäîâàíèè âñàñûâàíèÿ
ãåêñîç.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êëåòêè Ñàñî2, ôèáðèëëÿðíûé àêòèí, òðàíñïîðòåðû SGLT1 è GLUT2, îêêëþ-
äèí, êëàóäèíû 1—4, âñàñûâàíèå ãëþêîçû.

Èçâåñòíî, ÷òî íàèáîëåå ïîäõîäÿùåé ìîäåëüþ äëÿ èñ-
ñëåäîâàíèÿ òðàíñïîðòà ïèùåâûõ âåùåñòâ ÷åðåç êèøå÷-
íûé ýïèòåëèé ÿâëÿåòñÿ ìîíîñëîé ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ýí-
òåðîöèòîâ. Ýòà ìîäåëü èñêëþ÷àåò âëèÿíèå ìûøå÷íîãî è
ïîäñëèçèñòîãî ñëîåâ êèøå÷íèêà íà ïðîöåññû òðàíñïîðòà
íóòðèåíòîâ. Îäíàêî êóëüòóðà ýíòåðîöèòîâ èìååò êîðîò-
êèé ñðîê æèçíè, ïîýòîìó íà íåé òðóäíî ñîçäàòü ñòàáèëüíî
âîñïðîèçâîäèìûå óñëîâèÿ ýêñïåðèìåíòà (Hillgren et al.,
1995). Â 1980-å ãîäû âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé ïðèâëåêëà
êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ Ñàcî2 èç àäåíîêàðöèíîìû îáîäî÷íîé
êèøêè ÷åëîâåêà. Ïåðâûå èññëåäîâàíèÿ ýòîé ëèíèè ïîêà-
çàëè, ÷òî êëåòêè Ñàcî2 â êóëüòóðå ïðèîáðåòàþò ñâîéñòâà,
õàðàêòåðíûå äëÿ ýíòåðîöèòîâ (Pinto et al., 1983; Hidalgo
et al., 1989). Êëåòêè îáðàçóþò êîíôëþýíòíûé ìîíîñëîé è
ïîëÿðèçóþòñÿ, ïðè ýòîì ó íèõ ôîðìèðóþòñÿ ñîåäèíèòåëü-
íûå êîìïëåêñû è ìèêðîâîðñèíêè íà àïèêàëüíîé ïîâåðõ-
íîñòè êëåòîê. Â äàëüíåéøåì áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðîíèöà-
åìîñòü ìîíîñëîÿ êëåòîê Ñàñî2 õîðîøî êîððåëèðóåò ñ
ïðîöåññàìè âñàñûâàíèÿ â êèøå÷íèêå (Artursson et al.,
2001). Êðîìå òîãî, êëåòêè Ñàñî2 ýêñïðåññèðóþò ôåðìåí-
òû, ñâîéñòâåííûå ýíòåðîöèòàì, íàïðèìåð äèñàõàðèäàçû,
ïåïòèäàçû è ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó (Rousset et al., 1985;
Matsumoto et al., 1990; Nakano et al., 2009). Â íèõ îáíàðó-
æåíû òàêæå òðàíñïîðòåðû ãëþêîçû SGLT1 è GLUT2
(Mahraoui et al., 1994; Kipp et al., 2003; Khoursandy et al.,
2004), õîòÿ èõ ýêñïðåññèÿ â êëåòêàõ Ñàñî2 íèæå, ÷åì â ýí-
òåðîöèòàõ (Hillgren et al., 1995).

Â ëèòåðàòóðå îïèñàíû êàê íåäîñòàòêè, òàê è ïðåèìó-
ùåñòâà èñïîëüçîâàíèÿ êëåòîê Ñàñî2 â êà÷åñòâå ìîäåëè
ýíòåðîöèòîâ (ñì. îáçîðû: Hillgren et al., 1995; Sambuy
et al., 2005). Îäíèì èç íåäîñòàòêîâ êëåòîê Ñàñî2 ÿâëÿåòñÿ

èõ îïóõîëåâîå ïðîèñõîæäåíèå, îäíàêî èìåííî áëàãîäàðÿ
òàêîìó ñâîéñòâó êóëüòóðà ýòîé êëåòî÷íîé ëèíèè èìååò
äëèòåëüíîå âðåìÿ æèçíè. Äðóãèì íåäîñòàòêîì ÿâëÿåòñÿ
òî, ÷òî êëåòî÷íûå êîíòàêòû â ìîíîñëîå Ñàñî2 «áîëåå
ïëîòíûå» (ìåíåå ïðîíèöàåìû äëÿ ðÿäà âåùåñòâ), ÷åì ó
ýíòåðîöèòîâ òîíêîé êèøêè. Ýòî, ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíî ñ
òåì, ÷òî ëèíèÿ êëåòîê Ñàñî2 ïðîèñõîäèò èç òîëñòîé êèø-
êè. Íàêîíåö, ýòà êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ íå âñåãäà ôåíîòèïè÷å-
ñêè ñòàáèëüíà: ýêñïðåññèÿ òðàíñïîðòåðîâ è àêòèâíîñòü
ôåðìåíòîâ ìîãóò ìåíÿòüñÿ â çàâèñèìîñòè îò êîëè÷åñòâà
ïàññàæåé, êîíöåíòðàöèè êëåòîê ïðè î÷åðåäíîì ïîñåâå,
ñîñòàâà ñðåäû è ñûâîðîòêè. Íåñìîòðÿ íà ïåðå÷èñëåííûå
îãðàíè÷åíèÿ, èñïîëüçîâàíèå êóëüòóðû êëåòîê Ñàñî2 äëÿ
àíàëèçà ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ýíòåðîöèòîâ èìååò ðÿä ïðåè-
ìóùåñòâ ïî ñðàâíåíèþ ñ ìåòîäàìè in vivo èëè äðóãèìè
ìîäåëÿìè in vitro. Îíà ïîçâîëÿåò çàäàâàòü ñòàíäàðòíûå
óñëîâèÿ ýêñïåðèìåíòà â îòíîøåíèè òåìïåðàòóðû, ðÍ, ñî-
ñòàâà ñðåäû è ò. ï. Ïðè âàðüèðîâàíèè ýòèõ óñëîâèé ëåã÷å
íàáëþäàòü ñîïóòñòâóþùèå ôóíêöèîíàëüíûå èçìåíåíèÿ, â
÷àñòíîñòè â ïðîöåññàõ òðàíñïîðòà. Íåìàëîâàæíûì äîñòî-
èíñòâîì ðàáîòû ñ êóëüòèâèðóåìûìè êëåòêàìè ÿâëÿåòñÿ
âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ìèíèìàëüíûõ êîëè÷åñòâ èñ-
ñëåäóåìûõ ñóáñòðàòîâ.

Êóëüòóðà êëåòîê Ñàñî2 øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ â òîêñè-
êîëîãè÷åñêèõ è ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ (Shah
et al., 2006). Êðîìå òîãî, Ñàñî2 èñïîëüçîâàëè êàê ìîäåëü
äëÿ èçó÷åíèÿ ñèñòåì àêòèâíîãî òðàíñïîðòà íóòðèåíòîâ, â
òîì ÷èñëå ãëþêîçû (Harris et al., 1992; Matosin-Matekalo
et al., 1998; Le Gall et al., 2007).

Â ïðåäøåñòâóþùèõ ðàáîòàõ ìû èññëåäîâàëè âñàñûâà-
íèå ãåêñîç â òîíêîé êèøêå êðûñ â óñëîâèÿõ õðîíè÷åñêîãî
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îïûòà è ðîëü òðàíñïîðòåðîâ SGLT1 è GLUT2 â ïåðåíîñå
ãëþêîçû ÷åðåç àïèêàëüíóþ ìåìáðàíó ýíòåðîöèòîâ, à òàê-
æå èñïîëüçîâàëè êóëüòóðó êëåòîê Ñàñî2 â êà÷åñòâå ìîäå-
ëè êèøå÷íîãî ýïèòåëèÿ äëÿ èññëåäîâàíèÿ âñàñûâàíèÿ
ãëþêîçû è ãàëàêòîçû ïðè íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ýòèõ ñóá-
ñòðàòîâ (Ãðåôíåð è äð., 2006, 2010; Ãðîìîâà è äð., 2006).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîäîëæåíî èçó÷åíèå ðàñïðåäå-
ëåíèÿ òðàíñïîðòåðîâ SGLT1 è GLUT2 â êëåòêàõ Ñàñî2
ïðè âñàñûâàíèè ãåêñîç, à òàêæå ó÷àñòèÿ â ýòîì ïðîöåñ-
ñå ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà, â ÷àñòíîñòè ôèáðèëëÿðíîãî àê-
òèíà.

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ áîëüøîé èíòåðåñ èññëåäîâàòåëåé
âûçûâàþò áåëêè ïëîòíûõ êîíòàêòîâ îêêëþäèí è ñåìåéñò-
âî êëàóäèíîâ, êîòîðûå, êàê ïîëàãàþò, èãðàþò âàæíóþ
ðîëü â ôóíêöèîíèðîâàíèè ïëîòíûõ êîíòàêòîâ (Tsukita,
Furuse, 2000; Turksen, Troy, 2004). Ïîêàçàíî, ÷òî èçìåíå-
íèå ýêñïðåññèè ýòèõ áåëêîâ â êóëüòóðå êëåòîê Ñàñî2 ïðè-
âîäèò ê íàðóøåíèþ öåëîñòíîñòè ïëîòíûõ êîíòàêòîâ è èõ
ïàðàöåëëþëÿðíîé ïðîíèöàåìîñòè (Dorkoosh et al., 2004;
Takehara et al., 2009). Â ñâÿçè ñ ýòèì â íàñòîÿùåì èññëåäî-
âàíèè ìû ïîïûòàëèñü îöåíèòü òàêæå ðîëü áåëêîâ ïëîò-
íûõ êîíòàêòîâ â êëåòêàõ Ñàñî2 â ïîãëîùåíèè ãëþêîçû
ïðè åå âûñîêèõ è íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê. Êëåòêè Ñàñî2 áûëè
ïîëó÷åíû èç Êîëëåêöèè êóëüòóð êëåòîê ïîçâîíî÷íûõ Èí-
ñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ. Êëåòêè âûðàùèâàëè â ïëàñòèêî-
âûõ ôëàêîíàõ îáúåìîì 25 ñì3 è íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ â
÷àøêàõ Ïåòðè äèàìåòðîì 5 ñì. Êëåòêè âûðàùèâàëè â òå-
÷åíèå 21 ñóò â ñðåäå DMEM ñ äîáàâëåíèåì 10 % áû÷üåé
ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè ïðè 37 °Ñ è 5 % ÑÎ2 â àòìî-
ñôåðå. Ïðè ýòîì ñðåäó âî ôëàêîíàõ è ÷àøêàõ Ïåòðè ìåíÿ-
ëè íà ñâåæóþ ÷åðåç ñóòêè.

Î ï ð å ä å ë å í è å ï î ã ë î ù å í è ÿ ã ë þ ê î ç û. Âñàñû-
âàíèå ãëþêîçû îïðåäåëÿëè íà êóëüòóðå êëåòîê, âûðàùåí-
íîé â ïëàñòèêîâûõ ôëàêîíàõ. Èíêóáàöèîííàÿ ñðåäà äëÿ
ýêñïåðèìåíòà ñîäåðæàëà (â ìÌ): 137 NaCl, 4.7 KÑl,
1.2 KH2PO4, 1.2 MgSO4, 2.5 CaCl2, 10 áóôåðíîãî ðàñòâîðà
HEPES (pH 7.2), 4 ãëþòàìèíà è 2.5 èëè 25 ãëþêîçû â êà-
÷åñòâå ñóáñòðàòà. Ïàññèâíûé êîìïîíåíò òðàíñïîðòà ñóá-
ñòðàòà îïðåäåëÿëè â ïðèñóòñòâèè â èíêóáàöèîííîé ñðåäå
0.2 ìÌ ôëîðèäçèíà, áëîêèðóþùåãî ðàáîòó ïåðåíîñ÷èêà
SGLT1.

Ïåðåä îïûòîì ñðåäó DMEM óäàëÿëè, êóëüòóðó êëå-
òîê âî ôëàêîíå 2 ðàçà ïðîìûâàëè 1 ìë èíêóáàöèîííîé
ñðåäû áåç ñóáñòðàòà è 1 ðàç 1 ìë ñðåäû ñ ñóáñòðàòîì. Çà-
òåì âî ôëàêîí äîáàâëÿëè 1 ìë ñðåäû ñ ñóáñòðàòîì è èí-
êóáèðîâàëè êëåòêè â òå÷åíèå 3 ÷ ïðè 37 °Ñ. Ïîñëå ýòî-
ãî èíêóáàöèîííóþ ñðåäó óäàëÿëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ â íåé
êîíöåíòðàöèè îñòàâøåéñÿ ãëþêîçû, à ê êóëüòóðå êëå-
òîê äîáàâëÿëè 1 ìë îõëàæäåííîé äî 4 °Ñ ñðåäû áåç ñóá-
ñòðàòà è ñêðåáêîì ñíèìàëè êëåòêè. Ïîëó÷åííóþ ñóñïåí-
çèþ èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ â íåé êîíöåíòðàöèè
áåëêà.

Êîíöåíòðàöèþ ãëþêîçû îïðåäåëÿëè ãëþêîçîêñèäàç-
íûì ìåòîäîì (Dahlqwist, 1964), à áåëêà — ìåòîäîì Ëîóðè
(Lowry et al., 1951). Ïîãëîùåíèå ãëþêîçû îöåíèâàëè ïî
åå óáûëè â èíêóáàöèîííîé ñðåäå è âûðàæàëè â ìêìîëü íà
1 ìã áåëêà çà 3 ÷.

Ê î í ô î ê à ë ü í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Êóëüòóðó êëå-
òîê íà ñòåêëàõ â ÷àøêàõ Ïåòðè èíêóáèðîâàëè â ñðåäå ñ
ñóáñòðàòàìè òàê æå, êàê è âî ôëàêîíàõ. Êîíòðîëåì ñëóæè-

ëè êëåòêè, èíêóáèðîâàííûå â ñðåäå áåç ñóáñòðàòà. Ïîñëå
íàãðóçêè ñóáñòðàòàìè ìîíîñëîé êëåòîê íà ñòåêëàõ ôèêñè-
ðîâàëè 3%-íûì ðàñòâîðîì ïàðàôîðìàëüäåãèäà íà áóôåð-
íîì ðàñòâîðå: 0.2 % Triton X-100 íà PBS. Âðåìÿ ôèêñàöèè
ñîñòàâëÿëî 10 ìèí. Çàòåì êëåòêè ïðîìûâàëè â PBS 2 ðàçà
ïî 5 ìèí.

Ïåðåíîñ÷èêè ãëþêîçû SGLT1 è GLUT2 âûÿâëÿëè ìå-
òîäîì íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè. Äëÿ ýòîãî êëåò-
êè ïåðìåàáèëèçèðîâàëè óêàçàííûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì
â òå÷åíèå 10 ìèí. Íåñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå èììóíî-
ãëîáóëèíîâ áëîêèðîâàëè ðàñòâîðîì 2 % BSA íà PBS â
òå÷åíèå 15 ìèí. Â êà÷åñòâå ïåðâûõ àíòèòåë èñïîëüçî-
âàëè ïîëèêëîíàëüíûå êîçüè àíòèòåëà ê SGLT1 è êðîëè-
÷üè ê GLUT2 (Santa Cruz Biotechnology Inc., ÑØÀ) â ðàç-
âåäåíèè 1 : 500 ðàñòâîðîì 2 % BSA íà PBS. Ñ ïåðâûìè
àíòèòåëàìè êëåòêè èíêóáèðîâàëè 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå, ïîñëå ÷åãî 2 ðàçà ïî 10 ìèí ïðîìûâàëè â PBS.
Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè àíòèêîçüè èì-
ìóíîãëîáóëèíû, êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóîðåñöåíòíûì
êðàñèòåëåì Alexa Fluor 633, è àíòèêðîëè÷üè èììóíî-
ãëîáóëèíû, êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóîðåñöåíòíûì êðàñè-
òåëåì Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, ÑØÀ) â ðàçâåäå-
íèè 1 : 500 ðàñòâîðîì 2 % BSA íà PBS. Ñî âòîðûìè àíòè-
òåëàìè êëåòêè èíêóáèðîâàëè 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè ïðîìûâàëè 2 ðàçà ïî
10 ìèí â PBS. Äëÿ âèçóàëèçàöèè ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà
êëåòêè îêðàøèâàëè ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì (Mollecular
Probes Inc., ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 100 íà PBS â òå÷åíèå
30 ìèí, à çàòåì ïðîìûâàëè 4 ðàçà ïî 10 ìèí PBS.

Áåëêè ïëîòíûõ êîíòàêòîâ îêêëþäèí è êëàóäèíû òàê-
æå âûÿâëÿëè ìåòîäîì íåïðÿìîé ôëóîðåñöåíöèè. Äëÿ ýòî-
ãî êóëüòóðó êëåòîê ôèêñèðîâàëè, ïåðìåàáèëèçèðîâàëè è
áëîêèðîâàëè íåñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå èììóíîãëîáó-
ëèíîâ, êàê îïèñàíî âûøå. Çàòåì êëåòêè îêðàøèâàëè ïåð-
âûìè ïîëèêëîíàëüíûìè êðîëè÷üèìè àíòèòåëàìè ê êëàó-
äèíàì 1—4 (Zymed Laboratories, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè
1 : 100 ðàñòâîðîì 2 % BSA íà PBS òå÷åíèå 1 ÷, ïðîìûâà-
ëè 2 ðàçà ïî 10 ìèí PBS, îêðàøèâàëè âòîðûìè àíòèòåëà-
ìè, â êà÷åñòâå êîòîðûõ èñïîëüçîâàëè àíòèêðîëè÷üè èì-
ìóíîãëîáóëèíû, êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóîðåñöåíòíûì
êðàñèòåëåì Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, ÑØÀ) â
ðàçâåäåíèè 1 : 500 ðàñòâîðîì 2 % BSA íà PBS, è ïðîìû-
âàëè 2 ðàçà ïî 10 ìèí PBS.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ îêêëþäèíà íà ïðåïàðàòàõ, îêðàøåí-
íûõ àíòèòåëàìè ê êëàóäèíàì, êëåòêè äîïîëíèòåëüíî ôèê-
ñèðîâàëè 1%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì íà PBS â òå÷åíèå
10 ìèí, ïðîìûâàëè 2 ðàçà ïî 10 ìèí PBS, à çàòåì îêðàøè-
âàëè ìîíîêëîíàëüíûìè ìûøèíûìè àíòèòåëàìè ê îêêëþ-
äèíó (Zymed Laboratories, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 500 ðàñ-
òâîðîì 2 % BSA íà PBS â òå÷åíèå 1 ÷, ïðîìûâàëè â PBS
2 ðàçà ïî 10 ìèí, îêðàøèâàëè 30 ìèí àíòèìûøèíûìè èì-
ìóíîãëîáóëèíàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ Alexa Fluor 532
(Molecular Probes, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 500 ðàñòâîðîì
2 % BSA íà PBS, è ïðîìûâàëè 4 ðàçà ïî 10 ìèí PBS.

Ïî îêîí÷àíèè îêðàøèâàíèÿ ìîíîñëîé êëåòîê ïîìå-
ùàëè â ñðåäó DABCO íà ïðåäìåòíîå ñòåêëî. Ãîòîâûå
ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî
ìèêðîñêîïà Leica TCS SL (Leica, Ãåðìàíèÿ).

È ç ì å ð å í è å ò ð à í ñ ý ï è ò å ë è à ë ü í î ã î ñ î ï ð î -
ò è â ë å í è ÿ. Äëÿ èçìåðåíèÿ òðàíñýïèòåëèàëüíîãî ñîïðî-
òèâëåíèÿ êëåòêè Ñàñî2 êóëüòèâèðîâàëè, êàê îïèñàíî
âûøå, â ïëàíøåòàõ íà ïîëèýñòåðîâûõ ôèëüòðàõ äèàìåò-
ðîì 6.5 ìì è ñ äèàìåòðîì ïîð 0.4 ìêì (Corning Incorpora-
ted, ÑØÀ). Òðàíñýïèòåëèàëüíîå ñîïðîòèâëåíèå èçìåðÿëè
ïîñëå îáðàçîâàíèÿ êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ íà 16, 21 è
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28-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ âîëüòìåòðà EVOM2 è ýëåêòðîäà STX2 (World Pre-
cision Instrument, Inc., ÑØÀ). Èç ðåçóëüòàòîâ èçìåðåíèé
âû÷èòàëè ñîïðîòèâëåíèå ôèëüòðà, ïîëó÷åííóþ âåëè÷èíó
óìíîæàëè íà ïëîùàäü ôèëüòðà è âûðàæàëè â W�ñì2

(EVOM2 Instruction Manual, 2009, World Precision Instru-
ments, Inc.).

Ðåçóëüòàòû

Ï î ã ë î ù å í è å ã ë þ ê î ç û ê ë å ò ê à ì è Ñ à ñ î 2.
Ïðè èíêóáèðîâàíèè êëåòîê Ñàñî2 â ñðåäàõ ñ ãëþêîçîé
(2.5 è 25 ìÌ) íàáëþäàëîñü åå ïîãëîùåíèå èç èíêóáàöèîí-
íîé ñðåäû (ðèñ. 1). Ïðè ýòîì ïîãëîùåíèå èç ñðåäû ñ êîí-
öåíòðàöèåé ãëþêîçû 25 ìÌ áûëî â 2 ðàçà áîëåå âûñîêèì,
÷åì èç ñðåäû ñ êîíöåíòðàöèåé 2.5 ìÌ. Äîáàâëåíèå â èí-
êóáàöèîííóþ ñðåäó ôëîðèäçèíà ñíèæàëî íà 30 % ïîãëî-
ùåíèå ãëþêîçû êàê ïðè íèçêîé, òàê è ïðè âûñîêîé êîí-
öåíòðàöèÿõ ñóáñòðàòà.

Ò ð à í ñ ý ï è ò å ë è à ë ü í î å ñ î ï ð î ò è â ë å í è å. Äëÿ
îöåíêè ñòåïåíè äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê â êóëüòóðå è
áàðüåðíîé ôóíêöèè ìîíîñëîÿ èçìåðÿëè åãî òðàíñýïèòå-
ëèàëüíîå ñîïðîòèâëåíèå. Îáíàðóæåíî, ÷òî òðàíñýïèòåëè-
àëüíîå ñîïðîòèâëåíèå êóëüòóðû Ñàñî2 ïðîïîðöèîíàëüíî
âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê. Íà 16-å ñóò êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ îíî ñîñòàâëÿëî 256 ± 21 W � ñì2. Íà 21-å ñóò ñî-
ïðîòèâëåíèå âûðîñëî äî 352 ± 33 W � ñì2, à íà 28-å — äî
454 ± 24 W � ñì2.

Ð à ñ ï ð å ä å ë å í è å à ê ò è í à è ï å ð å í î ñ ÷ è ê î â
ã ë þ ê î ç û â ê ó ë ü ò ó ð å Ñ à ñ î 2. Ñ ïîìîùüþ êîíôî-
êàëüíîãî ìèêðîñêîïà ïðîâåäåí àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ
ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà â êóëüòóðå êëåòîê Ñàñî2. Âûÿâëå-
íî, ÷òî àêòèí êîíäåíñèðóåòñÿ âáëèçè êëåòî÷íûõ ãðàíèö è
â ìèêðîâîðñèíêàõ (ðèñ. 2), ïðè ýòîì ëîêàëèçàöèÿ àêòèíà
ïðè ðàçíûõ âèäàõ íàãðóçêè íå ðàçëè÷àëàñü. Ìèêðîâîð-
ñèíêè ñëóæèëè ìàðêåðîì ïðè âûáîðå â êóëüòóðå ó÷àñòêîâ

äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê, îáëàäàþùèõ ñâîéñòâàìè
ýíòåðîöèòîâ è ïðèãîäíûõ äëÿ àíàëèçà ðàñïðåäåëåíèÿ ïå-
ðåíîñ÷èêîâ ãëþêîçû.

Ëîêàëèçàöèÿ Na-çàâèñèìîãî ïåðåíîñ÷èêà SGLT1 îäè-
íàêîâà â êîíòðîëå è ïðè ðàçíûõ âàðèàíòàõ íàãðóçêè. Íà
ãîðèçîíòàëüíûõ ñðåçàõ, ïðîâåäåííûõ íà àïèêàëüíîì è áà-
çàëüíîì óðîâíÿõ êëåòîê (ðèñ. 2, à—á), è íà âåðòèêàëüíîì
ñðåçå (ðèñ. 2, â) ìîæíî âèäåòü ðàñïðåäåëåíèå SGLT1 â
êëåòêàõ ïðè èíêóáàöèè êóëüòóðû â ðàñòâîðå 25 ìÌ ãëþ-
êîçû. Ìåòêà ê ïåðåíîñ÷èêó â âèäå ãëîáóë ïðèñóòñòâóåò â
áàçàëüíîé, ëàòåðàëüíîé è àïèêàëüíîé öèòîïëàçìå. Êîëî-
êàëèçàöèè ýòîãî ïåðåíîñ÷èêà è àêòèíà ìèêðîâîðñèíîê íå
áûëî âûÿâëåíî.

Ðàñïðåäåëåíèå ïåðåíîñ÷èêà GLUT2 çàâèñèò îò óðîâ-
íÿ íàãðóçêè. Ïîñëå èíêóáèðîâàíèÿ êóëüòóðû â áóôåðíîì
ðàñòâîðå (êîíòðîëü) ìåòêà ê ïåðåíîñ÷èêó â âèäå ãëîáóë
âûÿâëÿåòñÿ ïî âñåé öèòîïëàçìå (ðèñ. 2, ã—å). Íà íåêîòî-
ðûõ ó÷àñòêàõ âáëèçè ëàòåðàëüíîé ìåìáðàíû îíà êîëîêà-
ëèçîâàíà ñ àêòèíîì. Ïðè èíêóáèðîâàíèè êóëüòóðû â ðàñ-
òâîðå ñ íèçêèì (2.5 ìÌ) ñîäåðæàíèåì ãëþêîçû íà ñðåçå â
àïèêàëüíîé îáëàñòè êëåòîê ìåòêà ê ýòîìó ïåðåíîñ÷èêó
ïî÷òè îòñóòñòâóåò (ðèñ. 2, æ). Ìåòêà, îðãàíèçîâàííàÿ â
ãëîáóëû, âûÿâëÿåòñÿ òîëüêî âáëèçè áàçîëàòåðàëüíîé ìåì-
áðàíû íà ãîðèçîíòàëüíîì ñðåçå â áàçàëüíîé îáëàñòè êëå-
òîê (ðèñ. 2, ç) è íà âåðòèêàëüíîì ñðåçå (ðèñ. 2, è). Ïðè äî-
áàâëåíèè â èíêóáàöèîííóþ ñðåäó 25 ìÌ ãëþêîçû (âû-
ñîêàÿ êîíöåíòðàöèÿ) ìåòêà ê GLUT2 ïðèñóòñòâóåò
ïðåèìóùåñòâåííî â àïèêàëüíîé ÷àñòè êëåòîê â îáëàñòè
ìèêðîâîðñèíîê, ïðè÷åì îíà êîëîêàëèçîâàíà ñ ìåòêîé ê
àêòèíó â îáëàñòè ìèêðîâîðñèíîê (ðèñ. 2, ê, ì—î). Â áà-
çàëüíîé öèòîïëàçìå ìåòêà ê ïåðåíîñ÷èêó îòñóòñòâóåò
(ðèñ. 2, ë). Ïðè äîáàâëåíèè ôëîðèäçèíà â èíêóáàöèîííóþ
ñðåäó ìåòêà ê GLUT2 âûÿâëÿåòñÿ êàê â àïèêàëüíîé, òàê è
â áàçàëüíîé ÷àñòÿõ öèòîïëàçìû, ò. å. åå ðàñïðåäåëåíèå
àíàëîãè÷íî òàêîâîìó â êîíòðîëå.

Ð à ñ ï ð å ä å ë å í è å á å ë ê î â ï ë î ò í û õ ê î í ò à ê -
ò î â â ê ó ë ü ò ó ð å ê ë å ò î ê Ñ à ñ î 2. Âûÿâëåíî ðàñïðåäå-
ëåíèå áåëêîâ ïëîòíûõ êîíòàêòîâ êëàóäèíîâ 1—4 è îê-
êëþäèíà â êëåòêàõ Ñàñî2 ïðè íàãðóçêå ãëþêîçîé (ðèñ. 3).
Îêêëþäèí è êëàóäèíû 1, 3 è 4 îáðàçóþò êîëüöî â îáëàñòè
ïëîòíûõ êîíòàêòîâ. Ïðè ýòîì ìåòêè ê êëàóäèíàì êîëîêà-
ëèçîâàíû ñ ìåòêîé ê îêêëþäèíó. Ìåòêà ê êëàóäèíó 2 â
êëåòêàõ îòñóòñòâóåò. Ðàñïðåäåëåíèå è ýêñïðåññèÿ áåëêîâ
ïëîòíûõ êîíòàêòîâ íå ìåíÿþòñÿ ïðè ðàçíûõ âàðèàíòàõ
íàãðóçêè (âûñîêàÿ è íèçêàÿ êîíöåíòðàöèè ãëþêîçû, äî-
áàâëåíèå ôëîðèäçèíà).

Îáñóæäåíèå

Êàê áûëî ïîêàçàíî â íàøåé ïðåäøåñòâóþùåé ñòàòüå
(Ãðåôíåð è äð., 2010), íà 21-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè
Ñàñî2 ôîðìèðóþò êîíôëþýíòíûé ìîíîñëîé, äèôôåðåí-
öèðóþòñÿ è ïðèîáðåòàþò ìîðôîëîãè÷åñêèå îñîáåííîñòè,
õàðàêòåðíûå äëÿ ýíòåðîöèòîâ. Ýòî áûëî ïîäòâåðæäåíî
ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèì àíàëèçîì è êîíôîêàëüíîé
ìèêðîñêîïèåé ïðåïàðàòîâ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîêà-
çàëè, ÷òî êëåòêè Ñàñî2 ôîðìèðóþò ìèêðîâîðñèíêè íà
ñâîåé àïèêàëüíîé ïîâåðõíîñòè. Ïðè ýòîì òðàíñýïèòåëè-
àëüíîå ñîïðîòèâëåíèå ìîíîñëîÿ êëåòîê ñ 16-õ ïî 28-å ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ óâåëè÷èëîñü ïî÷òè â 2 ðàçà. Ýòî ïîä-
òâåðæäàåò íàøè äàííûå î òîì, ÷òî ïðîèñõîäèò ôóíêöèî-
íàëüíàÿ ïîëÿðèçàöèÿ êëåòîê Ñàñî2 â èññëåäóåìîì ìîíî-
ñëîå, êîòîðûé ïðèîáðåòàåò ñâîéñòâà, õàðàêòåðíûå äëÿ îä-
íîðÿäíîãî ýïèòåëèàëüíîãî ñëîÿ ýíòåðîöèòîâ.

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

Ðèñ. 1. Ïîãëîùåíèå êëåòêàìè Caco2 ãëþêîçû (Ãëþ; 2.5 è
25 ìÌ) â ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå ôëîðèäçèíà (Ô; 0.2 ìÌ).

Òåìíûå ñòîëáèêè — èíòàêòíûå êëåòêè, íàãðóçêà ãëþêîçîé; ñâåòëûå
ñòîëáèêè — áëîêèðîâàíèå ïåðåíîñ÷èêà ãëþêîçû SGLT1 ôëîðèäçèíîì,
íàãðóçêà ãëþêîçîé. Çâåçäî÷êîé îòìå÷åíî äîñòîâåðíî ðàçëè÷àþùååñÿ èç-

ìåíåíèå ïîãëîùåíèÿ ãëþêîçû ïðè P < 0.05.
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Ðèñ. 2. Ðàñïðåäåëåíèå ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà è òðàíñïîðòåðîâ SGLT1 è GLUT2 â êóëüòóðå êëåòîê Caco2. Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðî-
ñêîïèÿ.

Êðàñíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ — ôèáðèëëÿðíûé àêòèí, ñèíÿÿ ôëóîðåñöåíöèÿ — ìåòêà ê SGLT1, çåëåíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ — ìåòêà ê GLUT2. à—â — ðàñïðåäå-
ëåíèå òðàíñïîðòåðà SGLT1 ïîñëå èíêóáèðîâàíèÿ êóëüòóðû â ðàñòâîðå 25 ìÌ ãëþêîçû: à — ãîðèçîíòàëüíûé îïòè÷åñêèé ñðåç íà àïèêàëüíîì óðîâíå
êëåòîê, ìåòêà ê òðàíñïîðòåðó — ïî ïåðèôåðèè êëåòîê, àêòèí — â ìèêðîâîðñèíêàõ è âáëèçè ëàòåðàëüíîé ìåìáðàíû; á — ãîðèçîíòàëüíûé îïòè÷åñêèé
ñðåç íà áàçàëüíîì óðîâíå êëåòîê, ìåòêà ê òðàíñïîðòåðó — ïî ïåðèôåðèè êëåòîê; â — âåðòèêàëüíûé ñðåç (â ïëîñêîñòè XZ) ÷åðåç ìîíîñëîé êëåòîê, ðå-
êîíñòðóèðîâàííûé èç ñåðèè ãîðèçîíòàëüíûõ îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ, ìåòêà ê ïåðåíîñ÷èêó íà óðîâíå àïèêàëüíîé è áàçàëüíîé öèòîïëàçìû. ã—å — ðàñïðå-
äåëåíèå òðàíñïîðòåðà GLUT2 â êîíòðîëå: ã — ãîðèçîíòàëüíûé îïòè÷åñêèé ñðåç íà àïèêàëüíîì óðîâíå êëåòîê, ìåòêà ê òðàíñïîðòåðó — â àïèêàëüíîé è
ëàòåðàëüíîé öèòîïëàçìå, àêòèí — âáëèçè ëàòåðàëüíîé ìåìáðàíû è â ìèêðîâîðñèíêàõ, ìåòêà ê ïåðåíîñ÷èêó êîëîêàëèçîâàíà ñ àêòèíîì (æåëòîå ñâå÷å-
íèå); ä — ãîðèçîíòàëüíûé îïòè÷åñêèé ñðåç íà áàçàëüíîì óðîâíå êëåòîê, ìåòêà ê òðàíñïîðòåðó â áàçàëüíîé è ëàòåðàëüíîé öèòîïëàçìå êîëîêàëèçîâàíà
ñ àêòèâíîì âáëèçè ëàòåðàëüíîé ìåìáðàíû (æåëòîå ñâå÷åíèå); å — âåðòèêàëüíûé ñðåç (â ïëîñêîñòè XZ) ÷åðåç ìîíîñëîé êëåòîê, ðåêîíñòðóèðîâàííûé
èç ñåðèè ãîðèçîíòàëüíûõ îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ, ìåòêà ê ïåðåíîñ÷èêó — â àïèêàëüíîé, ëàòåðàëüíîé è áàçàëüíîé öèòîïëàçìå. æ—è — ðàñïðåäåëåíèå
òðàíñïîðòåðà GLUT2 ïîñëå èíêóáèðîâàíèÿ â ðàñòâîðå 2.5 ìÌ ãëþêîçû: æ — ãîðèçîíòàëüíûé îïòè÷åñêèé ñðåç íà àïèêàëüíîì óðîâíå êëåòîê, àêòèí —
â ìèêðîâîðñèíêàõ è ïî ãðàíèöàì êëåòîê, ìåòêà ê GLUT2 îòñóòñòâóåò; ç — ãîðèçîíòàëüíûé îïòè÷åñêèé ñðåç íà áàçàëüíîì óðîâíå êëåòîê, ìåòêà ê òðàíñ-
ïîðòåðó — ïî ïåðèôåðèè êëåòîê; è — âåðòèêàëüíûé ñðåç (â ïëîñêîñòè XZ) ÷åðåç ìîíîñëîé êëåòîê, ðåêîíñòðóèðîâàííûé èç ñåðèè ãîðèçîíòàëüíûõ îï-
òè÷åñêèõ ñðåçîâ, ìåòêà ê ïåðåíîñ÷èêó — â áàçàëüíîé öèòîïëàçìå. ê—î — ðàñïðåäåëåíèå òðàíñïîðòåðà GLUT2 ïîñëå èíêóáèðîâàíèÿ â ðàñòâîðå 25 ìÌ
ãëþêîçû; ê — ãîðèçîíòàëüíûé îïòè÷åñêèé ñðåç íà àïèêàëüíîì óðîâíå êëåòîê, êîëîêàëèçàöèÿ ìåòêè ê òðàíñïîðòåðó ñ àêòèíîì (æåëòîå ñâå÷åíèå); ë —
ãîðèçîíòàëüíûé îïòè÷åñêèé ñðåç íà áàçàëüíîì óðîâíå êëåòîê, ìåòêà ê GLUT2 îòñóòñòâóåò; ì—î — âåðòèêàëüíûå îïòè÷åñêèå ñðåçû ÷åðåç ìîíîñëîé
êëåòîê â ïëîñêîñòè XZ: ì — àêòèí ìèêðîâîðñèíîê, í — GLUT2 â îáëàñòè ìèêðîâîðñèíîê, î — íàëîæåíèå ôîòî ì è í, êîëîêàëèçàöèÿ ìåòêè ê òðàíñïîð-
òåðó è àêòèíà (æåëòîå ñâå÷åíèå). ò — òðàíñïîðòåð, ì — ìèêðîâîðñèíêè, ñòðåëêè óêàçûâàþò íà êëåòî÷íûå ãðàíèöû. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè —

15 ìêì.

Ðèñ. 3. Ðàñïðåäåëåíèå áåëêîâ ïëîòíûõ êîíòàêòîâ â êóëüòóðå êëåòîê Caco2 ïðè îòñóòñòâèè íàãðóçêè.

à — îêêëþäèí, á — êëàóäèí 1, â — êëàóäèí 2, ã — êëàóäèí 3, ä — êëàóäèí 4. Ãîðèçîíòàëüíûå îïòè÷åñêèå ñðåçû â àïèêàëüíîé ÷àñòè êëåòîê, â îáëàñòè
ïëîòíûõ êîíòàêòîâ. Êëàóäèí 2 â êëåòêàõ îòñóòñòâóåò. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 15 ìêì.



Ïðèâåäåííûå âûøå ðåçóëüòàòû ôèçèîëîãè÷åñêîãî ýê-
ñïåðèìåíòà ïîêàçàëè, ÷òî ïðè äîáàâëåíèè â èíêóáàöèîí-
íóþ ñðåäó ôëîðèäçèíà (0.2 ìÌ), èíãèáèòîðà ïåðåíîñ÷èêà
ãëþêîçû SGLT1, ïîãëîùåíèå ãëþêîçû ñíèæàåòñÿ íà 30 %
êàê ïðè íèçêîé, òàê è ïðè âûñîêîé åå êîíöåíòðàöèÿõ. Ýòî
ïîäòâåðæäàåò íàëè÷èå â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëî-
âèÿõ àêòèâíîãî òðàíñïîðòà ãëþêîçû, îïîñðåäîâàííîãî
òðàíñïîðòåðîì SGLT1. Íå èñêëþ÷åíî òàêæå íåêîòîðîå
ó÷àñòèå îáëåã÷åííîé äèôôóçèè, îïîñðåäóåìîé òðàíñïîð-
òåðîì GLUT2, êîòîðàÿ òàêæå èíãèáèðóåòñÿ ïðè ïðèìåíå-
íèè ôëîðèäçèíà (Kellett, 2001).

Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî íåáîëüøàÿ ÷àñòü ãëþêîçû òðàíñ-
ïîðòèðóåòñÿ ïàðàöåëëþëÿðíî áëàãîäàðÿ ñòðóêòóðíûì èç-
ìåíåíèÿì ïëîòíûõ êîíòàêòîâ (Pappenheimer, Reiss, 1987;
Ãðåôíåð è äð., 2006).

Îáíàðóæåííàÿ â íàñòîÿùåé ðàáîòå â îòëè÷èå îò ïðåä-
øåñòâóþùåé (Ãðåôíåð è äð., 2010) ìåíüøàÿ ñòåïåíü èí-
ãèáèðîâàíèÿ ôëîðèäçèíîì ïîãëîùåíèÿ ãëþêîçû ïðè åå
íèçêîé êîíöåíòðàöèè, ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíà ñ èñïîëüçî-
âàíèåì áîëåå äëèòåëüíîãî (3 ÷ âìåñòî 1 ÷) âðåìåíè èíêó-
áàöèè. Êàê èçâåñòíî, â ýòîì ñëó÷àå àêòèâíûé òðàíñïîðò
ãëþêîçû ïðèõîäèò â ñîñòîÿíèå íàñûùåíèÿ, à äîëÿ ïàññèâ-
íîé äèôôóçèè ñèëüíî âîçðàñòàåò.

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïîñëå èíêóáèðîâàíèÿ êóëüòó-
ðû êëåòîê Ñàñî2 â ðàñòâîðàõ ãëþêîçû è ãàëàêòîçû ïðè
èõ íèçêîé êîíöåíòðàöèè òðàíñïîðòåð GLUT2 ñîñðåäîòî-
÷åí â áàçàëüíîé îáëàñòè êëåòêè, ãäå, ïî-âèäèìîìó, îáåñ-
ïå÷èâàåò ïåðåíîñ ãåêñîç ÷åðåç áàçîëàòåðàëüíóþ ìåìáðà-
íó (Ãðåôíåð è äð., 2010). Â ýòîì îòíîøåíèè ïîëó÷åííûå
ðàíåå äàííûå íàøëè ïîäòâåðæäåíèå â íàñòîÿùåé ðàáîòå.
Êðîìå òîãî, ïîëó÷åíû íîâûå ðåçóëüòàòû, êîòîðûå ïîêà-
çûâàþò, ÷òî ïðè èíêóáèðîâàíèè êóëüòóðû êëåòîê â ñðåäå
ñ âûñîêîé êîíöåíòðàöèåé ãëþêîçû òðàíñïîðòåð GLUT2
îáíàðóæèâàåòñÿ â àïèêàëüíîé ÷àñòè êëåòêè è ðàñïîëàãà-
åòñÿ â îáëàñòè ìèêðîâîðñèíîê, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò êî-
ëîêàëèçàöèÿ ìåòîê ê àêòèíó ìèêðîâîðñèíîê è ê äàííîìó
ïåðåíîñ÷èêó. Êîëîêàëèçàöèÿ ìåòêè ê òðàñïîðòåðó GLUT2
è ê ïåðèôåðè÷åñêîìó àêòèíó ìîæåò òàêæå êîñâåííî óêà-
çûâàòü íà ó÷àñòèå àêòèíà â òðàíñïîðòå ýòîãî áåëêà ê ïëàç-
ìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå. Àíàëîãè÷íûé õàðàêòåð ðàñïðå-
äåëåíèÿ òðàíñïîðòåðà GLUT2 íàáëþäàëñÿ è â ýíòåðîöè-
òàõ ïðè íàãðóçêå èçîëèðîâàííîé ïåòëè òîíêîé êèøêè
ðàñòâîðîì ñ âûñîêîé êîíöåíòðàöèåé ãëþêîçû: òðàíñïîð-
òåð GLUT2 îáíàðóæèâàëñÿ â àïèêàëüíîé îáëàñòè êëåòêè,
ãäå îí, ïî-âèäèìîìó, âêëþ÷àåòñÿ â ïåðåíîñ ãëþêîçû ÷å-
ðåç àïèêàëüíóþ ìåìáðàíó ýíòåðîöèòà (Ãðåôíåð è äð.,
2006, 2010; Ãðîìîâà è äð., 2006). Ýòè ðåçóëüòàòû ñîãëàñó-
þòñÿ ñ äàííûìè Äæ. Êåëëåòà ñ ñîàâòîðàìè (Helliwell et al.,
2000; Kellett, Helliwell, 2000; Kellett, 2001) îá ó÷àñòèè
òðàíñïîðòåðà GLUT2 â ïåðåíîñå ãëþêîçû ÷åðåç àïèêàëü-
íóþ ìåìáðàíó ýíòåðîöèòîâ ïðè âûñîêèõ óãëåâîäíûõ íà-
ãðóçêàõ.

Â ëèòåðàòóðå ïðîäîëæàåòñÿ îáñóæäåíèå âîçìîæíîñòè
ïàðàöåëëþëÿðíîãî ìåõàíèçìà òðàíñïîðòà ãëþêîçû ÷åðåç
ýïèòåëèé òîíêîãî êèøå÷íèêà (D’Souza et al., 2003). Íà
ïðèìåðå ìîíîñëîÿ êëåòîê Ñàñî2 ýòè àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî
ïðè âûðàùèâàíèè êóëüòóðû â ñðåäå ñ âûñîêîé (25 ìÌ)
êîíöåíòðàöèåé ãëþêîçû ïî ñðàâíåíèþ ñî ñðåäîé ñ íèçêîé
(5 ìÌ) êîíöåíòðàöèåé èçìåíÿþòñÿ áàðüåðíûå ñâîéñòâà
ìîíîñëîÿ êëåòîê Ñàñî2. Â ÷àñòíîñòè, óìåíüøàåòñÿ òðàíñ-
ýïèòåëèàëüíîå ñîïðîòèâëåíèå, à ðàñïðåäåëåíèå F-àêòèíà
íà êëåòî÷íûõ ãðàíèöàõ ñòàíîâèòñÿ äèôôóçíûì. Ýòî íå
ñîãëàñóåòñÿ ñ íàøèìè äàííûìè, ïîëó÷åííûì in vivo
(Ãðåôíåð è äð., 2006): ïðè íàãðóçêå èçîëèðîâàííîé ïåòëè
òîíêîé êèøêè ðàñòâîðîì ñ âûñîêîé êîíöåíòðàöèåé ãëþ-

êîçû ïðîèñõîäèò êîíäåíñàöèÿ àêòèíà ýíòåðîöèòîâ âáëèçè
ïëîòíûõ êîíòàêòîâ. Â êëåòêàõ Ñàñî2 ìû íå îáíàðóæèëè
èçìåíåíèé â ðàñïðåäåëåíèè àêòèíà ïðè ðàçíûõ âèäàõ íà-
ãðóçîê. Ïðàâäà, â íàøèõ óñëîâèÿõ â îòëè÷èå îò óñëîâèé,
ïðèâîäèìûõ â öèòèðóåìûõ âûøå ðàáîòàõ, êóëüòóðà êëå-
òîê âûðàùèâàëàñü ïðè âûñîêîé (25 ìÌ) êîíöåíòðàöèè
ãëþêîçû, à ðàñòâîðû ñ íèçêèì èëè âûñîêèì ñîäåðæàíèåì
ãëþêîçû äîáàâëÿëè íà 3 ÷ òîëüêî íà ïîñëåäíåì ýòàïå ýêñ-
ïåðèìåíòà. Âîçìîæíî, ðàçëè÷èÿ â óñëîâèÿõ ïðîâåäåíèÿ
ýêñïåðèìåíòà ïðèâåëè ê íåñîâïàäåíèþ ïîëó÷åííûõ ðå-
çóëüòàòîâ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû òàêæå ïðîàíàëèçèðîâàëè ðàñ-
ïðåäåëåíèå áåëêîâ ïëîòíûõ êîíòàêòîâ â êëåòêàõ Ñàñî2
ïðè ðàçëè÷íûõ íàãðóçêàõ. Îêàçàëîñü, ÷òî ëîêàëèçàöèÿ è
ýêñïðåññèÿ êëàóäèíîâ 1, 3, 4 è îêêëþäèíà îñòàåòñÿ íåèç-
ìåííîé êàê ïðè íèçêîé, òàê è ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèÿõ
ãëþêîçû â èíêóáàöèîííîé ñðåäå. ×òî êàñàåòñÿ êëàóäè-
íà 2, íàëè÷èå êîòîðîãî, ïî äàííûì íåêîòîðûõ àâòîðîâ
(Turksen, Troy, 2004), ïîâûøàåò ïðîíèöàåìîñòü ïëîòíûõ
êîíòàêòîâ êëåòîê, òî â íàøèõ îïûòàõ îí ñîâñåì íå âûÿâ-
ëÿëñÿ. Ïî-âèäèìîìó, ïîòðåáóþòñÿ äîïîëíèòåëüíûå èñ-
ñëåäîâàíèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì êàê ïîëèêëîíàëüíûõ, òàê è
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ðàçëè÷íûõ ôèðì, ÷òîáû îêîí÷à-
òåëüíî ðåøèòü, êàêîâà ñòåïåíü ó÷àñòèÿ óêàçàííûõ áåëêîâ
ïëîòíûõ êîíòàêòîâ â ïàðàöåëëþëÿðíîì òðàíñïîðòå èññëå-
äîâàííûõ ãåêñîç.

Àâòîðû áëàãîäàðÿò ä. á. í., ïðîô. À. Ã. Ìàðêîâà çà
ïðåäîñòàâëåíèå àíòèòåë ê îêêëþäèíó è êëàóäèíàì 1—4.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 10-04-00018-à).
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CACO2 CELL CULTURE AS INTESTINAL EPITHELIUM MODEL

FOR HEXOSE TRANSPORT STUDYING
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Distribution of SGLT1 and GLUT2 hexose transporters as well as that of fibrillar actin and tight junction
proteins in cultured Caco2 cells incubated in medium with different hexose concentrations has been considered.
Glucose absorption by the cells from incubation medium has been determined. Fibrillar actin was concentrated
in the microvilli and closely to tight junction. The actin distribution was not dependent on the glucose concentra-
tion. There was no SGLT1 association with brush border actin and the transporter localization was not depen-
dent on the concentration of hexose. GLUT2 was localized in the basal part of Caco2 cells after low concentrati-
on hexose load (2.5 mM). The transporter was colocalized with microvilli actin in the apical part of the cells af-
ter high concentration hexose load (25 mM). The tight junction proteins, occludin and claudin 1, 3, 4 were not
dependent on glucose concentration. Claudin 2 was not detected in 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: Caco2 cell, fibrillar actin, SGLT1 transporter, GLUT2 transporter, occluding, claudin 1—4,
glucose absorption.
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