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Âûÿâëåíèå ìîðôîëîãè÷åñêèìè ìåòîäàìè áåëêà, ïîñòóïèâøåãî â ïî÷å÷íûå êà-
íàëüöû â ðåçóëüòàòå êëóáî÷êîâîé ôèëüòðàöèè, ïîçâîëÿåò èññëåäîâàòü õàðàêòåð
åãî ðåàáñîðáöèè â íà÷àëüíûõ ñåãìåíòàõ íåôðîíîâ è ïðîöåññ ýíäîöèòîçà â îò-
äåëüíûõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ. Èçó÷åíèå ìîðôîëîãè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé âñàñû-
âàíèÿ áåëêà íà ôèêñèðîâàííûõ ïðåïàðàòàõ ïî÷êè ïîçâîëÿåò âûÿñíèòü çàêîíîìåð-
íîñòè åãî çàõâàòà è íàêîïëåíèÿ â ýïèòåëèîöèòàõ ïðîêñèìàëüíûõ êàíàëüöåâ (ÏÊ),
à òàêæå óñòàíîâèòü äîñòîâåðíûå èçìåíåíèÿ êàíàëüöåâîé ðåàáñîðáöèè áåëêà ïðè
ðàçëè÷íûõ âîçäåéñòâèÿõ. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçóþò êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç èçîáðà-
æåíèé ñ ïîñëåäóþùåé ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêîé äàííûõ. Öåëü íàñòîÿùåé ðà-
áîòû ñîñòîÿëà â àíàëèçå è îáîáùåíèè àïðîáèðîâàííûõ íàìè ñïîñîáîâ êîëè÷åñò-
âåííîé îöåíêè êàíàëüöåâîé ðåàáñîðáöèè ââåäåííûõ ïàðåíòåðàëüíî áåëêîâ â ïî÷-
êàõ êðûñ è ëÿãóøåê.
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ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Âíóòðèâåííûå èíúåêöèè ðàçëè÷íûõ ôèëüòðóþùèõñÿ áåëêîâ îñóùåñòâëÿëè
îáåçäâèæåííûì ëÿãóøêàì è êðûñàì, íàõîäÿùèìñÿ ïîä íàðêîçîì. Èíòàêòíûì ëÿ-
ãóøêàì — òðàâÿíîé (Rana temporaria) è îçåðíîé (Rana ridibunda) — áåëêè ââî-
äèëè âíóòðèáðþøèííî èëè ïîäêîæíî (â ñïèííîé ëèìôàòè÷åñêèé ìåøîê). Êîíò-
ðîëåì ñëóæèëî ââåäåíèå ðàñòâîðèòåëÿ — èçîîñìîòè÷åñêîãî ôîñôàòíî-ñîëåâîãî
áóôåðà (PBS). Ìåòîäû ðàáîòû ñîîòâåòñòâîâàëè òðåáîâàíèÿì ðåãëàìåíòà èñïîëü-
çîâàíèÿ ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ â ÈÝÔÁ ÐÀÍ, ïðèíÿòîãî è óòâåðæäåííîãî ó÷å-
íûì ñîâåòîì èíñòèòóòà 28.01.2016 ã. è Êîìèññèåé ïî áèîýòèêå îò 05.02.2016 ã.
(ïðîòîêîë ¹ 11 îò 25.02.2016 ã.). Ìîðôîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà
ôèêñèðîâàííûõ ïðåïàðàòàõ ïî÷åê, èçâëå÷åííûõ â ðàçíûå ñðîêè ïîñëå èíúåêöèè.
Äëÿ èçó÷åíèÿ ðåàáñîðáöèè ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ (GFP, YFP) è áû÷üåãî ñûâî-
ðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ), êîíúþãèðîâàííîãî ñ Alexa-Fluor 488, îáðàçöû ôèê-
ñèðîâàëè â ïàðàôîðìàëüäåãèäå ñ ïîñëåäóþùèì îòìûâàíèåì, êðèîïðîòåêöèåé,
çàêëþ÷åíèåì â êðèîãåëü, çàìîðàæèâàíèåì â æèäêîì àçîòå è ïðèãîòîâëåíèåì ñðå-
çîâ â êðèîñòàòå. Äëÿ àíàëèçà ðåàáñîðáöèè ëèçîöèìà, ëàêòàëüáóìèíà è âûÿâëåíèÿ
â êëåòêàõ ÏÊ ðåöåïòîðîâ ýíäîöèòîçà ïðîâîäèëè èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèå ðåàê-
öèè íà çàìîðîæåííûõ ñðåçàõ, èñïîëüçóÿ êîììåð÷åñêèå àíòèòåëà, ðåàêòèâû è ïðî-
òîêîëû, àíàëîãè÷íûå ïðèìåíÿâøèìñÿ ðàíåå [5, 11, 12, 14]. Ïðåïàðàòû àíàëèçèðî-
âàëè è ôîòîãðàôèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî êîíôîêàëüíîãî
ìèêðîñêîïà TCS SL (Leica Microsystems, Ãåðìàíèÿ) èëè TCS SP5 (Leica Micro-
systems, Inc., Bannockburn, IL, Ãåðìàíèÿ). Ñïåêòðû âîçáóæäåíèÿ äëÿ Alexa-fluor,
FITC è GFP ñîñòàâèëè 488 íì, äëÿ YFP — 513 íì. Çåëåíîå ñâå÷åíèå ðåãèñòðèðî-
âàëè â äèàïàçîíå 500—520 íì, ñâå÷åíèå YFP — ïðè 560—590 íì (æåëòàÿ îá-
ëàñòü). Äëÿ ðåãèñòðàöèè ñâå÷åíèÿ GFP, YFP, ÂÑÀ-êîíúþãàòà â çåëåíîé îáëàñòè
ñïåêòðà èñïîëüçîâàëè òàêæå ôëóîðåñöåíòíûé ìèêðîñêîï Biozero (BZ-8100E,
Keyence Corporation, ßïîíèÿ) ñ ôèëüòðîì OP-66835 BZ FILTER GFP. Èçîáðàæå-
íèÿ ïîëó÷àëè, èñïîëüçóÿ îáúåêòèâû 63õ è 40õ è ýëåêòðîííîå ìàñøòàáèðîâàíèå.
Äëÿ àíàëèçà èçîáðàæåíèé è ñòàòèñòèêè ïîëüçîâàëèñü ïàêåòàìè ïðîãðàìì Image
Tool III, Image J, Microsoft Office Excell 2003 è 2010, Statistica 6.0.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Âèçóàëüíûé àíàëèç èçîáðàæåíèé ïîêàçàë, ÷òî â ïðîöåññå âñàñûâàíèÿ áåëêà
èíòåíñèâíîñòü ñïåöèôè÷åñêîé ôëóîðåñöåíöèè, õàðàêòåð ñâå÷åíèÿ (äèôôóçíûé
èëè ãðàíóëÿðíûé), à òàêæå ðàñïðåäåëåíèå ðåãèñòðèðóåìîãî ñèãíàëà â ðàçëè÷íûõ
÷àñòÿõ ÏÊ è îòäåëüíûõ ýïèòåëèîöèòàõ âàðüèðóþò â çàâèñèìîñòè îò äîçû áåëêà,
ñïîñîáà ââåäåíèÿ è âðåìåíè ïîñëå èíúåêöèè. Îòäåëüíûå ïðèìåðû ïîëó÷àåìûõ
èçîáðàæåíèé ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1, À. Èñïîëüçîâàíî íåñêîëüêî èçëîæåííûõ
íèæå ïîäõîäîâ ê âûáîðó è àíàëèçó èçó÷àåìûõ ïîêàçàòåëåé è èõ êîëè÷åñòâåííîé
îöåíêå.

Íà èçîáðàæåíèÿõ, ïîëó÷åííûõ ïðè èäåíòè÷íûõ ïàðàìåòðàõ ðàáîòû ìèêðî-
ñêîïà, îïðåäåëÿëè âåëè÷èíó ñâå÷åíèÿ (îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü) â âûäåëåííîé îá-
ëàñòè — ýïèòåëèàëüíîì ïëàñòå ïðîôèëÿ ÏÊ (â óñëîâíûõ åäèíèöàõ, ñîîòâåòñòâó-
þùèõ ãðàäàöèÿì ñåðîãî öâåòà îò 0 äî 255). Âåëè÷èíó ñïåöèôè÷åñêîé ôëóîðåñ-
öåíöèè ðàññ÷èòûâàëè êàê ðàçíîñòü ìåæäó ñðåäíèìè çíà÷åíèÿìè ôëóîðåñöåíöèè
ïîñëå ââåäåíèÿ áåëêà è àâòîôëóîðåñöåíöèè â êîíòðîëå ñ ñîîòâåòñòâóþùåé
îøèáêîé ðàçíîñòè [1, 12]. Óñòàíîâëåíà âûñîêàÿ ïîëîæèòåëüíàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó
ñâå÷åíèåì GFP â ïî÷êàõ ëÿãóøåê è ëîãàðèôìîì äîçû ýòîãî áåëêà â ïðåäåëàõ äîç
îò 2.3 äî 113 ìêã/100 ã ìàññû òåëà [12]. Àíàëîãè÷íàÿ çàâèñèìîñòü áûëà âûÿâëåíà
ïðè ðàñ÷åòàõ ñðåäíèõ çíà÷åíèé ôëóîðåñöåíöèè GFP è ñðåäíèõ ìàêñèìóìîâ ñâå-
÷åíèÿ ýòîãî áåëêà ó êðûñ [4, 12]. Äàííûé ñïîñîá îöåíêè áûë òàêæå èñïîëüçîâàí
äëÿ äîêàçàòåëüñòâà âñàñûâàíèÿ GFP â òîíêîé êèøêå è åãî ïîñëåäóþùåãî ïîñòóï-
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Ðèñ. 1. Ôëóîðåñöåíöèÿ áåëêîâ â ýïèòåëèè ïðîêñèìàëüíûõ êàíàëüöåâ (ÏÊ) ïî÷êè.

À — èçîáðàæåíèÿ ïðîôèëåé ÏÊ â ñðåçàõ ïî÷êè êðûñû (à), òðàâÿíûõ ëÿãóøåê (á—ã) è îçåðíîé ëÿãóøêè
(ä): à, á — ñâå÷åíèå ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ, ïðåèìóùåñòâåííî äèôôóçíîå ÷åðåç 5 ìèí ïîñëå èíúåê-
öèè (à) è ëîêàëèçîâàííîå â àïèêàëüíûõ ýíäîöèòîçíûõ âåçèêóëàõ ÷åðåç 30 ìèí (á), â — íàêîïëåíèå
ôëóîðåñöåíòíûõ âåçèêóë â öèòîïëàçìå ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê ÷åðåç 60 ìèí; ã — âåçèêóëû ñ èììóíîìå-
÷åííûì ëèçîöèìîì â àïèêàëüíîé öèòîïëàçìå ÷åðåç 30 ìèí; ä — ïðîôèëè ÏÊ ñ ìåòêîé ê ìåãàëèíó.
Ìàñøòàá: 20 ìêì. Á — ðàñïðåäåëåíèå ýëåìåíòîâ èçîáðàæåíèÿ â ýïèòåëèè îòäåëüíûõ ÏÊ ïî èíòåíñèâ-
íîñòè ñâå÷åíèÿ â ñïåêòðå GFP ó òðàâÿíûõ ëÿãóøåê: à — â êîíòðîëå; á—ã — ïîñëå èíúåêöèè GFP â äîçå
11, 23 è 113 ìêã/100 ã ìàññû òåëà ñîîòâåòñòâåííî. Ïî îñè îðäèíàò — ÷èñëî ïèêñåëåé (â % ê âûäåëåí-

íîé îáëàñòè); ïî îñè àáñöèññ — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü, óñë. åä.



ëåíèÿ â ïî÷êó ó êðûñ è ëÿãóøåê [4, 7]. Â îòñóòñòâèå êîíòðîëüíûõ âàðèàíòîâ (áåç
ââåäåíèÿ áåëêà) è ïðè âûðàæåííîì ãðàíóëÿðíîì õàðàêòåðå ñâå÷åíèÿ ìå÷åíûõ
áåëêîâ èñïîëüçóþò ñêîððåêòèðîâàííóþ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè. Ïðè åå
ðàñ÷åòå èç èçìåðåííîé èíòåíñèâíîñòè ýïèòåëèàëüíîãî ïëàñòà ÏÊ âû÷èòàåòñÿ ôî-
íîâàÿ èíòåíñèâíîñòü, êîòîðóþ èçìåðÿþò â áàçàëüíîé ÷àñòè ýïèòåëèÿ, íå ñîäåð-
æàùåé ýíäîöèòîçíûõ âåçèêóë ñ áåëêîì â ðàííèå ñðîêè ïîñëå èíúåêöèé [15]. Â êà-
÷åñòâå ïðèìåðà óñëîæíåííîãî âàðèàíòà òàêèõ èçìåðåíèé ìîæíî ïðèâåñòè îïðå-
äåëåíèå ñðåäíèõ çíà÷åíèé ñêîððåêòèðîâàííîé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
ðåòèíîë-ñâÿçûâàþùåãî áåëêà â ñðåçàõ ïî÷êè ìûøè [10]. Â äàííîì ñëó÷àå ýòè ïî-
êàçàòåëè èçìåðÿëè îòäåëüíî â àïèêàëüíîé è áàçàëüíîé ïîëîâèíêàõ ýïèòåëèàëü-
íîãî ñëîÿ ÏÊ ñ ïîñëåäóþùèì ðàñ÷åòîì èõ ñîîòíîøåíèÿ ïðè ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ
ýêñïåðèìåíòà.

Îòìå÷åíî, ÷òî ñ óâåëè÷åíèåì äîçû áåëêà äèôôóçíûé õàðàêòåð ñâå÷åíèÿ ïî-
ñòåïåííî ñìåíÿåòñÿ ãðàíóëÿðíûì. Ïðè ýòîì â ýïèòåëèè ÏÊ ïî÷êè ëÿãóøêè â êîí-
òðîëå (áåç ââåäåíèÿ áåëêà) ðàñïðåäåëåíèå îòíîñèòåëüíîãî ÷èñëà ýëåìåíòîâ èçî-
áðàæåíèÿ (ïèêñåëåé) â çàâèñèìîñòè îò èíòåíñèâíîñòè ôîíîâîé ôëóîðåñöåíöèè
ïðèáëèæàåòñÿ ê íîðìàëüíîìó. Ñðåäíåå çíà÷åíèå èíòåíñèâíîñòè â ôîíå (â ñïåêò-
ðå GFP) ñîñòàâèëî â íàøèõ îïûòàõ 23 ± 2 óñë. åä. (500 ÏÊ, 5 ëÿãóøåê). Íà ïðèìå-
ðå ðàñïðåäåëåíèÿ ôîíîâîé ôëóîðåñöåíöèè â îäèíî÷íîì ïðîôèëå ÏÊ âèäíî, ÷òî
ýòîé âåëè÷èíå ñîîòâåòñòâóþò ìàêñèìóìû, ïðèñóòñòâóþùèå íà ãèñòîãðàììå â îá-
ëàñòè íèçêèõ çíà÷åíèé èíòåíñèâíîñòè (ðèñ. 1, Á, à). Ïîñëå ââåäåíèÿ áåëêà è ñ
óâåëè÷åíèåì åãî êîëè÷åñòâà ïèêè íà ãèñòîãðàììàõ óìåíüøàþòñÿ, ðàñïðåäåëåíèå
ñìåùàåòñÿ â ñòîðîíó óâåëè÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëà. Ãèñòîãðàììû ñòàíîâÿò-
ñÿ áèìîäàëüíûìè, ñ ïîÿâëåíèåì âòîðîãî ïèêà â îáëàñòè âûñîêèõ çíà÷åíèé
(ðèñ. 1, Á, á—ã), ÷òî îáóñëîâëåíî íàêîïëåíèåì áåëêà â âåçèêóëàõ è óâåëè÷åíèåì
÷èñëà ñâåòÿùèõñÿ âåçèêóë â êëåòêàõ ÏÊ. Ïðè ââåäåíèè íåáîëüøèõ êîëè÷åñòâ
GFP ñòàëî î÷åâèäíûì, ÷òî ñîäåðæàùèå áåëîê âíóòðèêëåòî÷íûå âåçèêóëû çàíè-
ìàþò ëèøü íåçíà÷èòåëüíóþ ÷àñòü ïëîùàäè ýïèòåëèàëüíîãî ïëàñòà êàíàëüöà. Ýòî
îáñòîÿòåëüñòâî çàòðóäíÿëî âûÿâëåíèå äîñòîâåðíûõ èçìåíåíèé ðàñ÷åòíîé âåëè-
÷èíû ñïåöèôè÷åñêîé ôëóîðåñöåíöèè â ýïèòåëèè ÏÊ ïðè èçìåíåíèè óñëîâèé
îïûòîâ è ðàçëè÷íûõ âîçäåéñòâèÿõ. Ïîýòîìó áûë ïðèìåíåí ðàñ÷åò ïëîòíîñòè ñïå-
öèôè÷åñêîé ôëóîðåñöåíöèè. Ýòîò ïîêàçàòåëü îïðåäåëÿëè êàê îòíîñèòåëüíîå êî-
ëè÷åñòâî ýëåìåíòîâ èçîáðàæåíèÿ ñ èíòåíñèâíîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè, âûõîäÿùåé
çà ïðåäåëû íîðìàëüíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè â êîíòðîëå (ïðåâûøàâ-
øåé Ì + 3ó, ãäå Ì — ñðåäíåå çíà÷åíèå àâòîôëóîðåñöåíöèè, à ó — ñòàíäàðòíîå
îòêëîíåíèå). Âíåäðåíèå äàííîãî ïîêàçàòåëÿ (â % ê ïëîùàäè ýïèòåëèàëüíîãî ïëà-
ñòà êàíàëüöà) ÿâèëîñü óáåäèòåëüíûì ñâèäåòåëüñòâîì âñàñûâàíèÿ GFP â ïî÷êàõ
ëÿãóøåê è êðûñ ïðè åãî ââåäåíèè â êîíöåíòðàöèè îò 0.13 äî 1.26 íìîëü/100 ìêë.
Ðàñ÷åò ïëîòíîñòè ñïåöèôè÷åñêîé ôëóîðåñöåíöèè GFP â ÏÊ ó ëÿãóøåê ïîçâîëèë
óñòàíîâèòü íåãàòèâíîå ìîäóëèðóþùåå âëèÿíèå àíòèäèóðåòè÷åñêîãî ãîðìîíà
àìôèáèé àðãèíèí-âàçîòîöèíà (ÀÂÒ) íà ôèëüòðàöèþ è ðåàáñîðáöèþ ýòîãî áåëêà
[1, 12], à ó êðûñ — âûÿâèòü ïðèçíàêè êàòàáîëèçìà GFP â ïî÷êå ÷åðåç 2 ÷ ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ 0.5 ÷ ïîñëå èíúåêöèè [12].

Â ïðîöåññå ôèëüòðàöèè áåëêà è åãî ïðîäâèæåíèÿ ïî õîäó ÏÊ íàáëþäàåòñÿ
ïîñòåïåííîå óâåëè÷åíèå â ñðåçàõ ïî÷êè ÷èñëà ïðîôèëåé ÏÊ ñ àáñîðáèðîâàííûì
áåëêîì. Îïðåäåëåíèå ýòîãî ïîêàçàòåëÿ ñóùåñòâåííî äëÿ àíàëèçà ðåàáñîðáöèè
áåëêà ó ïîëóâîäíûõ ëÿãóøåê, ïîñêîëüêó äëÿ íèõ õàðàêòåðíà ïåðåìåæàþùàÿñÿ è
çàâèñÿùàÿ îò ãîðìîíàëüíîãî ñòàòóñà àêòèâíîñòü ïî÷å÷íûõ êëóáî÷êîâ. Ïîäñ÷åò
÷èñëà ôëóîðåñöåíòíûõ ïðîôèëåé (â ïðîöåíòàõ ê îáùåìó ÷èñëó ïðîôèëåé ÏÊ
â ñðåçå èëè íà îòäåëüíûõ èçîáðàæåíèÿõ, à òàêæå â ïðîöåíòàõ ê ñðåäíåìó êîëè-
÷åñòâó êëóáî÷êîâ â ñðåçàõ ïî÷êè) íàðÿäó ñ ïëîòíîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè îêàçàëñÿ
âåñüìà ýôôåêòèâíûì èíäèêàòîðîì ýôôåêòîâ ÀÂÒ íà âñàñûâàíèå GFP è YFP
(ðèñ. 2, À), à òàêæå áëîêèðîâàíèÿ äåéñòâèÿ ãîðìîíà àíòàãîíèñòîì V1-ðåöåïòîðîâ
(ðèñ. 2, Á). Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî âñàñûâàíèå áåëêîâ â ýïèòåëèè ÏÊ ó ëÿãóøåê
ïðîèñõîäèò ïî ìåõàíèçìó ðåöåïòîð-îïîñðåäîâàííîãî ýíäîöèòîçà ñ ó÷àñòèåì â
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çàõâàòå è èíòåðíàëèçàöèè èññëåäóåìûõ áåëêîâ ìóëüòèëèãàíäíûõ ðåöåïòîðîâ —
ìåãàëèíà è êóáèëèíà [7, 11, 14], êàê ýòî îñóùåñòâëÿåòñÿ â ïî÷êå ìëåêîïèòàþùèõ
[8]. Â ðåçóëüòàòå èììóíîìå÷åíèÿ ðåöåïòîðîâ â êîíòðîëå è ïîñëå ââåäåíèÿ ëèçî-
öèìà îêàçàëîñü, ÷òî ðåãèñòðèðóåìûé ñèãíàë äëÿ êîíñòèòóòèâíûõ ðåöåïòîðîâ ýí-
äîöèòîçà (ïðèñóòñòâóþùèõ â ïî÷êå ëÿãóøåê, êîòîðûì íå ââîäèëè ýêçîãåííûé
áåëîê) â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ áûë ñëàáåå è âûÿâëÿëñÿ ðåæå ïî ñðàâíåíèþ ñ òà-
êîâûì ïîñëå èíúåêöèè ëèçîöèìà. Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ðàçëè÷èé íà ïðèìåðå ìåãà-
ëèíà ñèãíàëû â àïèêàëüíîé çîíå ýïèòåëèîöèòîâ ðàçäåëÿëè ïî èíòåíñèâíîñòè
(â äèàïàçîíå ñðåäíèõ çíà÷åíèé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè 1—7 óñë. åä. è áîëåå ïðè
ñèãíàëå â ôîíå ìåíåå 1) è ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñëî ÏÊ ñî ñëàáûì è áîëåå èíòåíñèâ-
íûì ñèãíàëîì. Ïðèìåð èììóíîäåòåêöèè ìåãàëèíà â ÏÊ è ðàçëè÷èé â èíòåíñèâ-
íîñòè ñèãíàëà ïðåäñòàâëåí íà èçîáðàæåíèè ñðåçà ïî÷êè (ðèñ. 1, À, ä). Êîëè÷åñòâî
ÏÊ ñ èíòåíñèâíîé ìåòêîé ê ìåãàëèíó ïîñëå ââåäåíèÿ ëèçîöèìà çèìóþùèì òðà-
âÿíûì ëÿãóøêàì ñîñòàâèëî 67 ± 2 %, äîñòîâåðíî ïðåâûøàÿ èõ ÷èñëî â êîíòðîëå
(p < 0.001) — ïîñëå ââåäåíèÿ PBS (41 ± 2 %) èëè ó èíòàêòíûõ ëÿãóøåê
(30 ± 2 %). Óñòàíîâëåííûå ðàçëè÷èÿ îòðàæàþò õàðàêòåð ýêñïðåññèè è/èëè àêòèâ-
íîñòè ýíäîöèòîçíûõ ðåöåïòîðîâ. Äëÿ ïðîâåðêè ýôôåêòà ÀÂÒ íà çàõâàò ëèçîöèìà
â ïî÷êàõ îçåðíûõ ëÿãóøåê ïðîâåäåíî äâîéíîå èììóíîìå÷åíèå ëèçîöèìà è ýíäî-
öèòîçíîãî ðåöåïòîðà, ïðè êîòîðîì ìåãàëèí ðàññìàòðèâàëè â êà÷åñòâå ìàðêåðà
ÏÊ. Ïîêàçàíî, ÷òî ëèçîöèì âñàñûâàëñÿ â ýïèòåëèîöèòàõ ìàðêèðîâàííûõ ÏÊ è
áûë ÷àñòè÷íî êîëîêàëèçîâàí ñ ðåöåïòîðîì. Ïðè ðàñ÷åòå êîëè÷åñòâà ïðîôèëåé
ÏÊ ñ ìåòêîé ê ëèçîöèìó îòíîñèòåëüíî ÷èñëà êàíàëüöåâ, èììóíîïîçèòèâíûõ ê

Ðèñ. 2. Ýôôåêò àðãèíèí-âàçîòîöèíà (À) è àíòàãîíèñòà V1-ðåöåïòîðîâ (Á) íà ðåàáñîðáöèþ
ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ â ïî÷êå òðàâÿíîé ëÿãóøêè.

À — ñíèæåíèå ðåàáñîðáöèè ñ óâåëè÷åíèåì äîçû àðãèíèí-âàçîòîöèíà (ÀÂÒ). Ïî îñè îðäèíàò — ïîêà-
çàòåëè ðåàáñîðáöèè (â % ê GFP- èëè YFP-êîíòðîëþ) ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå âíóòðèâåííîé èíúåêöèè GFP è
1 ÷ ïîñëå ïîäêîæíîãî ââåäåíèÿ YFP; ïî îñè àáñöèññ — äîçà ÀÂÒ, –lg [ìîëü]/30 ã ìàññû òåëà, ââåäåííî-
ãî ïîäêîæíî çà 20 ìèí äî èíúåêöèè áåëêà; Á — ïîâûøåíèå ðåàáñîðáöèè GFP (1—3) è YFP (4—5) ïðè
ââåäåíèè V1-àíòàãîíèñòà (0.01—1 íìîëü) çà 10 ìèí äî ÀÂÒ (0.001—0.1 íìîëü); ïî îñè îðäèíàò —
óâåëè÷åíèå ÷èñëà ôëóîðåñöåíòíûõ ïðîôèëåé ÏÊ (1—4) è ýíäîöèòîçíûõ âåçèêóë (5) ñî ñâå÷åíèåì
áåëêîâ (Ä, â % ê êîíòðîëþ). Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé: * p < 0.05 è ** p < 0.01 ïî ñðàâíåíèþ ñ äåéñò-

âèåì ÀÂÒ.



ìåãàëèíó, óñòàíîâëåíî ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíîå ñíèæåíèå ðåàáñîðáöèè ëèçî-
öèìà íà 27 ± 2 % (p < 0.001) ïîñëå èíúåêöèé ÀÂÒ â äîçå 3.3 íìîëü/100 ã ìàññû òåëà.

Â ïðîöåññå ýíäîöèòîçà áåëîê èç ïðîñâåòà ÏÊ ïîñòóïàåò â ýíäîöèòîçíûå âåçè-
êóëû. Ïîäñ÷åò ñðåäíåãî ÷èñëà ñîäåðæàùèõ áåëîê ôëóîðåñöåíòíûõ âåçèêóë äèà-
ìåòðîì 0.3—1 ìêì (â ðàñ÷åòå íà 5 ñîñåäíèõ êëåòîê ïðîôèëÿ ÏÊ) îêàçàëñÿ àäå-
êâàòíûì è ñòàáèëüíûì ìîðôîëîãè÷åñêèì ïîêàçàòåëåì àáñîðáöèîííîé åìêîñòè
êëåòîê çà ôèêñèðîâàííûå ïåðèîäû âðåìåíè [3]. Ýòî äàëî âîçìîæíîñòü, íåçàâèñèìî
îò ñïîñîáà èäåíòèôèêàöèè ââåäåííîãî áåëêà, óñòàíîâèòü, ÷òî ó ëÿãóøåê ðàçëè÷-
íûå íèçêîìîëåêóëÿðíûå áåëêè âñàñûâàþòñÿ â ïî÷êå ñ ïðèìåðíî îäèíàêîâîé ñêî-
ðîñòüþ, êîòîðàÿ âûøå ïî ñðàâíåíèþ ñ ÁÑÀ [5], íî çíà÷èòåëüíî íèæå ïî ñðàâíå-
íèþ ñ àáñîðáöèåé GFP â ïî÷êå ó êðûñ [2]. Îïðåäåëåíèå êîëè÷åñòâà ñîäåðæàùèõ
áåëîê âåçèêóë äàëî âîçìîæíîñòü èçó÷èòü äèíàìèêó ïðîöåññà ðåàáñîðáöèè, ðåà-
ëèçóþùåãîñÿ in vivo [2], ïðîñëåäèòü âíóòðèêëåòî÷íûé òðàôèê èíòåðíàëèçîâàí-
íîãî áåëêà è åãî àêêóìóëÿöèþ â îòäåëüíûõ ýïèòåëèîöèòàõ [11, 14]. Ýòî òàêæå ïî-
çâîëèëî îõàðàêòåðèçîâàòü àáñîðáöèîííóþ åìêîñòü êëåòîê ÏÊ ïðè êîíêóðåíòíîì
âñàñûâàíèè ðàçíûõ íèçêîìîëåêóëÿðíûõ áåëêîâ [3, 11] è â óñëîâèÿõ ïðåäâàðèòåëü-
íîé áåëêîâîé íàãðóçêè [6]. Äàííûé ïîêàçàòåëü áûë èñïîëüçîâàí â ñî÷åòàíèè ñ
îïðåäåëåíèåì ÷èñëà ïðîôèëåé ÏÊ, â êîòîðûõ áûë îáíàðóæåí ââåäåííûé ëÿãóø-
êàì ÁÑÀ. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ðàçëè÷èÿõ â ñêîðîñòè îáðàçîâàíèÿ ýíäîöèòîçíûõ âå-
çèêóë ïðè âíóòðèâåííîì è ïîäêîæíîì ââåäåíèè ÁÑÀ ÷èñëî ñâåòÿùèõñÿ ïðî-
ôèëåé ÏÊ îäèíàêîâî [5]. Ýòî ÿâèëîñü ñâèäåòåëüñòâîì ñòàáèëüíîñòè ïðîöåññà
êëóáî÷êîâîé ôèëüòðàöèè è ïðîäâèæåíèÿ ïðîôèëüòðîâàâøåãîñÿ áåëêà ïî õîäó
êàíàëüöåâ ó òðàâÿíûõ è îçåðíûõ ëÿãóøåê â óñëîâèÿõ ãèäðàòàöèè, êîãäà îòñóòñò-
âóþò ñòèìóëû ê ïîâûøåíèþ ñåêðåöèè àíòèäèóðåòè÷åñêîãî ãîðìîíà. Ñõîäíûé
ïîêàçàòåëü ýíäîöèòîçà àëüáóìèíà (ñðåäíåå ÷èñëî ñâåòÿùèõñÿ êëàñòåðîâ â ðàñ÷å-
òå íà êëåòêó) èñïîëüçóþò â îïûòàõ in vitro, â ÷àñòíîñòè íà êóëüòóðå êëåòîê ïî÷êè
îïîññóìà [9].

Â öåëîì ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ïðè ïðîâåäåíèè ìîðôîôèçèîëîãè÷åñêèõ èñ-
ñëåäîâàíèé âàæåí âûáîð àíàëèçèðóåìûõ ïîêàçàòåëåé â çàâèñèìîñòè îò èçó÷àå-
ìîãî îáúåêòà, çàäà÷ ýêñïåðèìåíòà, èñïîëüçîâàííûõ ìåòîäîâ ìèêðîñêîïèè è èì-
ìóíîãèñòîõèìèè. Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ðåçóëüòàòîâ ïðîâåäåííûõ èññëåäîâà-
íèé ñ ïðèìåíåíèåì ðàçëè÷íûõ ïîäõîäîâ ê êîëè÷åñòâåííîé îöåíêå ðåçóëüòàòà
ðåàáñîðáöèè ôèëüòðóþùèõñÿ áåëêîâ íà ïîëó÷àåìûõ èçîáðàæåíèÿõ ÿâëÿåòñÿ
íåîáõîäèìûì ýòàïîì èçó÷åíèÿ îñíîâíûõ çàêîíîìåðíîñòåé ðåàáñîðáöèè áåëêà â
ïî÷êå è ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ ýíäîöèòîçà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ ãîñóäàðñòâåííîãî çàäàíèÿ ÔÀÍÎ Ðîññèè (òåìà
¹ ÀÀÀÀ-À18-118012290371-3) ïðè ÷àñòè÷íîé ïîääåðæêå ÐÔÔÈ (ïðîåêò
¹ 16-04-00465). Èññëåäîâàíèÿ ìåòîäîì êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè ïðîâåäåíû
íà áàçå ÖÊÏ ÈÝÔÁ ÐÀÍ.
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