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Ïðåäñòàâëåíèå î ìèêðîòðóáî÷êàõ (ÌÒ) êàê î ïàññèâíûõ «ðåëüñàõ», ïî êîòîðûì ñ ïîìîùüþ ìîòîðîâ
îñóùåñòâëÿåòñÿ ïåðåìåùåíèå òðàíñïîðòíûõ ïóçûðüêîâ, ÿâëÿåòñÿ øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííûì. Â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòå ìåòîäîì íåïðÿìîé äâîéíîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè èññëåäîâàëè îðãàíèçàöèþ ñèñòåìû ÌÒ â
êëåòêàõ ëèíèé HeLa è A431 â õîäå ýíäîöèòîçà ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî ñòèìóëÿöèÿ
ýíäîöèòîçà ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ ïåðèôåðè÷åñêèõ âåçèêóëÿðíûõ ñòðóêòóð, ñîäåðæàùèõ ðåöåïòîð ÝÔÐ,
ñ òå÷åíèåì âðåìåíè êîíöåíòðèðóþùèõñÿ â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè, â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò
ÖÎÌÒ. Ýòî ïåðåìåùåíèå çàâèñåëî îò ÌÒ, ïîñêîëüêó íîêîäàçîë ïðåäîòâðàùàë îáðàçîâàíèå îêîëîÿäåð-
íûõ ýíäîñîì. Ïàðàëëåëüíàÿ îêðàñêà ïðåïàðàòîâ àíòèòåëàìè ê òóáóëèíó ïîêàçàëà, ÷òî îðãàíèçàöèÿ ñèñ-
òåìû ÌÒ ïðåòåðïåâàåò çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ â õîäå ýíäîöèòîçà. Äëÿ ðàííèõ ñòàäèé õàðàêòåðíû íåêî-
òîðîå óêîðî÷åíèå ÌÒ íà ïåðèôåðèè öèòîïëàçìû è óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â ðàéîíå,
îêðóæàþùåì ÖÎÌÒ. Äàëåå äëèííûå ÌÒ èñ÷åçàþò, è ïåðèôåðè÷åñêàÿ ÷àñòü öèòîïëàçìû äåìîíñòðèðóåò
äèôôóçíîå îêðàøèâàíèå, íà ôîíå êîòîðîãî çàìåòíû êîðîòêèå ôðàãìåíòû ÌÒ. Ýòîé ñòàäèè ñîîòâåòñòâó-
åò îêîëîÿäåðíàÿ ëîêàëèçàöèÿ ýíäîñîì, ñîäåðæàùèõ ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûå êîìïëåêñû. Ïî ìåðå èñ÷åçíîâå-
íèÿ ðåöåïòîð-ïîçèòèâíîãî îêðàøèâàíèÿ êàê ðåçóëüòàòà äåãðàäàöèè ÝÔÐ è ðåöåïòîðà â ëèçîñîìàõ ðàäè-
àëüíàÿ ñèñòåìà ÌÒ âîññòàíàâëèâàëàñü. Îáñóæäàåòñÿ âîçìîæíàÿ ôóíêöèîíàëüíàÿ ðîëü îïèñàííûõ èçìå-
íåíèé îðãàíèçàöèè òóáóëèíîâîãî öèòîñêåëåòà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ðåöåïòîð ÝÔÐ, ýíäîñîìû, ýíäîöèòîç, ìèêðîòðóáî÷êè, íîêîäàçîë, HeLa, A431,
ïðåäâàðèòåëüíîå ñâÿçûâàíèå.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÑÀ — áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, ÌÂÝ — ìóëüòèâåçèêóëÿðíûå
ýíäîñîìû, ÌÒ — ìèêðîòðóáî÷êè, ÖÎÌÒ — öåíòð îðãàíèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê, ÝÔÐ — ýïèäåðìàëüíûé
ôàêòîð ðîñòà, PBS — ôîñôàòíî-ñîëåâîé ðàñòâîð.

Ìèêðîòðóáî÷êè (ÌÒ), îäèí èç îñíîâíûõ ýëåìåíòîâ
öèòîñêåëåòà êëåòîê, èãðàþò âàæíóþ ðîëü â îñóùåñòâëå-
íèè ðàçíîîáðàçíûõ êëåòî÷íûõ ôóíêöèé, òàêèõ êàê ìè-
òîç, ïîääåðæàíèå ïîëÿðèçàöèè êëåòîê, ðåãóëÿöèÿ ïî-
äâèæíîñòè, ïîçèöèîíèðîâàíèå îðãàíåëë. Íåñîìíåííî
òàêæå ó÷àñòèå ñèñòåìû ÌÒ â îðãàíèçàöèè âíóòðèêëåòî÷-
íûõ âåçèêóëÿðíûõ òðàíñïîðòíûõ ïîòîêîâ, îäíèì èç ÷à-
ñòíûõ ñëó÷àåâ êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ ýíäîöèòîç. Ìàêðîìîëå-
êóëû, â òîì ÷èñëå ðîñòîâûå ôàêòîðû, ïîïàäàþò â êëåòêó
ñ ïîìîùüþ ìåõàíèçìà èíòåðíàëèçàöèè, ãäå ïîïàäàþò â
ïåðèôåðè÷åñêèå ðàííèå ýíäîñîìû. Íàïðàâëÿåìûé íà äå-
ãðàäàöèþ ïóë ìîëåêóë îáíàðóæèâàåòñÿ â äàëüíåéøåì â
ïîçäíèõ ìóëüòèâåçèêóëÿðíûõ ýíäîñîìàõ (ÌÂÝ), ëîêàëè-
çîâàííûõ â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè, ãäå è ïðîèñõîäèò
âçàèìîäåéñòâèå çðåëûõ ÌÂÝ ñ ëèçîñîìàìè (Miller et al.,
1986; Êîðíèëîâà è äð., 1987; Ñîêîëîâà è äð., 1995; Ichi-
kawa et al., 2000). Òàêàÿ «âåêòîðíàÿ» îðãàíèçàöèÿ ýíäî-
öèòîçíîãî ïóòè íàðóøàåòñÿ ïðè îáðàáîòêå êëåòîê àãåí-
òàìè, ðàçðóøàþùèìè ÌÒ (De Brabander et al., 1998; Cla-
gue et al., 1994; Ñîêîëîâà è äð., 1998). Ìíîãî÷èñëåííûå
äàííûå ïîäòâåðæäàþò âçàèìîäåéñòâèå ýíäîñîì ñ ÌÒ çà
ñ÷åò êàê àäàïòåðíûõ, òàê è ìîòîðíûõ áåëêîâ (Kreis et al.,
1989; Pierre et al., 1992; Aniento, 2001), òàê ÷òî ôàêò ïåðå-
ìåùåíèÿ âåçèêóë ïî ÌÒ, ïî êðàéíåé ìåðå â êëåòêàõ ñ ðà-

äèàëüíîé îðãàíèçàöèåé ñèñòåìû ÌÒ, ìîæíî ñ÷èòàòü äî-
êàçàííûì.

Íåñìîòðÿ íà îáèëèå èññëåäîâàíèé, äàííûå î ðîëè
ÌÒ â ýíäîöèòîçå ÷ðåçâû÷àéíî ïðîòèâîðå÷èâû. Òàê, â íå-
êîòîðûõ èññëåäîâàíèÿõ ñîîáùàåòñÿ î çàìåäëåíèè ïðî-
õîæäåíèÿ ðàçíûõ ñòàäèé ýíäîöèòîçà — îò ñîðòèðîâêè èç
ðàííèõ ýíäîñîì â ïîçäíèå äî âçàèìîäåéñòâèÿ ïîçäíèõ
ýíäîñîì ñ ëèçîñîñàìè (Aniento et al., 1993; D’Arrigo et
al., 1997; Xie et al., 2004) — ïðè ðàçðóøåíèè ÌÒ äåïîëè-
ìåðèçóþùèìè àãåíòàìè. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, â ðÿäå ðàáîò
áûëà îáíàðóæåíà íåçàâèñèìîñòü ýíäîöèòîçà îò èíòàêò-
íîñòè ñèñòåìû ÌÒ (Diaz et al., 1991; Van Deurs et
al.,1995; Ñîêîëîâà è äð., 1998). Â íàøåé ïðåäûäóùåé ðà-
áîòå (Ñîêîëîâà è äð., 1998) ñ ïîìîùüþ ñóáêëåòî÷íîãî
ôðàêöèîíèðîâàíèÿ â ãðàäèåíòå Ïåðêîëëà ìû ïîêàçàëè,
÷òî ðàçðóøåíèå ÌÒ íîêîäàçîëîì ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿëî
íà äèíàìèêó êîìïàðòìåíòàëèçàöèè è äåãðàäàöèþ
125I-ÝÔÐ â ýïèäåðìîèäíûõ êëåòêàõ A431 è ôèáðîáëàñòî-
ïîäîáíûõ êëåòêàõ HER14. Òåì íå ìåíåå íîêîäàçîë âû-
çûâàë ðåçêîå èçìåíåíèå ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè
ýíäîñîì — îíè ðàñïðåäåëÿëèñü ðàâíîìåðíî ïî öèòî-
ïëàçìå, íå òðàíñëîöèðóÿñü â îêîëîÿäåðíóþ îáëàñòü äàæå
íà ñàìûõ ïîçäíèõ (120—180 ìèí) ýòàïàõ ýíäîöèòîçà.
Ïðè÷èíû òàêîãî ïðîòèâîðå÷èÿ íåÿñíû.
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Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðåäñòàâëÿåì äàííûå, ñâèäå-
òåëüñòâóþùèå î òîì, ÷òî ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà
ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê
íå ÿâëÿåòñÿ ïàññèâíûìè «ðåëüñàìè» äëÿ òðàíñïîðòà ýí-
äîñîì, à ñàìà ïîäâåðãàåòñÿ ðÿäó ïîñëåäîâàòåëüíûõ
òðàíñôîðìàöèé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê. Â ðàáîòå èñïîëüçîâà-
ëè êëåòêè A431 è HeLa, ïîëó÷åííûå èç Îòäåëà êëåòî÷íûõ
êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ è Åâðîïåéñêîé êîëëåê-
öèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð ñîîòâåòñòâåííî. Êëåòêè êóëüòèâè-
ðîâàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ ñ äîáàâëåíèåì 8—10 % ôåòàëüíîé
ñûâîðîòêè ïðè 37 °Ñ â CO2-èíêóáàòîðå. Äëÿ îïûòîâ ïî èì-
ìóíîôëóîðåñöåíöèè ïîêðîâíûå ñòåêëà ðàçìåðîì 8 � 8 ìì
ïîìåùàëè â ïëàñòèêîâûå ÷àøêè Ïåòðè. Êëåòêè âûðàùèâà-
ëè äî 50—70 % ìîíîñëîÿ, çà 24 ÷ äî îïûòà ïåðåâîäÿ íà
ñðåäó, ñîäåðæàùóþ 0.25 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè.

È ñ ñ ë å ä î â à í è å ä è í à ì è ê è ý í ä î ö è ò î ç à â
óñëîâèÿõ «ïðåäâàðèòåëüíîãî ñâÿçûâàíèÿ» ëèãàíäà. Äëÿ
äîñòèæåíèÿ ðàâíîâåñíîãî ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäà ñ ðåöåïòî-
ðàìè ìîíîñëîéíûå êóëüòóðû êëåòîê èíêóáèðîâàëè â ðà-
áî÷åé ñðåäå Èãëà, ñîäåðæàùåé 0.1 % ÁÑÀ è 20 ìÌ HE-
PES (pH 7.4), ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 60 ìèí â ïðèñóòñòâèè
ÝÔÐ â êîíöåíòðàöèè 100 íã/ìë (êëåòêè ëèíèè A431) èëè
50 íã/ìë (êëåòêè ëèíèè HeLa). Ïîñëå 5-êðàòíîé îòìûâêè
PBS îò íåñâÿçàâøåãîñÿ ÝÔÐ ýíäîöèòîç ñòèìóëèðîâàëè
ïåðåâîäîì êëåòîê â ðàáî÷óþ ñðåäó, íå ñîäåðæàùóþ ëè-
ãàíäà, ïðè 37 °Ñ íà óêàçàííîå âðåìÿ.

Î á ð à á î ò ê à ê ë å ò î ê í î ê î ä à ç î ë î ì. Êëåòêè èí-
êóáèðîâàëè â òå÷åíèå 60 ìèí ïðè 37 °Ñ â ðàáî÷åé ñðåäå,
ñîäåðæàùåé 20 ìêã/ìë íîêîäàçîëà (Sigma). Âñå äàëüíåé-
øèå èíêóáàöèè (â òîì ÷èñëå õîëîäîâûå) ïðîâîäèëè ïðè
ïîñòîÿííîì ïðèñóòñòâèè íîêîäàçîëà â ðàáî÷åé ñðåäå.

À í ò è ò å ë à. Äëÿ ñïåöèôè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ ðåöåï-
òîðà ÝÔÐ èñïîëüçîâàëè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà, óçíà-
þùèå ýïèòîï ýêñòðàêëåòî÷íîãî äîìåíà ðåöåïòîð ÝÔÐ
÷åëîâåêà (ïîëó÷åíû îò ä-ðà Ò. Òâîðîãîâà), â ðàçâåäåíèè
1 : 500. Ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ òóáóëèíà (Sig-
ma) èñïîëüçîâàëè â ðàçâåäåíèè 1 : 2000. Â êà÷åñòâå âòî-
ðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè êîíúþãàòû GAR-Alexa è
GAM-Alexa (Molecular Probes, Àíãëèÿ) â ðàçâåäåíèè
1 : 500. Àíòèòåëà ðàçâîäèëè PBS (pH 7.4), ñîäåðæàùåì
1 % BSA.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î å î ê ð à ø è â à í è å
ê ë å ò î ê. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ èíêóáàöèè ïîêðîâíûå ñòåêëà
ïåðåíîñèëè â ïëàñòèêîâûå ÷àøêè äèàìåòðîì 35 ìì,
äâàæäû ïðîìûâàëè PBS, à çàòåì ôèêñèðîâàëè 4%-íûì
ðàñòâîðîì ôîðìàëèíà (Sigma) íà PBS ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 15 ìèí. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè ïðî-
ìûâàëè 5 ðàç ïî 3 ìèí ðàñòâîðîì PBS è îáðàáàòûâàëè
15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ðàñòâîðîì PBS, ñî-
äåðæàùèì 0.5 % Triton X-100 (Sigma). Íåñïåöèôè÷åñêîå
îêðàøèâàíèå áëîêèðîâàëè èíêóáàöèåé â ðàñòâîðå BSA
(1 %), ïðèãîòîâëåííîì íà PBS, â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå. Ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè êëåòêè èí-
êóáèðîâàëè 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå
ýòîãî ïðîìûâàëè 3 ðàçà ïî 5 ìèí ðàñòâîðîì PBS, ñîäåð-
æàùèì 0.1 % Tween 20 (BioRad). Èíêóáàöèþ ñî âòîðûìè
àíòèòåëàìè ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Ïîòîì ïðîìûâàëè, êàê îïèñàíî âûøå. Ðàñ-
ïðåäåëåíèå ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûõ áåëêîâ â êëåòêàõ
èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ ëþìèíåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà AXI-

OSKOP (Ãåðìàíèÿ) ñ àïîõðîìàòè÷åñêèì îáúåêòèâîì
100 � 1.25 (ìàñëÿíàÿ èììåðñèÿ) è ñòàíäàðòíûì íàáîðîì
âîçáóæäàþùèõ è çàïèðàþùèõ ñâåòîôèëüòðîâ. Ôëóîðåñ-
öåíöèþ âîçáóæäàëè ñâåòîì (450—490 íì), êîòîðûé âû-
äåëÿëè èç ñïåêòðà èçëó÷åíèÿ ðòóòíîé ëàìïû. Ñâåò ôëóî-
ðåñöåíöèè âûäåëÿëè êîìáèíèðîâàííûì ñâåòîôèëüòðîì
¹ 11 (ñâåòîäåëèòåëüíàÿ ïëàñòèíêà 510 íì, èñïóñêàíèå
515—565 íì). Ôîòîãðàôèðîâàíèå ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì âèäåîêàìåðû. Èçîáðàæåíèå àíàëèçèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû KS-100.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à. Âñå ýêñïåðèìåíòû
ïðîâîäèëè íå ìåíåå 3 ðàç. Äëÿ àíàëèçà âûáèðàëè êëåòêè
ñ ìàêñèìàëüíîé ñòåïåíüþ ðàñïëàñòûâàíèÿ, íà êðàþ èëè
âíå îñòðîâêîâ ìîíîñëîÿ. Äëÿ êàæäîé âðåìåíí *îé òî÷êè
ïðîñìàòðèâàëè ïî êðàéíåé ìåðå ïî 3 ïîëÿ (îêîëî 20—30
êëåòîê) íà 2 ðàçíûõ ñòåêëàõ. Êîíòðîëüíûå êëåòêè è êëåò-
êè íà ðàííèõ ñðîêàõ ýíäîöèòîçà (äî 30 ìèí âêëþ÷èòåëü-
íî) ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé ãîìîãåííóþ ïîïóëÿöèþ (áîëåå
90 % êëåòîê èìåëè òàêîå æå ðàñïðåäåëåíèå ðåöåïòîðà
ÝÔÐ è òóáóëèíà, êàê è íà ïðåäñòàâëåííûõ èëëþñòðàöè-
ÿõ). Íà áîëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ ïðîèñõîäèëà íåêîòîðàÿ
ðàññèíõðîíèçàöèÿ ïî äèíàìèêå ýíäîöèòîçà. Òåì íå ìå-
íåå ÷åðåç 90 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà áîëåå
60 % êëåòîê ñîîòâåòñòâîâàëè âàðèàíòó 2 (ðèñ. 1, á), îêî-
ëî 10 % — âàðèàíòó 1 (çàìåäëåííûé ýíäîöèòîç), â îñòà-
ëüíûõ (îêîëî 30 %) äåãðàäàöèÿ ê 90-é ìèí óæå ïîëíî-
ñòüþ ïðîøëà.

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ àíàëèçà ýíäîöèòîçà èñïîëüçîâàëè êëàññè÷åñêóþ
ñõåìó, ïîçâîëÿþùóþ ìàêñèìàëüíî ñèíõðîíèçèðîâàòü
ìîëåêóëÿðíûå ñîáûòèÿ â õîäå ýíäîöèòîçà. Ñóáêîíôëþ-
åíòíûå êëåòêè HeLa, âûðàùåííûå íà ñòåêëàõ, èíêóáèðî-
âàëè ñ ÝÔÐ (50 íã/ìë) ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 60 ìèí äëÿ äî-
ñòèæåíèÿ ìàêñèìàëüíîãî ñâÿçûâàíèÿ ðîñòîâîãî ôàêòîðà
ñ ðåöåïòîðîì íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå. Â òàêèõ
óñëîâèÿõ ïîñòóïëåíèÿ ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ
âíóòðü êëåòêè íå ïðîèñõîäèò. Ïåðåâîä êëåòîê â ñðåäó
òåìïåðàòóðîé 37 °Ñ, íå ñîäåðæàùóþ ÝÔÐ, ïðèâîäèò ê
ñèíõðîííîé âîëíå èíòåðíàëèçàöèè. Òèïè÷íîå ïðåäñòàâ-
ëåíèå î ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ýíäîöèòîçà
ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ äàþò ðåçóëüòàòû èììó-
íîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 1.
Òàê, äî äîáàâëåíèÿ ÝÔÐ ðåöåïòîð âûÿâëÿëñÿ â îñíîâíîì
íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå. ×åðåç 15 ìèí ïîñëå ñòèìó-
ëÿöèè ýíäîöèòîçà âèçóàëèçèðîâàëèñü ìåëêèå âåçèêóëÿð-
íûå ñòðóêòóðû, îòíîñèòåëüíî ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåí-
íûå ïî öèòîïëàçìå, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ñòàäèè ëîêàëèçà-
öèè ðåöåïòîðà â ðàííèõ ýíäîñîìàõ. Äàëåå ðåöåïòîð
îáíàðóæèâàëñÿ â îñíîâíîì â ÿðêèõ ñêîïëåíèÿõ â îêîëî-
ÿäåðíîé îáëàñòè. Ýòè ñòðóêòóðû ñîîòâåòñòâóþò ïîçäíèì
ýíäîñîìàì è ëèçîñîìàì (Êîðíèëîâà è äð., 1987; Ñîêîëî-
âà è äð., 1998). Ïîñëå 60 ìèí ÷èñëî è ÿðêîñòü ìåëêèõ âå-
çèêóëÿðíûõ ñòðóêòóð óìåíüøàëîñü, à ÷åðåç 90—120 ìèí
èñ÷åçàëî è îêîëîÿäåðíîå îêðàøèâàíèå, ÷òî ñâèäåòåëüñò-
âîâàëî î ëèçîñîìíîé äåãðàäàöèè èíòåðíàëèçîâàííûõ
ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
íà ïîçäíèõ ñðîêàõ (ïîñëå 40—60 ìèí) ïðàêòè÷åñêè
âî âñåõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ, ñ êîòîðûìè ìû èìåëè äåëî,
íàáëþäàëàñü äåñèíõðîíèçàöèÿ ïðîöåññîâ ýíäîöèòîçà
(ðèñ. 1, á). Òàê, â âàðèàíòå 1 â êëåòêàõ åùå íå ñôîðìèðî-
âàëîñü êîìïàêòíîå «ïÿòíî» â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè. Âà-
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Ðèñ. 1. Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå âûÿâëåíèå ðåöåïòîðà ÝÔÐ è òóáóëèíà â êëåòêàõ HeLa â õîäå ýíäîöèòîçà, ñòèìóëèðîâàííîãî
ÝÔÐ.

Êëåòêè íå ñòèìóëèðîâàëè ÝÔÐ (0) èëè ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîãî ñâÿçûâàíèÿ ÝÔÐ ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 60 ìèí ñòèìóëèðîâàëè ýíäîöèòîç ïåðåâîäîì êëå-
òîê â ñðåäó ñ òåìïåðàòóðîé 37 °Ñ íà 15, 30, 60 (à) è 90 (á) ìèí ñîîòâåòñòâåííî. 1—3 — íàèáîëåå òèïè÷íûå âàðèàíòû ðàñïðåäåëåíèÿ ðåöåïòîðà ÝÔÐ è

òóáóëèíà íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ ýíäîöèòîçà. Ñòðåëêàìè óêàçàíû îáëàñòè öèòîïëàçìû, ñâîáîäíûå îò ÌÒ.



ðèàíò 2 ïðåäñòàâëÿåò êëåòêó, â êîòîðîé ïåðèôåðè÷åñêîé
âåçèêóëÿðíîé ðåöåïòîðçàâèñèìîé ôëóîðåñöåíöèè íå íà-
áëþäàåòñÿ, ïîñêîëüêó âñå èíòåðíàëèçîâàííûå ÝÔÐ-ðå-
öåïòîðíûå êîìïëåêñû íàõîäÿòñÿ óæå â îêîëîÿäåðíîé îá-
ëàñòè. Âàðèàíò 3 äåìîíñòðèðóåò ïîñëåäíþþ ñòàäèþ ýí-
äîöèòîçà, ïðè êîòîðîé è â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè
ïðàêòè÷åñêè íå îáíàðóæèâàåòñÿ ðåöåïòîðçàâèñèìîãî
îêðàøèâàíèÿ çà ñ÷åò ïîëíîé äåãðàäàöèè ýíîöèòèðîâàí-
íîãî ìàòåðèàëà. Ëîêàëèçàöèÿ ðåöåïòîðà ÝÔÐ â êëåòêàõ,
îáðàáîòàííûõ ÌÒ-äåïîëèìåðèçóþùèì àãåíòîì íîêîäà-
çîëîì, ñîîòâåòñòâîâàëà ðàííèì ñòàäèÿì ýíäîöèòîçà è íå
èçìåíÿëàñü â òå÷åíèå âñåãî âðåìåíè ýêñïåðèìåíòà
(ðèñ. 2, âåðõíèé ðÿä).

Â ýòîì ýêñïåðèìåíòå êëåòêè ïàðàëëåëüíî îêðàøèâà-
ëè è àíòèòåëàìè íà òóáóëèí (ðèñ. 1, à, á, íèæíèé ðÿä).
Âèäíî, ÷òî â êîíòðîëüíûõ (íå îáðàáîòàííûõ ÝÔÐ è íåî-
õëàæäåííûõ) êëåòêàõ òóáóëèí îðãàíèçîâàí â ðàäèàëü-
íóþ ñèñòåìó ìèêðîòðóáî÷åê, ìàêñèìàëüíî êîíöåíòðèðó-
þùèõñÿ â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè âîêðóã ÖÎÌÒ è çàíè-
ìàþùèõ âñþ ïåðèôåðèþ âïëîòü äî ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíû. ×åðåç 15 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà
ðàçâèòàÿ ðàäèàëüíàÿ ñèñòåìà ÌÒ ñîõðàíÿëàñü, îäíàêî
ÿðêîñòü çîíû âîêðóã ÖÎÌÒ âîçðàñòàëà, à íåêîòîðûå
îäèíî÷íûå ÌÒ «ïîäæèìàëèñü», îñâîáîæäàÿ ïåðèôåðèþ
öèòîïëàçìû. Ïðè÷èíû, ïðèâîäÿùèå ê óâåëè÷åíèþ èí-
òåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ çîíû, íåÿñíû, îäíàêî ñîîáùà-
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Ðèñ. 2. Âëèÿíèå íîêîäàçîëà íà âíóòðèêëåòî÷íóþ ëîêàëèçàöèþ ðåöåïòîðà ÝÔÐ è òóáóëèíà â êëåòêàõ HeLa â êîíòðîëå äî äîáàâëå-
íèÿ ÝÔÐ (0) ìèí è ÷åðåç 15 è 90 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà.

Ðèñ. 3. Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå âûÿâëåíèå òóáóëèíà â êëåòêàõ A 431 â õîäå ýíäîöèòîçà ðåöåïòîðîâ ÝÔÐ, ñòèìóëèðîâàííîãî ïî
ñõåìå ñ ïðåäâàðèòåëüíûì ñâÿçûâàíèåì.

à — êëåòêè â êîíòðîëå; á — ê êëåòêàì äîáàâëÿëè ÝÔÐ (100 íã/ìë) íà 60 ìèí ïðè 4 °Ñ; â, ã — ïîñëå óäàëåíèÿ íåñâÿçàâøåãîñÿ ëèãàíäà ýíäîöèòîç ñòèìó-
ëèðîâàëè ïåðåâîäîì êëåòîê â ñðåäó ñ òåìïåðàòóðîé 37 °Ñ íà 15 è 90 ìèí ñîîòâåòñòâåííî.



ëîñü î ñïîñîáíîñòè ÝÔÐ ñòèìóëèðîâàòü ïîëèìåðèçàöèþ
òóáóëèíà (Banan et al., 2002). Â äàëüíåéøåì ïåðåìåùå-
íèå ðåöåïòîðà ÝÔÐ â îêîëîÿäåðíóþ îáëàñòü êîððåëèðî-
âàëî ñ âîçðàñòàíèåì â íåé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè òóáóëèíà è ñ ðåìîäåëèðîâàíèåì ïåðèôåðè÷åñêîé
çîíû. Çäåñü ÷åòêî âûðàæåííûå äëèííûå ÌÒ èñ÷åçàëè, è
öèòîïëàçìà îêàçûâàëàñü çàïîëíåííîé äèôôóçíûì òóáó-
ëèíîì â ñî÷åòàíèè ñ êîðîòêèìè áåñïîðÿäî÷íî ðàçáðî-
ñàííûìè ôðàãìåíòàìè ÌÒ, ÷àñòî îáðàçóþùèìè î÷åíü
ðàçâåòâëåííûå ñåò÷àòîïîäîáíûå ñòðóêòóðû. Âèä òóáóëè-
íîâîãî öèòîñêåëåòà íà ýòèõ ïîçäíèõ ñòàäèÿõ (30—60—
90 ìèí) ýíäîöèòîçà ÷àñòî íàïîìèíàë êàðòèíû, íàáëþäà-
åìûå â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ íîêîäàçîëîì (ðèñ. 2, íèæ-
íèé ðÿä). Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ïîñòîÿííîå ïðèñóòñòâèå íîêî-
äàçîëà ïðåïÿòñòâóåò ïîëèìåðèçàöèè òóáóëèíà, ïîääåð-
æèâàÿ âåñü âíóòðèêëåòî÷íûé ïóë ýòîãî áåëêà â äèôôóç-
íîì ñîñòîÿíèè. Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ðàñïðåäåëåíèå
òóáóëèíà â êëåòêàõ íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ â íåêîòîðûõ ñëó-
÷àÿõ ïîëíîñòüþ, à â íåêîòîðûõ ÷àñòè÷íî ñîîòâåòñòâîâà-
ëî äèôôóçíîìó òèïó. Âî âòîðîì ñëó÷àå, êàê óïîìèíà-
ëîñü âûøå, ìîæíî áûëî âèçóàëèçèðîâàòü íàëè÷èå ìåë-
êîé ïàóòèíû êîðîòêèõ ôðàãìåíòîâ ÌÒ. Èíòåðåñíî
îòìåòèòü, ÷òî ïðè îáðàáîòêå êëåòîê íîêîäàçîëîì ïðè åãî
äëèòåëüíîì (90 ìèí) ïðèñóòñòâèè â ñòèìóëèðîâàííûõ
ÝÔÐ êëåòêàõ òàêæå íàáëþäàëîñü ÷àñòè÷íîå âîññòàíîâëå-
íèå êîðîòêèõ ôðàãìåíòîâ (ðèñ. 2), ÷òî, îäíàêî, íå âëèÿëî
íà ðàñïðåäåëåíèå ýíäîñîì, ñîäåðæàùèõ ðåöåïòîð ÝÔÐ.

Õîòÿ ñõåìà ñ ïðåäâàðèòåëüíûì ñâÿçûâàíèåì ëèãàíäà
ïðè 4 °Ñ ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííîé ïðè èñ-
ñëåäîâàíèè ýíäîöèòîçà, îíà íå ó÷èòûâàåò òî îáñòîÿòåëü-
ñòâî, ÷òî ñíèæåíèå òåìïåðàòóðû âî ìíîãèõ òèïàõ êëåòîê
ñàìî ïî ñåáå ïðèâîäèò ê äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ. Ýòî ñïðà-
âåäëèâî â ñëó÷àå êàê êëåòîê HeLa, òàê è A431. Â ïîñëåä-
íèõ ñèñòåìà ÌÒ, ñîõðàíÿÿ ðàäèàëüíûé òèï, îðãàíèçóåò
áîëåå «çàïóòàííóþ» ïåðèôåðè÷åñêóþ ñåòü (ðèñ. 3, à).
Îõëàæäåíèå ýòèõ êëåòîê ïðèâîäèëî ê ôðàãìåíòàöèè è
äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ (ðèñ. 3, á). Îäíàêî óæå ÷åðåç 5 ìèí
ïîñëå ïåðåâîäà êëåòîê â ñðåäó ñ òåìïåðàòóðîé 37 °Ñ ñèñ-
òåìà ÌÒ âîññòàíàâëèâàëàñü äî óðîâíÿ êîíòðîëüíîé (äàí-
íûå íå ïðèâîäÿòñÿ) è â äàëüíåéøåì ïðåòåðïåâàëà òå æå
èçìåíåíèÿ, êîòîðûå ìû íàáëþäàëè â êëåòêàõ HeLa ïîñëå
ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà (ðèñ. 3, â, ã). Òàêèì îáðàçîì,
îïèñàííûé ôåíîìåí íàáëþäàåòñÿ ïî êðàéíåé ìåðå â
äâóõ ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ, èìåþùèõ ñâîè îñî-
áåííîñòè â îðãàíèçàöèè ñèñòåìû ÌÒ.

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå îïèñàí îáíàðóæåííûé íàìè ôå-
íîìåí ïîñëåäîâàòåëüíîãî ðåìîäåëèðîâàíèÿ ñèñòåìû
ìèêðîòðóáî÷åê â õîäå ýíäîöèòîçà ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ
êîìïëåêñîâ. Íåñìîòðÿ íà ïðèñòàëüíûé èíòåðåñ ê ðîëè
ðàçëè÷íûõ êîìïîíåíòîâ öèòîñêåëåòà, â òîì ÷èñëå ÌÒ, â
òðàíñïîðòíûõ ïðîöåññàõ, ðàíåå î ïîäîáíûõ èçìåíåíèÿõ
íå ñîîáùàëîñü. Íà íàø âçãëÿä, òîìó ñóùåñòâóåò ðÿä ïðè-
÷èí. Âî-ïåðâûõ, ÌÒ ðàññìàòðèâàëèñü â ñâåòå ïðåäñòàâ-
ëåíèé î íèõ êàê î âûñîêîäèíàìè÷íûõ â ñìûñëå óêîðî÷å-
íèÿ—óäëèíåíèÿ, íî îòíîñèòåëüíî ñòàáèëüíûõ ïàññèâ-
íûõ «ðåëüñàõ», ïî êîòîðûì ìîòîðíûå áåëêè «âîçÿò»
òðàíñïîðòíûå âåçèêóëû (Murray, Wolkoff, 2003). Âî-âòî-
ðûõ, îñíîâíîé îáúåì ðàáîò ïî àíàëèçó ðîëè ÌÒ â òðàíñ-
ïîðòíûõ ïðîöåññàõ áûë âûïîëíåí ïîñëå ïîÿâëåíèÿ ìå-
òîäîâ, ïîçâîëÿþùèõ ñëåäèòü çà ïîâåäåíèåì ôëóîðåñöåíò-
íûõ ïðîèçâîäíûõ ðàçíûõ áåëêîâ â æèâîé êëåòêå â ðå-

æèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè (Ichikawa et al., 2000; Barbero
et al., 2002; Clarke et al., 2002; Waguri et al., 2003). Òåì íå
ìåíåå â òàêèõ èññëåäîâàíèÿõ, êàê ïðàâèëî, èç-çà íåîáõî-
äèìîñòè êîìïüþòåðíîé îáðàáîòêè ñëèøêîì áîëüøèõ
ìàññèâîâ äàííûõ è äðóãèõ òåõíè÷åñêèõ òðóäíîñòåé îãðà-
íè÷èâàëèñü îòíîñèòåëüíî êîðîòêèìè îòðåçêàìè âðåìåíè
(10—20 ìèí), êîòîðûå íå ïîêðûâàëè âåñü ïåðèîä ýíäî-
öèòîçà (äî 2 ÷). Îñíîâíîé çàäà÷åé òàêèõ ðàáîò ÿâëÿëîñü
äîêàçàòåëüñòâî ñàìîé âîçìîæíîñòè ïåðåìåùåíèÿ âåçè-
êóë ïî ÌÒ ëèáî ó÷àñòêè òîãî èëè èíîãî áåëêà âî âçàèìî-
äåéñòâèè ÌÒ ñ ýíäîñîìàìè. Â-òðåòüèõ, ýêñïåðèìåíòû ñ
ïðèìåíåíèåì èììóíîôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè ïðî-
âîäèëè â îñíîâíîì â ñîîòâåòñòâèè ñî ñõåìîé áåç ïðåäâà-
ðèòåëüíîãî ñâÿçûâàíèÿ è ñîîòâåòñòâåííî îõëàæäåíèÿ
êëåòîê, òîãäà êàê ýêñïåðèìåíòû ïî äèíàìèêå êîìïàðò-
ìåíòàëèçàöèè ñ ïðèìåíåíèåì ðàäèîàêòèâíî ìå÷åííûõ
ëèãàíäîâ ïðàêòè÷åñêè âñåãäà âêëþ÷àëè â ñåáÿ ñèíõðîíè-
çàöèþ ïðîöåññà ñ ïîìîùüþ ïðåäâàðèòåëüíîãî ñâÿçûâà-
íèÿ. Â ïåðâîì ñëó÷àå ñèòóàöèÿ áîëåå áëèçêà ê ôèçèîëî-
ãè÷åñêîé, îäíàêî ñëåäóåò ó÷åñòü, ÷òî ïðè ïîñòîÿííîì
ïðèñóòñòâèè ÝÔÐ â ñðåäå ñâÿçûâàíèå è èíòåðíàëèçàöèÿ
ïðîèñõîäÿò ïàðàëëåëüíî è â åäèíèöó âðåìåíè êàæäûé
ýòàï ýíäîöèòîçà ïðîõîäèò ãîðàçäî ìåíüøå ìîëåêóë ðå-
öåïòîðà. Òåì íå ìåíåå è ïðè òàêîé ïîñòàíîâêå îïûòîâ
ìû ôèêñèðîâàëè õîòÿ è ìåíåå âûðàæåííûå, îäíàêî çà-
ìåòíûå èçìåíåíèÿ ñèñòåìû ÌÒ, ïîäîáíûå îïèñàííûì
(äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû). Â íàøåé ñîáñòâåííîé ïðàêòè-
êå ìû íå ðàç èìåëè âîçìîæíîñòü ñðàâíèòü ðåçóëüòàòû
îïûòîâ â äâóõ ðàçëè÷íûõ àðàíæèðîâêàõ è ìîæåì óòâåð-
æäàòü, ÷òî â îáîèõ ñëó÷àÿõ ïðèíöèïèàëüíî õîä ýíäîöè-
òîçà áûë îäèíàêîâ, îäíàêî ïðè ïðèìåíåíèè ïðåäâàðèòå-
ëüíîãî ñâÿçûâàíèÿ ñîðòèðîâêà èç ðàííèõ ýíäîñîì â
ïîçäíèå ïðîõîäèëà ýôôåêòèâíåå, à ïîñëåäóþùàÿ äåãðà-
äàöèÿ ÝÔÐ è åãî ðåöåïòîðà â ëèçîñîìàõ — áûñòðåå (äàí-
íûå íå ïðåäñòàâëåíû). Õîòÿ íåëüçÿ èñêëþ÷àòü âîçìîæíî-
ñòè òîãî, ÷òî âîññòàíîâèâøèåñÿ ïîñëå õîëîäà ÌÒ îòëè÷à-
þòñÿ îò ÌÒ â êëåòêàõ, íå ïîäâåðãàâøèõñÿ îõëàæäåíèþ,
âûøåèçëîæåííûå ñîîáðàæåíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó
òîãî, ÷òî îõëàæäåíèå—íàãðåâàíèå ðàáîòàåò êàê ñèíõðî-
íèçàòîð ìîëåêóëÿðíûõ ïðîöåññîâ, â íîðìå ïðîòåêàþùèõ
â õîäå ýíäîöèòîçà, è íå âíîñèò çíà÷èòåëüíîãî «âîçìóùå-
íèÿ» â èçó÷àåìûé ïðîöåññ. Ê òîìó æå, ïî èìåþùèìñÿ
äàííûì, ÌÒ çàÿêîðèâàþò ýíäîñîìû íà îòíîñèòåëüíî
ïîçäíèõ ñòàäèÿõ (÷åðåç 15—20 ìèí), äî ýòîãî ìîìåíòà âñå
ñîáûòèÿ ñîðòèðîâêè ïðîòåêàþò â îñíîâíîì â ïåðèôåðè÷å-
ñêèõ ðàííèõ ýíäîñîìàõ (Novikoff et al., 1996).

Âîçìîæíîñòü òîãî, ÷òî ïî êðàéíåé ìåðå ÷àñòè÷íàÿ
äåïîëèìåðèçàöèÿ ÌÒ ïðîèñõîäèò â íîðìå â îïðåäåëåí-
íûé ìîìåíò ïîñëå ñòèìóëÿöèè êëåòîê ÝÔÐ, êðàéíå ïðè-
âëåêàòåëüíà äëÿ îáúÿñíåíèÿ ðÿäà íàáëþäàåìûõ ÿâëåíèé.
Â ñâåòå ýòèõ äàííûõ îòíîñèòåëüíàÿ íå÷óâñòâèòåëüíîñòü
ëèçîñîìíîãî ïðîöåññèíãà ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ
ê îáðàáîòêå íîêîäàçîëîì ïåðåñòàåò áûòü ïàðàäîêñàëü-
íîé. Âî-âòîðûõ, öåëûé ðÿä ñèãíàëüíûé ìîëåêóë è òðàíñ-
êðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, ïåðåìåùàþùèõñÿ â ÿäðî ïðè
ñòèìóëÿöèè êëåòîê ÝÔÐ, àññîöèèðîâàí ñ ìèêðîòðóáî÷-
êàìè. Òàê, MAPK, Raf-1, STAT-áåëêè íàõîäÿòñÿ â êîìï-
ëåêñå ñ àêòèâèðîâàííûì ðåöåïòîðîì ÝÔÐ, ëîêàëèçîâàí-
íûì â ýíäîñîìàõ, è ïóòåøåñòâóþò âìåñòå ñ íèì ê ÿäðó
ïî ìèêðîòðóáî÷êàì (Âàñèëåíêî è äð., 1998; Zang et al.,
2001; Lopez-Perez, Salazar, 2006). Èçâåñòíî, ÷òî òðàíñ-
êðèïöèîííûé ôàêòîð NF-êB àññîöèèðîâàí ñ ÌÒ è àêòè-
âèðóåòñÿ ïðè äåéñòâèè ÝÔÐ. Îáðàáîòêà êëåòîê íîêîäà-
çîëîì âëèÿåò íà åãî àêòèâíîñòü, à òàêæå ñòèìóëèðóåò àê-
òèâíîñòü òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà AP-1/c-fos (Ivanova
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et al., 2001). Ñîîáùàëîñü, ÷òî äåéñòâèå âèíáëàñòèíà ïðè-
âîäèò ê òðàíñïîðòó NF-êB â ÿäðî è àêòèâàöèè ýêñïðåñ-
ñèè çàâèñèìûõ îò íåãî ãåíîâ (Wang, McDonald, 2004).
Íîêîäàçîë áëîêèðîâàë òðàíñëîêàöèþ STAT1 â ÿäðî (Âà-
ñèëåíêî è äð., 1998). Ôèçèîëîãè÷åñêè ìîäóëèðóåìàÿ äå-
ïîëèìåðèçàöèÿ—ðåïîëèìåðèçàöèÿ ÌÒ ìîæåò â ýòèõ
ñëó÷àÿõ áûòü òåì ìåõàíèçìîì, êîòîðûé ðåãóëèðóåò ïå-
ðåìåùåíèå ñèãíàëüíûõ ìîëåêóë â ÿäðî è àêòèâàöèþ ðàí-
íèõ îòâåòîâ êëåòêè íà ðîñòîâîé ôàêòîð «â íóæíîì ìåñòå
â íóæíîå âðåìÿ». Îá èçìåíåíèè óðîâíÿ ÝÔÐ-ñòèìóëèðó-
åìîé ýêñïðåññèè c-myc ïðè äåéñòâèè äåïîëèìåðèçóþ-
ùèõ àãåíòîâ ñîîáùàëîñü â ðàáîòå ãðóïïû Áðèàíà (Bour-
garel-Rey et al., 2000).

Îäíèì èç ñóùåñòâåííûõ âîïðîñîâ ÿâëÿåòñÿ ñïåöè-
ôè÷íîñòü äàííîãî ôåíîìåíà. Êîñâåííûì óêàçàíèåì íà
ñóùåñòâîâàíèå ñïåöèôè÷íîñòè ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî â êëåòêà,
ýêñïðåññèðóþùèõ ìóòàíòíûé ðåöåïòîð ñî ñíèæåííîé
ñïîñîáíîñòüþ ñîðòèðîâàòüñÿ â ïîçäíèå ýíäîñîìû è äî-
ñòàâëÿòüñÿ çàòåì â ëèçîñîìû, íèêîãäà íå îáðàçóåòñÿ
êðóïíûõ êîíãëîìåðàòîâ ýíäîñîì—ëèçîñîì, ëîêàëèçî-
âàííûõ â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè. Âìåñòî ýòîãî ìóòàíò-
íûé ðåöåïòîð âûÿâëÿåòñÿ ëèáî â ýíäîñîìàõ, ðàñïðåäå-
ëåííûõ ïî âñåé êëåòêå, ëèáî â áîëåå êðóïíûõ, íî èçîëè-
ðîâàííûõ âåçèêóëàõ, ðàñïîëàãàþùèõñÿ êîëüöîì âîêðóã
ÿäðà (Ñîêîëîâà è äð., 1998). Âîïðîñ î ñïåöèôè÷íîñòè
îïèñàííîãî ôåíîìåíà è î ìåõàíèçìàõ, ëåæàùèõ â åãî
îñíîâå, íóæäàåòñÿ â äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèÿõ.

Ðàáîòà ÷àñòè÷íî âûïîëíåíà íà ñðåäñòâà, ïðåäîñòàâ-
ëåííûå Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé (ïðîåêò 06-04-49046), à òàêæå íà ñðåäñòâà ãðàíòà
ÐÈ-16.0 /0010-3 è Ãîñóäàðñòâåííîãî êîíòðàêòà
¹ 02.445.11.7337 «Âíóòðèêëåòî÷íàÿ ñèãíàëèçàöèÿ â íîð-
ìàëüíûõ, îïóõîëåâûõ è ñòâîëîâûõ êëåòêàõ».
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REMODELING OF MICROTUBULE SYSTEM DURING EGF RECEPTOR ENDOCYTOSIS
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The idea of microtubules (MTs) as of passive railway tracks, along which transport vesicles travel by use of
motor proteins, is widely accepted. In the present work the organization of MT system during EGF-receptor en-
docytosis was investigated by indirect double immunofluorescence in HeLa and A431 cell lines. Stimulation of
cells with EGF resulted in formation of EGF receptor-containing peripheral vesicular endosomes. During time
course of endocytosis the endosomes tended to concentrate in juxtranuclear region close to MTOC. This translo-
cation was dependent on MTs since nocodazole treatment resulted in endosomes’ scattering throughout the cy-
toplasm. Parallel staining of the cells with tubulin antibody has revealed significant remodeling of MTs organi-
zation during endocytosis. At early stages MTs demonstrated slight retraction at the cell periphery and the incre-
asing intensity of tubulin fluorescence in the juxtranuclear region. Later on, long individual MTs disappeared
and peripheral cytoplasm show diffuse staining in combination with a meshwork of short MT fragments. This
stage correlated with EGFR localization in juxtranuclear endosomes. Disappearance of EGFR-positive staining
due to its lysosomal degradation occurred in parallel to reestablishment of radial MT system. Possible functional
significance of described alterations in organization of tubulin cytoskeleton is discussed.
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