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Àöåòèëèðîâàíèå ìèêðîòðóáî÷åê â õîäå ýíäîöèòîçà ðåöåïòîðà ÝÔÐ

Ìåòîäîì èììóíîôëóîðåñöåíòíîé êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè èçó÷àëè àöåòèëèðîâàíèå ìèêðîòðó-
áî÷åê (ÌÒ) â õîäå ýíäîöèòîçà ðåöåïòîðà ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà, c-ErbB1. Îáíàðóæåíî, ÷òî ñòè-
ìóëÿöèÿ ýíäîöèòîçà c-ErbB1 ïðè îáðàçîâàíèè åãî êîìïëåêñà ñ ýïèäåðìàëüíûì ôàêòîðîì ðîñòà (ÝÔÐ)
ïðèâîäèò ê ïîñòåïåííîìó óâåëè÷åíèþ àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ, äîñòèãàþùåãî ìàêñèìóìà ÷åðåç 60—90 ìèí
è çàòåì ñíèæàþùåãîñÿ äî êîíòðîëüíîãî óðîâíÿ. Ðåöåïòîðñîäåðæàùèå ýíäîñîìû ïðè ýòîì ïîñòåïåííî
óêðóïíÿþòñÿ è ïåðåðàñïðåäåëÿþòñÿ â îêîëîÿäåðíóþ îáëàñòü. ×åðåç 60—90 ìèí êðóïíûå ýíäîñîìû ôîð-
ìèðóþò ïëîòíûå êëàñòåðû âîêðóã öåíòðà îðãàíèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê (ÖÎÌÒ). Äðóãîé íàòèâíûé ëè-
ãàíä c-ErbB1, òðàíñôîðìèðóþùèé ôàêòîð ðîñòà-a (ÒÔÐ-a), â îòëè÷èå îò ÝÔÐ âûçûâàþùèé ðåöèêëèðî-
âàíèå ðåöåïòîðà, òàêæå èíèöèèðóåò âîëíó àöåòèëèðîâàíèÿ, íî ýôôåêò âûðàæåí ñëàáåå è ýíäîñîìû â
ýòîì ñëó÷àå íå óêðóïíÿþòñÿ è íå ôîðìèðóþò ïëîòíûõ ñêîïëåíèé â îáëàñòè ÖÎÌÒ. Îáðàáîòêà êëåòîê
èíãèáèòîðîì äåàöåòèëàç òðèõîñòàòèíîì À (TSA) ïðèâîäèò ê ïîëíîìó àöåòèëèðîâàíèþ âñåé ïîïóëÿöèè
ÌÒ â êëåòêå. Â ýòèõ óñëîâèÿõ òðàíñëîêàöèÿ ýíäîñîì, ñîäåðæàùèõ êîìïëåêñ ErbB1 ñ ÝÔÐ, íîñèò òàêîé
æå õàðàêòåð, êàê è â íå îáðàáîòàííûõ èíãèáèòîðîì êëåòêàõ, îäíàêî ðàçìåð ýíäîñîì íå óâåëè÷èâàåòñÿ ïî
ìåðå èõ ïåðåìåùåíèÿ â îêîëîÿäåðíóþ îáëàñòü. Àöåòèëèðîâàíèå îñîáåííî ÿðêî âûðàæåíî íà ñèëüíî èñê-
ðèâëåííûõ ó÷àñòêàõ ÌÒ, ðàñïîëàãàþùèõñÿ áëèæå ê ÖÎÌÒ è ôîðìèðóþùèõ òàì ïëîòíóþ ñïóòàííóþ
ñåòü, òîãäà êàê ïåðèôåðè÷åñêèå ïëþñ-êîíöû ÌÒ â îñíîâíîì ïðÿìûå è íå ìîäèôèöèðîâàíû. Ïîëó÷åííûå
äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî àöåòèëèðîâàíèå ÌÒ íå ÿâëÿåòñÿ êðèòè÷íûì äëÿ ïðåèìóùåñòâåííî-
ãî ñâÿçûâàíèÿ äèíåèíà èëè êèíåçèíà è ñîîòâåòñòâåííî äëÿ îðãàíèçàöèè ïåðåìåùåíèÿ ýíäîñîì â îïðåäå-
ëåííîì íàïðàâëåíèè, à ñâÿçàíî ñî ñòàáèëèçàöèåé îïðåäåëåííîãî ïóëà ÌÒ, êîòîðûå ïîääåðæèâàþò ãîìî-
òèïè÷åñêîå ñëèÿíèå ýíäîñîì íà ðàííèõ ñòàäèÿõ èõ ñîçðåâàíèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýíäîöèòîç, c-ErbB1, ÝÔÐ, ÒÔÐ-a, ýíäîñîìû, ìèêðîòðóáî÷êè, àöåòèëèðîâàíèå,
TSA.

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

Ìèêðîòðóáî÷êè (ÌÒ) — îäèí èç òðåõ îñíîâíûõ òè-
ïîâ öèòîñêåëåòà êëåòîê — ñîñòîÿò èç äèìåðîâ àëüôà- è
áåòà-òóáóëèíà, îðãàíèçîâàííûõ â ïðîòîôèëàìåíòû ïî
ïðèíöèïó «ãîëîâà—õâîñò». Çà ñ÷åò ëàòåðàëüíûõ âçàèìî-
äåéñòâèé äðóã ñ äðóãîì 13 ïðîòîôèëàìåíòîâ îáðàçîâûâà-
þò ïîëûé öèëèíäð, èëè òðóáî÷êó (Fosket, Morejohn,
1992). ÌÒ ó÷àñòâóþò â ïîääåðæàíèè ôîðìû êëåòêè, îïî-
ñðåäóþò êëåòî÷íóþ ïîäâèæíîñòü, â ìèòîçå ôîðìèðóþò
âåðåòåíî äåëåíèÿ. Ñ ïîìîùüþ ìîòîðíûõ áåëêîâ — êèíå-
çèíîâ è äèíåèíà — ïî ÌÒ òðàíñïîðòèðóþòñÿ êëåòî÷íûå
îðãàíåëëû è êðóïíûå ìîëåêóëÿðíûå êîìïëåêñû (Pierre et
al., 1992; Prahlad et al., 1998; Kanai et al., 2004).

Âî ìíîãèõ òèïàõ êëåòîê ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî
ÌÒ â èíòåðôàçå îáðàçóåò ðàäèàëüíóþ ñèñòåìó, ñõîäÿ-
ùóþñÿ â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè â òî÷êå, íàçûâàåìîé öåíò-
ðîì îðãàíèçàöèè ÌÒ (ÖÎÌÒ), êîòîðàÿ îáû÷íî ñîäåðæèò
öåíòðîñîìó. Îäíàêî â êëåòêàõ ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü è
ÌÒ, íå çàêðåïëåííûå â ÖÎÌÒ (Vorobjev et al., 1997; Áóðà-
êîâ, Íàäåæäèíà, 2006). ÌÒ — âûñîêîäèíàìè÷íûå ñòðóê-

òóðû, ñïîñîáíûå áûñòðî èçìåíÿòü ñâîþ äëèíó çà ñ÷åò
öèêëîâ ïîëèìåðèçàöèè—äåïîëèìåðèçàöèè ïåðèôåðè÷å-
ñêîãî, èëè ïëþñ-êîíöà, è äåïîëèìåðèçàöèè ìèíóñ-êîíöà,
îáû÷íî çàÿêîðåííîãî íà öåíòðîñîìå (Kirschner, Mitchi-
son, 1986). Î÷åâèäíî, ÷òî «äèíàìè÷åñêàÿ íåñòàáèëü-
íîñòü» ÌÒ â èíòåðôàçå ïîçâîëÿåò îñóùåñòâëÿòü áûñòðûå
ðåîðãàíèçàöèè âñåé ñèñòåìû, íàïðèìåð â õîäå óñòàíîâëå-
íèÿ ïîëÿðèçàöèè èëè ïðè äâèæåíèè êëåòêè ïî ñóáñòðàòó,
à òàêæå ïîâûøàåò âåðîÿòíîñòü âçàèìîäåéñòâèÿ ïëþñ-êîí-
öà ÌÒ ñ âíóòðèêëåòî÷íûìè ìèøåíÿìè, òàêèìè êàê õðî-
ìîñîìû, âåçèêóëû, êðóïíûå ìîëåêóëÿðíûå êîìïëåêñû
è äð. (Lomakin et al., 2009).

Íàðÿäó ñ äèíàìè÷íûìè ÌÒ, Ò1/2 êîòîðûõ ñîñòàâëÿåò
îò 5 äî 15 ìèí, â êëåòêàõ ñóùåñòâóþò è ñòàáèëüíûå ïóëû
ÌÒ, ñóùåñòâóþùèå â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ÷àñîâ (Verhey,
Gaertig, 2007). Õîòÿ ìåõàíèçìû âîçíèêíîâåíèÿ è ôóíêöèè
ñòàáèëüíûõ ÌÒ â êëåòêå íåèçâåñòíû, èõ õàðàêòåðíîé ÷åð-
òîé ÿâëÿåòñÿ öåëûé ðÿä ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêà-
öèé. Íàïðèìåð, äëÿ a-òóáóëèíà îïèñàíû àöåòèëèðîâàíèå
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ïî îñòàòêó ëèçèíà40 (Lys40), óäàëåíèå Ñ-êîíöåâîãî
îñòàòêà òèðîçèíà (äåòèðîçèíèðîâàíèå), ôîñôîðèëèðîâà-
íèå è äð. (Verhey, Gaertig, 2007). Â çàâèñèìîñòè îò òèïà
êëåòîê ðàçëè÷íûì ìîäèôèêàöèÿì ìîãóò ïîäâåðãàòüñÿ êàê
îäíà è òà æå ÌÒ, òàê è èõ ðàçëè÷íûå ñóáïîïóëÿöèè. Áîëåå
òîãî, «íàáîð» âîçìîæíûõ ìîäèôèêàöèé â êëåòêå ìîæåò
ðàçëè÷àòüñÿ: òàê, ñîîáùàëîñü, ÷òî â êëåòêàõ HeLa, ðàñòó-
ùèõ â ïðèñóòñòâèè ñûâîðîòêè, âûÿâëÿþòñÿ àöåòèëèðî-
âàííûå ÌÒ, à äåòèðîçèíèðîâàííûå ïðàêòè÷åñêè îòñóòñò-
âóþò, òîãäà êàê â êëåòêàõ Ptk-2 ðåàëèçóåòñÿ îáðàòíàÿ ñè-
òóàöèÿ (Bulinski et al., 1988). Äàííûå îòíîñèòåëüíî
çíà÷åíèÿ òîé èëè èíîé ìîäèôèêàöèè äëÿ æèçíè êëåòêè
âåñüìà íåïîëíû è ïðîòèâîðå÷èâû, õîòÿ ñóùåñòâóåò êîí-
ñåíñóñ îòíîñèòåëüíî òîãî, ÷òî ñàìè ïî ñåáå ìîäèôèêàöèè
ÿâëÿþòñÿ íå ïðè÷èíîé ñòàáèëèçàöèè ÌÒ, à åå ñëåäñòâèåì.

Îäíîé èç èíòåíñèâíî ðàçðàáàòûâàåìûõ â íàñòîÿùåå
âðåìÿ ãèïîòåç ÿâëÿåòñÿ ó÷àñòèå ñòàáèëüíûõ ÌÒ â òðàíñ-
ïîðòíûõ ïðîöåññàõ. Ýòî ïðåäïîëîæåíèå ïîäòâåðæäàåòñÿ
äàííûìè î ïðåèìóùåñòâåííûõ âçàèìîäåéñòâèÿõ ìîòîð-
íûõ áåëêîâ ñ îïðåäåëåííûì îáðàçîì ìîäèôèöèðîâàííû-
ìè ÌÒ. Äåéñòâèòåëüíî, êîíêðåòíàÿ ìîäèôèêàöèÿ ìîæåò
äèêòîâàòü ïðåäïî÷òèòåëüíîå ñâÿçûâàíèå îïðåäåëåííûõ
èçîôîðì êèíåçèíà èëè äèíåèíà ñ ÌÒ, òåì ñàìûì îáåñ-
ïå÷èâàÿ äîïîëíèòåëüíûé óðîâåíü ñïåöèôè÷íîñòè òðàíñ-
ïîðòíûõ ïðîöåññîâ. Îäíàêî è ýòè äàííûå ïîëíû ïðî-
òèâîðå÷èé. Òàê, â ðÿäå ðàáîò (Reed et al., 2006; Cai, 2009)
äåëàåòñÿ âûâîä î òîì, ÷òî àöåòèëèðîâàííûå ÌÒ ïðåäïî÷-
òèòåëüíî óçíàþòñÿ êèíåçèíàìè (ò. å. ïîääåðæèâàþò
òðàíñïîðò ê ïëþñ-êîíöó ÌÒ, íà ïåðèôåðèþ êëåòêè), òîã-
äà êàê â äðóãèõ èññëåäîâàíèÿõ óòâåðæäàåòñÿ, ÷òî ìè-
íóñ-êîíöåâîé ìîòîð äèíåèí ïðîÿâëÿåò ïîâûøåííîå ñðîä-
ñòâî ê àöåòèëèðîâàííîìó òóáóëèíó è èìåííî äèíåèíçàâè-
ñèìûé òðàíñïîðò óñêîðÿåòñÿ ïðè ýòîé ìîäèôèêàöèè
(Verhey, Gaertig, 2007; Vaughan et al., 2008). Â òî æå âðåìÿ
ñîîáùàåòñÿ, ÷òî êèíåçèí-1 ïðåäïî÷èòàåò àöåòèëèðîâàí-
íûì ÌÒ äåòèðîçèíèðîâàííûå (Dunn et al., 2007) è ÷òî ýê-
ñïîðò ðåöåïòîðà òðàíñôåððèíà èç îêîëîÿäåðíîãî ðåöèê-
ëèðóþùåãî êîìïàðòìåíòà çàâèñèò îò äåòèðîçèíèðîâàí-
íûõ ÌÒ è êèíåçèíà (Lin et al., 2002).

Ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ âû-
ÿñíåíèþ ðîëè, â ÷àñòíîñòè, àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ, âûïîëíå-
íî ëèáî íà êëåòêàõ, êóëüòèâèðóåìûõ â ïðèñóòñòâèè ñûâî-
ðîòêè (ò. å. ïîñòîÿííî ïîäâåðæåííûõ âîçäåéñòâèþ öåëîé
ïàëèòðû ýíäîãåííûõ ñòèìóëÿòîðîâ ðàçíîîáðàçíûõ âíóò-
ðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ), ëèáî ñ èñïîëüçîâàíè-
åì èíãèáèòîðîâ, õèìè÷åñêè èëè ãåíåòè÷åñêè ïîäàâëÿþ-
ùèõ ôåðìåíò, äåàöåòèëèðóþùèé ÌÒ (HDAC6), èëè ìî-
òîðíûå áåëêè. Îäíèì èç ñëåäñòâèé òàêèõ ïîäõîäîâ ìîæåò
áûòü èçìåíåíèå ðåàëüíîé äèíàìèêè ïðîöåññîâ ìîäèôèêà-
öèè òóáóëèíà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ñòàíîâèòñÿ íåâîçìîæíûì
ñîîòíåñòè äåéñòâèå êîíêðåòíîãî ïðèðîäíîãî ñòèìóëà (ðî-
ñòîâîãî ôàêòîðà, ãîðìîíà è ò. ä.) è äèíàìèêó, ñòåïåíü è
õàðàêòåð àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ. Ëîãè÷íî ïðåäïîëîæèòü òåì
íå ìåíåå, ÷òî â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ âðåìÿ, ïðîäîë-
æèòåëüíîñòü è èíòåíñèâíîñòü àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ êîíò-
ðîëèðóþòñÿ îïðåäåëåííûìè ñèãíàëüíûìè ïóòÿìè, îäíàêî
î÷åíü ìàëî èçâåñòíî î òîì, êàêèå èìåííî ñèãíàëû è êà-
êèì îáðàçîì ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â ýòîì ïðîöåññå (Gunder-
sen et al., 1994). Ñêàçàííîå â ïîëíîé ìåðå îòíîñèòñÿ ê òà-
êèì ðåãóëÿòîðàì æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòîê, êàê ïåïòèä-
íûå ðîñòîâûå ôàêòîðû, âîçäåéñòâèå êîòîðûõ íà êëåòêó
îïîñðåäóåòñÿ òðàíñìåìáðàííûìè ðåöåïòîðàìè, ñîäåðæà-
ùèìè öèòîïëàçìàòè÷åñêèé òèðîçèíêèíàçíûé äîìåí.

Ðåöåïòîð ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà, èëè
c-ErbB1, ïåðâûé èç ÷åòûðåõ èäåíòèôèöèðîâàííûõ òðàíñ-

ìåìáðàííûõ òèðîçèíêèíàçíûõ ðåöåïòîðîâ ñåìåéñòâà
ñ-ErbB, øèðîêî ýêñïðåññèðóåòñÿ â êëåòêàõ ðàçëè÷íîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ. Ôîðìèðîâàíèå êîìïëåêñà ðåöåïòîðà ñ
ëèãàíäîì íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè ïðèâîäèò êàê ê àêòè-
âàöèè ðåöåïòîðíîé òèðîçèíêèíàçû è èíèöèàöèè ðÿäà
ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ, òàê è ê ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ëè-
ãàíä-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ. Â õîäå ýòîãî ïðîöåññà ðå-
öåïòîðñîäåðæàùèå ýíäîñîìû çàÿêîðèâàþòñÿ íà ïëþñ-
êîíöå ÌÒ è íà÷èíàþò äèíåèíçàâèñèìîå ïåðåìåùåíèå ïî
ÌÒ ê åå ìèíóc-êîíöó. Îêîí÷àòåëüíàÿ ñóäüáà ðåöåïòîðà
çàâèñèò îò òîãî, ñ êàêèì ëèãàíäîì áûë îáðàçîâàí êîìï-
ëåêñ (Ebner, Derynck, 1991; Stein, Staros, 2006). Ñ-ErbB1
èìååò íåñêîëüêî íàòèâíûõ ëèãàíäîâ, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî
ñâîèì ñâîéñòâàì. Òàê, íàïðèìåð, ÒÔÐ-a è ÝÔÐ, ñâÿçûâà-
ÿñü ñ ðåöåïòîðîì ñ îäèíàêîâîé àôôèííîñòüþ, äèññîöèè-
ðóþò èç êîìïëåêñà ïðè ðàçíûõ çíà÷åíèÿõ ðÍ (ïðè
6.5—6.0 è <5.0 ñîîòâåòñòâåííî). Ýíäîñîìû ïî ìåðå ïðî-
äâèæåíèÿ ïî ýíäîöèòîçíîìó ïóòè çàêèñëÿþòñÿ, â ðåçóëü-
òàòå ÒÔÐ-a äèññîöèèðóåò ðàíüøå, ÷åì ÝÔÐ. Ïîñêîëüêó
äèññîöèàöèÿ ïðèâîäèò ê áûñòðîé äåàêòèâàöèè òèðîçèí-
êèíàçû ðåöåïòîðà, íåîáõîäèìîé äëÿ óáèêâèòèíçàâèñèìîé
äîñòàâêè åãî â ëèçîñîìû, ðåöåïòîð, ñòèìóëèðîâàííûé
ÒÔÐ-a, ïðåèìóùåñòâåííî ðåöèêëèðóåò èç ýíäîñîì, òîãäà
êàê ðåöåïòîð â êîìïëåêñå ñ ÝÔÐ ïðîõîäèò âåñü ïóòü èç
ðàííèõ â ïîçäíèå ýíäîñîìû è ïîïàäàåò â ëèçîñîìû, ãäå è
äåãðàäèðóåò (Ebner, Derynck, 1991).

Òàêèì îáðàçîì, ñèñòåìà «ñ-ErbB1—ëèãàíä» ÿâëÿåòñÿ
óäîáíîé ìîäåëüþ ëèãàíäñòèìóëèðóåìîãî ýíäîöèòîçà, â
õîäå êîòîðîãî îñóùåñòâëÿåòñÿ êàê äèíåèíçàâèñèìûé
òðàíñïîðò â îêîëîÿäåðíóþ îáëàñòü, òàê è êèíåçèíçàâèñè-
ìîå ðåöèêëèðîâàíèå â îáðàòíîì íàïðàâëåíèè.

Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â òîì, ÷òîáû âûÿñ-
íèòü, âëèÿåò ëè ñòèìóëÿöèÿ ýíäîöèòîçà ðåöåïòîðà
c-ErbB1 â êëåòêàõ HeLa íà àöåòèëèðîâàíèå ÌÒ, à åñëè äà,
òî êàêèì îáðàçîì. Èñïîëüçîâàíèå ÝÔÐ è ÒÔÐ-a, íàòèâ-
íûõ ëèãàíäîâ, íàïðàâëÿþùèõ ðåöåïòîð ïðåèìóùåñòâåííî
íà ïóòü ëèçîñîìíîé äåãðàäàöèè èëè ðåöèêëèðîâàíèÿ, â
êîìáèíàöèè ñ TSA, èíãèáèòîðîì äåàöåòèëàçû HDAC6,
áûëî âûáðàíî â êà÷åñòâå ôèçèîëîãè÷åñêè ðåëåâàíòíîãî
ïîäõîäà äëÿ ïîèñêà îòâåòà íà âîïðîñ î òîì, êàêèå èìåííî
ñòàäèè ýíäîöèòîçà ìîãóò êîððåëèðîâàòü ñ àöåòèëèðîâàíè-
åì ÌÒ.

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 èñïîëüçî-
âàëè êëåòêè HeLa, ïîëó÷åííûå èç Åâðîïåéñêîé êîëëåê-
öèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå
ÄÌÅÌ ñ äîáàâëåíèåì 10 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè ïðè
37 °Ñ â ÑÎ2-èíêóáàòîðå. Äëÿ îïûòîâ ïî èììóíîôëóîðåñ-
öåíöèè ïîêðîâíûå ñòåêëà ðàçìåðîì 8�8 ìì ïîìåùàëè â
ïëàñòèêîâûå ÷àøêè Ïåòðè. Êëåòêè âûðàùèâàëè 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 ðåöåï-
òîðàìè ìîíîñëîéíûå êóëüòóðû êëåòîê èíêóáèðîâàëè
â ðàáî÷åé ñðåäå Èãëà, ñîäåðæàùåé 0.1 % ÁÑÀ è 20 ìÌ
HEPES, pH 7.4, ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 60 ìèí â ïðèñóòñòâèè
ÝÔÐ èëè TÔÐ-a â êîíöåíòðàöèè 25 íã/ìë. Ïîñëå 5-êðàòíîé
îòìûâêè PBS îò íåñâÿçàâøåãîñÿ ðîñòîâîãî ôàêòîðà ýíäî-
öèòîç ñòèìóëèðîâàëè ïåðåâîäîì êëåòîê â ðàáî÷óþ ñðåäó,
íå ñîäåðæàùóþ ëèãàíäà, ïðè 37 °Ñ íà óêàçàííîå âðåìÿ.

Àöåòèëèðîâàíèå ìèêðîòðóáî÷åê â õîäå ýíäîöèòîçà ðåöåïòîðà ÝÔÐ 467



Î á ð à á î ò ê à ê ë å ò î ê T S A. Êëåòêè èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 60 ìèí ïðè 37 °Ñ â ðàáî÷åé ñðåäå, ñîäåðæàùåé
500 íã/ìë TSA (Sigma, Ãåðìàíèÿ). Âñå äàëüíåéøèå èíêó-
áàöèè (â òîì ÷èñëå õîëîäîâûå) ïðîâîäèëè ïðè ïîñòîÿí-
íîì ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà â ðàáî÷åé ñðåäå.

À í ò è ò å ë à. Äëÿ ñïåöèôè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ c-ErbB1
èñïîëüçîâàëè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà, ïîëó÷åííûå íà
ýïèòîï ýêñòðàêëåòî÷íîãî äîìåíà ðåöåïòîðà ÝÔÐ ÷åëîâå-
êà (äàð ä-ðà Ä. Òâîðîãîâà), â ðàçâåäåíèè 1 : 500. Ìîíîêëî-
íàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ a-òóáóëèíà, àöåòèë-a-òóáóëèíà
(Sigma, ÑØÀ) èñïîëüçîâàëè â ðàçâåäåíèè 1 : 2000. Â êà-
÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè êîíúþãàòû
GAR-Alexa 562 è GAM- Alexa 488 (Molecular Probes, Àíã-
ëèÿ), à òàêæå GAM-Cy3 (Jackson, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè
1 : 500. Àíòèòåëà ðàçâîäèëè â PBS pH 7.4, ñîäåðæàùåì
1 % ÁÑÀ. Äëÿ èììóíîáëîòèíãà èñïîëüçîâàëè êðîìå óïî-
ìÿíóòûõ âûøå àíòèòåëà ïðîòèâ ôîñôîòèðîçèíà pY-20
(Sigma, ÑØÀ), ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû Erk1/2 (Ñell
Signaling, ÑØÀ), â ðàçâåäåíèÿõ, ðåêîìåíäóåìûõ ôèð-
ìîé-ïðîèçâîäèòåëåì. Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë â èììó-
íîáëîòèíãå èñïîëüçîâàëè GAR-HRP è GAM-HRP (Sigma,
ÑØÀ).

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. Äëÿ ïîëó-
÷åíèÿ ëèçàòà êëåòêè îáðàáàòûâàëè ëèçèðóþùèì áóôå-
ðîì: 150 ìM NaCl, 20 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.6, 1 ìÌ EDTA,
1 ìÌ EGTA, 1%-íûé Òðèòîí X-100, êîììåð÷åñêèé êîê-
òåéëü èíãèáèòîðîâ (Sigma) è 1 ìÌ îðòîâàíàäàò íàòðèÿ.
Êîíöåíòðàöèþ áåëêà îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó Áðýäôîðä,
èñïîëüçóÿ ÁÑÀ äëÿ ïîñòðîåíèÿ êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé.
Êàæäàÿ ïðîáà ñîäåðæàëà 50 ìêã áåëêà. Ýëåêòðîôîðåòè÷å-
ñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ ëèçàòà ïðîâîäèëè â 10%-íîì ïî-
ëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè äîäåöèëñóëüôàòà íà-
òðèÿ â ìîäèôèêàöèè Ëýììëè. Èììóíîáëîòèíã ïðîâîäèëè
â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäèêîé ECL Western blotting protocol
(Amersham, Øâåöèÿ). Äëÿ óñèëåíèÿ ñèãíàëà èñïîëüçîâà-
ëè ñèñòåìó ECL (Amersham, Øâåöèÿ).

Ñ ó á ê ë å ò î ÷ í î å ô ð à ê ö è î í è ð î â à í è å â ãðàäè-
åíòå ïëîòíîñòè Ïåðêîëëà ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó, îïèñàí-
íîìó ðàíåå (Êîðíèëîâà è äð., 1987). Ýòîò ìåòîä ïîçâîëÿåò
ðàçäåëèòü ëèçîñîìû (1—3-ÿ ôðàêöèè ñî äíà ïðîáèðêè),
÷àñòè÷íî ïåðåêðûâàþùèåñÿ ñ íèìè (3—6-ÿ ôðàêöèè)
ïîçäíèå è ðàííèå ýíäîñîìû (7—9-ÿ ôðàêöèè). Ïîñëå âû-
ðàâíèâàíèÿ ôðàêöèé ïî áåëêó èõ ñìåøèâàëè ñ 5-êðàòíûì
áóôåðîì Ëýììëè è ïðîâîäèëè ýëåêòðîôîðåç è èììóíîá-
ëîòèíã, êàê îïèñàíî âûøå.

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, äâàæ-
äû ïðîìûâàëè PBS, à çàòåì ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâî-
ðîì ôîðìàëèíà (Sigma) íà PBS ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå â òå÷åíèå 15 ìèí. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè ïðîìûâàëè 5 ðàç
ïî 3 ìèí ðàñòâîðîì PBS è îáðàáàòûâàëè 15 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ðàñòâîðîì PBS, ñîäåðæàùèì
0.5%-íûé Òðèòîí X-100 (Sigma, ÑØÀ). 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 èíêó-
áèðîâàëè 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå ýòî-
ãî ïðîìûâàëè 3 ðàçà ïî 5 ìèí ðàñòâîðîì PBS, ñîäåðæà-
ùèì 0.1 % Tween 20 (BioRad, ÑØÀ). Èíêóáàöèþ ñî
âòîðûìè àíòèòåëàìè ïðîâîäèëè 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Ïîòîì ïðîìûâàëè, êàê îïèñàíî âûøå. Ïðè
äâîéíîì îêðàøèâàíèè àöåòèëèðîâàííîãî è òîòàëüíîãî
a-òóáóëèíà îêðàøèâàíèå ïðîâîäèëè ïîñëåäîâàòåëüíî. Íà
ïåðâîì ýòàïå ïðîâîäèëè îêðàøèâàíèå àöåòèë-a-òóáóëè-

íà, ïðè÷åì ïîñëå îòìûâêè îò âòîðûõ àíòèòåë ïðîâîäèëè
ôèêñàöèþ ñôîðìèðîâàâøåãîñÿ êîìïëåêñà (àöåòèëèðîâàí-
íûé òóáóëèí, ñïåöèôè÷íûå ê íåìó ïåðâûå àíòèòåëà, âòî-
ðûå àíòèòåëà GAM-cy3) â 4%-íîì ðàñòâîðå ôîðìàëèíà
(Sigma, ÑØÀ) íà PBS â òå÷åíèå 5 ìèí. Îòìûâàëè îò ôèê-
ñàòîðà 3 ðàçà ïî 3 ìèí ðàñòâîðîì PBS, çàòåì ïðîâîäèëè
îêðàøèâàíèå òîòàëüíîãî a-òóáóëèíà.

Ë à ç å ð í à ÿ ñ ê à í è ð ó þ ù à ÿ ê î í ô î ê à ë ü í à ÿ
ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Ðàñïðåäåëåíèå ôëóîðåñöåíòíîìå÷åííûõ
áåëêîâ â êëåòêàõ èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèê-
ðîñêîïà Leica TCS SL (Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Çåëåíóþ ôëóîðåñ-
öåíöèþ âîçáóæäàëè àðãîíîâûì ëàçåðîì (488 íì), êðàñ-
íóþ — He-Ne-ëàçåðîì (543 íì). Ôëóîðåñöåíöèþ íà ðàç-
íûõ äëèíàõ âîëí ñêàíèðîâàëè ðàçäåëüíî ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììû Leica Confocal Software. Ñðåç ñêàíèðîâàíèÿ âû-
áèðàëè íèæå ÿäðà èëè â íèæíåé åãî ÷àñòè, ò. å. òàì, ãäå ëî-
êàëèçóåòñÿ îñíîâíàÿ ìàññà ýíäîñîì è ÌÒ â êëåòêàõ HeLa.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à. Âñå ýêñïåðèìåí-
òû ïðîâîäèëè íå ìåíåå 3 ðàç. Äëÿ àíàëèçà âûáèðàëè êëåò-
êè 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 äâóõ ðàçíûõ ñòåêëàõ. Ñòåïåíü àöåòèëè-
ðîâàíèÿ îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ 1.40 g
(National Institute of Health, Maryland, ÑØÀ). Â ðàñ÷åò
áðàëè ïàðàìåòð «% Area» (ò. å. îöåíèâàëè äîëþ ïëîùàäè,
çàíÿòîé àöåòèëèðîâàííûì òóáóëèíîì, ïî îòíîøåíèþ ê
ïëîùàäè öåëîé êëåòêè, âûðàæåííóþ â %) ïðè óñòàíîâ-
ëåííîì ïîðîãîâîì çíà÷åíèè èíòåíñèâíîñòè 71. Â êà÷åñò-
âå ïëîùàäè âñåé êëåòêè áðàëè ïëîùàäü, çàíÿòóþ òóáóëè-
íîì. Ïîðîãîâîå çíà÷åíèå èíòåíñèâíîñòè îïðåäåëÿëè èñ-
õîäÿ èç ìàêñèìàëüíîãî ñîîòâåòñòâèÿ ìåæäó âèäèìûì
ãëàçîì è êîìïüþòåðíûì èçîáðàæåíèÿìè. ×èñëî êëåòîê,
êîòîðûå àíàëèçèðîâàëè â êàæäîé âðåìåíí*îé òî÷êå, ñî-
ñòàâëÿëî îò 19 äî 26. Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïîëó÷åííûõ
äàííûõ ïðîâîäèëè â ïðîãðàììå Microsoft © Excel 2.0, èñ-
ïîëüçóÿ êðèòåðèé Ñòüþäåíòà äëÿ íåïàðíûõ âûáîðîê ñ
ðàçíîé äèñïåðñèåé. Íà ãðàôèêå ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå
çíà÷åíèÿ ñ äîâåðèòåëüíûìè èíòåðâàëàìè.

Ðåçóëüòàòû

Èñïîëüçóåìûé íàìè ïîäõîä ñ ïðåäâàðèòåëüíûì ñâÿ-
çûâàíèåì ëèãàíäà ïðè 4 °Ñ ïîçâîëÿåò â çíà÷èòåëüíîé
ìåðå ñèíõðîíèçèðîâàòü ìîëåêóëÿðíûå ñîáûòèÿ, èíèöèè-
ðóþùèåñÿ ïðè ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà â ðåçóëüòàòå ïåðå-
âîäà êëåòîê â ñðåäó ñ òåìïåðàòóðîé 37 °Ñ. Î÷åâèäíî, ÷òî
ïðè èññëåäîâàíèè ïîâåäåíèÿ ÌÒ îõëàæäåíèå ÿâëÿåòñÿ
íåæåëàòåëüíûì ìîìåíòîì, ïîñêîëüêó â êëåòêàõ HeLa îíî
ïðèâîäèò ê äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ. Òåì íå ìåíåå ðàíåå
íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå íàãðåâàíèÿ ðàäèàëüíàÿ ñè-
ñòåìà ÌÒ âîññòàíàâëèâàåòñÿ â òå÷åíèå 5—10 ìèí è
ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûå êîìïëåêñû ïðîõîäÿò ÷åðåç òå æå ýíäî-
ñîìíûå êîìïàðòìåíòû, ÷òî è ïðè èìïóëüñíîì äîáàâëå-
íèè ÝÔÐ. Îñíîâíîå îòëè÷èå ñîñòîèò â òîì, ÷òî ïåðåõîä
èç ðàííèõ â ïîçäíèå ýíäîñîìû è çàòåì â ëèçîñîìû îñóùå-
ñòâëÿåòñÿ ìåäëåííåå, íî ñèíõðîíèçèðîâàííî (Êîðíèëîâà
è äð., 1987; Diaz et al., 1991). Â ðåçóëüòàòå ñòàíîâèòñÿ âîç-
ìîæíûì äîñòîâåðíî âûÿâëÿòü îòíîñèòåëüíî íåáîëüøèå
èçìåíåíèÿ, â èíîì ñëó÷àå òåðÿþùèåñÿ íà ôîíå ïîñòîÿííî
ïðèñóòñòâóþùåãî â ñðåäå ðîñòîâîãî ôàêòîðà. Êëåòêè ïå-
ðåä ýêñïåðèìåíòîì òàêæå âûäåðæèâàëè îò 12 äî 24 ÷ â
ñðåäå, ïðàêòè÷åñêè ëèøåííîé ñûâîðîòêè, äëÿ ìèíèìèçà-
öèè âîçìîæíûõ íåêîíòðîëèðóåìûõ ñèãíàëîâ.
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Îêàçàëîñü, ÷òî â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ, íå ïîäâåðæåí-
íûõ âîçäåéñòâèþ ÝÔÐ, êîëè÷åñòâî àöåòèëèðîâàííîãî òó-
áóëèíà âåñüìà ìàëî, à ó÷àñòêè ÌÒ, ïîäâåðãøèåñÿ ìîäè-
ôèêàöèè, â îñíîâíîì ëîêàëèçîâàíû â íåïîñðåäñòâåííîé
áëèçîñòè îò ÖÎÌÒ (ðèñ. 1, à, á). Îäíàêî ÷åðåç 60 ìèí
ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ÝÔÐ ïðîòÿæåííîñòü àöå-
òèëèðîâàííûõ ó÷àñòêîâ âîçðàñòàåò, à ìîäèôèêàöèè ïîä-
âåðãàþòñÿ ó÷àñòêè ÌÒ, ðàñïîëîæåííûå è â ïåðèôåðè-
÷åñêîé îáëàñòè êëåòîê. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî ìîäèôè-
öèðóþòñÿ íå âñå ÌÒ è íå ïî âñåé äëèíå (ðèñ. 1, â, ã).
Äîáàâëåíèå èíãèáèòîðà äåàöåòèëàç TSA ïðèâîäèò ê
ïðàêòè÷åñêè èäåíòè÷íîé êàðòèíå ðàñïðåäåëåíèÿ àíòèòåë,
óçíàþùèõ êàê òîòàëüíûé, òàê è àöåòèëèðîâàííûé òóáó-
ëèí (ðèñ. 1, ä, å), õîòÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíòíîãî

ñèãíàëà ñ îòäåëüíûõ ó÷àñòêîâ ÌÒ ìîæåò íåñêîëüêî ðàç-
ëè÷àòüñÿ.

Åñëè îáðàáîòàííûå TSA êëåòêè ïîäâåðãíóòü õîëî-
äîâîé èíêóáàöèè, íåîáõîäèìîé äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäà,
òî ÌÒ äåïîëèìåðèçóþòñÿ, îñòàâàÿñü àöåòèëèðîâàííû-
ìè, à ïðè ïåðåâîäå êëåòîê â ñðåäó ñ òåìïåðàòóðîé 37 °Ñ
èç ìîäèôèöèðîâàííûõ äèìåðîâ ñîáèðàþòñÿ ðàäèàëüíî
îðãàíèçîâàííûå ÌÒ ñ òàêîé æå ñêîðîñòüþ, ÷òî è â êîíò-
ðîëüíûõ, íå îáðàáîòàííûõ TSA êëåòêàõ (ðèñ. 1, æ—ê).
Òàêèì îáðàçîì, àöåòèëèðîâàíèå íå ïðåïÿòñòâóåò ïîëèìå-
ðèçàöèè ÌÒ, è â ïðèñóòñòâèè TSA ìîæíî ïðîâîäèòü
ïðåäâàðèòåëüíîå ñâÿçûâàíèå ëèãàíäà ñ ïîñëåäóþùåé ñòè-
ìóëÿöèåé ýíäîöèòîçà ïåðåâîäîì â ñðåäó ñ òåìïåðàòóðîé
37 °Ñ.
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Ðèñ. 1. Àöåòèëèðîâàíèå ìèêðîòðóáî÷åê ïîä äåéñòâèåì ÝÔÐ â êîíòðîëå è ïðè îáðàáîòêå êëåòîê HeLa èíãèáèòîðîì äåàöåòèëàç
TSA.

Â ëåâîì ñòîëáöå (à, â, ä, æ, è) ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû îêðàñêè êëåòîê àíòèòåëàìè íà àöåòèëèðîâàííûé á-òóáóëèí, â ïðàâîì (á, ã, å, ç, ê) — îêðàñêà
òåõ æå êëåòîê àíòèòåëàìè íà îáùèé á-òóáóëèí. à, á — êëåòêè íå îáðàáàòûâàëè íè ëèãàíäîì, íè èíãèáèòîðîì; â, ã — êëåòêè îêðàøèâàëè ÷åðåç 60 ìèí
ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà c-ErbB1 ïîä äåéñòâèåì ÝÔÐ ïî ñõåìå ñ ïðåäâàðèòåëüíûì ñâÿçûâàíèåì ëèãàíäà; ä—ê — êëåòêè îáðàáàòûâàëè TSA â îò-
ñóòñòâèå ëèãàíäà (ä, å), çàòåì èíêóáèðîâàëè èõ ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷ (æ, ç), ïîñëå ÷åãî âîçâðàùàëè â ñðåäó ñ òåìïåðàòóðîé 37 °Ñ íà 15 ìèí (è, ê).



Ïðè áîëüøåì óâåëè÷åíèè âèäíî, ÷òî àíòèòåëà íà àöå-
òèëèðîâàííûé òóáóëèí âçàèìîäåéñòâóþò ñ ñóáïîïóëÿ-
öèåé ÌÒ, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ â îñíîâíîì ñóùåñòâåííîé
èñêðèâëåííîñòüþ è ðàñïîëîæåííûõ áëèæå ê îêîëîÿäåð-
íîé îáëàñòè, òîãäà êàê ïðÿìûå ÌÒ, îñîáåííî ëîêàëèçî-
âàííûå íà ïåðèôåðèè êëåòêè, ïðàêòè÷åñêè íå ìîäèôèöè-
ðóþòñÿ (ðèñ. 2).

×òîáû âûÿñíèòü, ó÷àñòâóåò ëè àöåòèëèðîâàíèå â
îáåñïå÷åíèè ïðåèìóùåñòâåííîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ñ êèíå-
çèíîì èëè äèíåèíîì, ìû ñòèìóëèðîâàëè ýíäîöèòîç
c-ErbB1 äâóìÿ åãî íàòèâíûìè ëèãàíäàìè ñ ðàçëè÷íîé
âíóòðèêëåòî÷íîé ñóäüáîé. Èç-çà ðàçëè÷àþùåéñÿ ÷óâñò-
âèòåëüíîñòè ê óðîâíþ âíóòðèýíäîñîìíîãî ðÍ êîìïëåêñ
ðåöåïòîðà ñ ÒÔÐ-a äèññîöèèðóåò ðàíüøå, ÷åì â ñëó-
÷àå ÝÔÐ, ÷òî ïðèâîäèò ê áûñòðîìó äåôîñôîðèëèðîâàíèþ
ñ-ErbB1. Èç äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 3, À, ñëå-
äóåò, ÷òî ÝÔÐ ïîääåðæèâàåò òèðîçèíîâîå ôîñôîðèëèðî-
âàíèå ðåöåïòîðà âïëîòü äî 90 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýí-
äîöèòîçà, òîãäà êàê â ïðèñóòñòâèè ÒÔÐ-a ðåöåïòîð â
îñíîâíîì äåôîñôîðèëèðóåòñÿ óæå ÷åðåç 60 ìèí. Ïîñêîëü-
êó òèðîçèíêèíàçíàÿ àêòèâíîñòü ðåöåïòîðà íåîáõîäèìà
äëÿ åãî ïðîäâèæåíèÿ ïî ïóòè ëèçîñîìíîé äåãðàäàöèè, â
ñëó÷àå ÒÔÐ-a ðåöåïòîð, ïî äàííûì ñóáêëåòî÷íîãî ôðàê-
öèîíèðîâàíèÿ â ãðàäèåíòå Ïåðêîëëà (ðèñ. 3, Á), ÷åðåç
60 ìèí ýíäîöèòîçà íå äîñòèãàåò íå òîëüêî ëèçîñîì, íî è
çðåëûõ ïîçäíèõ ýíäîñîì, ïðè ýòîì îñíîâíàÿ ÷àñòü ðå-
öåïòîðà ëîêàëèçîâàíà â áîëåå ëåãêèõ ôðàêöèÿõ (ðàñïî-
ëîæåííûõ íà áëîòàõ ïðàâåå), ÷åì ðåöåïòîð â êîìïëåêñå
ñ ÝÔÐ. Ñëåäîâàòåëüíî, ðåöåïòîð ïîä äåéñòâèåì ÒÔÐ-a
äåàêòèâèðóåòñÿ áûñòðåå, ÷åì â êîìïëåêñå ñ ÝÔÐ, è â

ìàññå ñâîåé ðåöèêëèðóåò, íå äîõîäÿ äî ñòàäèè çðåëûõ ýí-
äîñîì.

Ñðàâíåíèå èçìåíåíèÿ ëîêàëèçàöèè c-ErbB1 â õîäå ýí-
äîöèòîçà, ñòèìóëèðîâàííîãî ÝÔÐ è ÒÔÐ-a, ïîçâîëèëî
âûÿâèòü ðàçëè÷èÿ ìåæäó íèìè. Â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ
ðåöåïòîð äåìîíñòðèðîâàë äèôôóçíîå ðàñïðåäåëåíèå, õà-
ðàêòåðíîå äëÿ ìåìáðàííîé ëîêàëèçàöèè (ðèñ. 3, Â, èçîá-
ðàæåíèå à). Íà ïàðàëëåëüíîé ôîòîãðàôèè ïðèâåäåíà
îêðàñêà òîé æå êëåòêè àíòèòåëàìè íà òóáóëèí (ðèñ. 3, Â,
èçîáðàæåíèå á). Êîíòóð êëåòêè, îáâåäåííûé ïî èçîáðàæå-
íèþ á, ïðàêòè÷åñêè ñîâïàäàåò ñ êîíòóðîì, îáâåäåííûì ïî
êðàÿì êëåòî÷íîé ìåìáðàíû. Ïîñêîëüêó ïðè ñòèìóëÿöèè
ýíäîöèòîçà ðåöåïòîð áûñòðî ïåðåñòàåò âûÿâëÿòüñÿ íà
ìåìáðàíå, â äàëüíåéøåì äëÿ îïèñàíèÿ äàííûõ ïî ëîêàëè-
çàöèè ýíäîñîì ìû èñïîëüçîâàëè ýòîò ïðèåì âûäåëåíèÿ
êîíòóðà êëåòêè è ïîëîæåíèÿ åå ÿäðà ïî çîíå, îêðàøåííîé
àíòèòåëàìè íà òóáóëèí â òîé æå êëåòêå.

Ïîñêîëüêó ïðè àíàëèçå èçîáðàæåíèé íà êîíôîêàëü-
íîì ìèêðîñêîïå ìû ôîêóñèðîâàëèñü íà îïòè÷åñêîì ñðåçå,
ðàñïîëîæåííîì â îáëàñòè ëîêàëèçàöèè îñíîâíîé ÷àñòè
ñèñòåìû ÌÒ, â íåãî ïîïàäàëà çîíà ïîä ÿäðîì è â íèæíåé
÷àñòè ÿäðà. Òàêèì îáðàçîì, ýíäîñîìû, âûÿâëÿåìûå â îá-
ëàñòè ÿäðà íà íåêîòîðûõ èçîáðàæåíèÿõ, íà ñàìîì äåëå
ðàñïîëîæåíû íèæå è íå ìîãóò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê äîêà-
çàòåëüñòâî ïîïàäàíèÿ ñ-ErbB1 â ÿäðî.

Âèäíî, ÷òî ÷åðåç 15 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòî-
çà ñ-ErbB1 âûÿâëÿåòñÿ â ìåëêèõ äèñêðåòíûõ ñòðóêòóðàõ,
ðàñïðåäåëåííûõ ðàâíîìåðíî ïî öèòîïëàçìå, ÷òî òðàäèöè-
îííî îïèñûâàåòñÿ êàê ëîêàëèçàöèÿ â ðàííèõ ýíäîñîìàõ.
×åðåç 60 ìèí â ñëó÷àå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ÝÔÐ ýíäî-
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Ðèñ. 2. ×åðåç 60 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ÝÔÐ c-ErbB1 àöåòèëèðîâàíèþ ïîäâåðãàþòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî äèñòàëüíûå
èñêðèâëåííûå ó÷àñòêè ìèêðîòðóáî÷åê.

Îêðàøèâàíèå êëåòîê àíòèòåëàìè íà îáùèé (à, á) è àöåòèëèðîâàííûé (à, â) òóáóëèí. ×àñòü èçîáðàæåíèÿ à, âûäåëåííàÿ ðàìêîé, ïðåäñòàâëåíà â óâåëè-
÷åííîì ìàñøòàáå íà èçîáðàæåíèÿõ á è â. Ñòðåëêàìè îòìå÷åíû ó÷àñòêè ìèêðîòðóáî÷åê, ïðàêòè÷åñêè íå îêðàøèâàåìûå àíòèòåëàìè íà àöåòèëèðîâàí-

íûé òóáóëèí, ãîëîâêàìè ñòðåëîê — ó÷àñòêè ñ èíòåíñèâíîé îêðàñêîé. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 1 ìêì.

Ðèñ. 3. Äèíàìèêà ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî òèðîçèíó (À) è êîìïàðòìåíòàëèçàöèè c-ErbB1 â õîäå ýíäîöèòîçà, ñòèìóëèðîâàííîãî ÝÔÐ
è ÒÔÐ-á (Á—Ã).

À — îêðàñêà àíòèòåëàìè íà ôîñôîòèðîçèí òîòàëüíîãî ëèçàòà êëåòîê, â êîòîðûõ ýíäîöèòîç c-ErbB1 ñòèìóëèðîâàëè ðàçíûìè ëèãàíäàìè íà óêàçàííîå
âðåìÿ ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîãî ñâÿçûâàíèÿ. Á — êëåòêè ÷åðåç 60 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ÝÔÐ (âåðõíèé áëîò) èëè ÒÔÐ-á (íèæíèé áëîò) îá-
ðàáàòûâàëè äëÿ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â ãðàäèåíòå 17%-íîãî Ïåðêîëëà, çàòåì ïîñëå óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ ôðàêöèè îòáèðàëè ñî äíà (ëåâàÿ ÷àñòü
áëîòà) è íå÷åòíûå ôðàêöèè (íîìåðà óêàçàíû ïîä áëîòîì) ïîñëå óðàâíèâàíèÿ ïî áåëêó ïàðàëëåëüíûõ ôðàêöèé ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó è èììóíî-
áëîòèíãó àíòèòåëàìè íà c-ErbB1. Ïîëîæåíèå â ãðàäèåíòå ðàííèõ (ÐÝ), ïîçäíèõ (ÏÝ) ýíäîñîì è ëèçîñîì (Ëèç) îïðåäåëÿëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Êîðíè-
ëîâà è äð., 1987). Â — ðåçóëüòàòû äâîéíîãî íåïðÿìîãî èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà ðàñïðåäåëåíèÿ c-ErbB1 (à) è òóáóëèíà (á) â êëåòêàõ HeLa, íå
îáðàáîòàííûõ ëèãàíäîì. Áåëûé êîíòóð, ñîâïàäàþùèé ñ î÷åðòàíèÿìè êëåòêè íà èçîáðàæåíèÿ à, ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ çàíÿò òóáóëèíîâûì öèòîñêå-
ëåòîì, òàêèì îáðàçîì, îáëàñòü, çàíÿòàÿ ñèñòåìîé ìèêðîòðóáî÷åê, â âûñîêîé ñòåïåíè êîððåëèðóåò ñ îáùåé ïëîùàäüþ êëåòêè. Êîíòóðû êëåòîê è ÿäðà,
äàþùèå ïðåäñòàâëåíèå î ëîêàëèçàöèè ýíäîñîì, â äàëüíåéøåì îöåíèâàëè ïî ïàðàëëåëüíûì èçîáðàæåíèÿì ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê, íå ïðèâîäÿ ïîñ-
ëåäíèå âî âñåõ ñëó÷àÿõ äëÿ óïðîùåíèÿ âîñïðèÿòèÿ èëëþñòðàöèè. Ã: â, ã, å, æ, è, ê îòðàæàþò ëîêàëèçàöèþ ñîäåðæàùèõ ðåöåïòîð ýíäîñîì ÷åðåç 15 (âåðõ-
íèé ðÿä), 60 (ñðåäíèé ðÿä) è 120 (íèæíèé ðÿä) ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà c-ErbB1 ñ ïîìîùüþ ÝÔÐ (ëåâûé ñòîëáåö) èëè ÒÔÐ-á (îñòàëüíûå èçîá-
ðàæåíèÿ); ä — ðàñïðåäåëåíèå òóáóëèíà â êëåòêå íà ã; ç — óâåëè÷åííîå ñîâìåñòíîå èçîáðàæåíèå òóáóëèíà è ýíäîñîì â ïåðèôåðè÷åñêîé îáëàñòè êëåòêè,

îòìå÷åííîé ðàìêîé íà ä; âèäíî, ÷òî áîëåå ñâåòëûå ýíäîñîìû ëîêàëèçîâàíû âäîëü ìèêðîòðóáî÷åê.
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Ðèñ. 4. Äèíàìèêà àöåòèëèðîâàíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê â êëåòêàõ HeLa, íå îáðàáîòàííûõ ëèãàíäîì (ëåâûé ñòîëáåö), ñòèìóëèðîâàííûõ
ÝÔÐ (ñðåäíèé ñòîëáåö) èëè ÒÔÐ-á (ïðàâûé ñòîëáåö).

Ñëåâà óêàçàíî âðåìÿ ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ïî ñõåìå ñ ïðåäâàðèòåëüíûì ñâÿçûâàíèåì ëèãàíäà. Êëåòêè ïîñëå ôèêñàöèè îêðàøèâàëè àíòèòåëà-
ìè íà àöåòèëèðîâàííûé òóáóëèí.



ñîìû óâåëè÷èâàþòñÿ â ðàçìåðàõ è íà÷èíàþò ñîáèðàòüñÿ â
îêîëîÿäåðíîé çîíå, ÷åðåç 120 ìèí îáðàçóÿ äîâîëüíî ïëîò-
íûå êëàñòåðû êðóïíûõ âåçèêóë (ðèñ. 3, Ã, èçîáðàæåíèÿ â,
å, è). Ñðàâíåíèå ýòèõ äàííûõ ñ ðåçóëüòàòàìè áèîõèìè÷å-
ñêîãî àíàëèçà, ïðèâåäåííûìè íà ðèñ. 3, À, ïîêàçûâàåò,
÷òî ðåöåïòîð â ýòèõ ýíäîñîìàõ óæå äåôîñôîðèëèðîâàí
(ðèñ. 3, À). Ýòî, ñêîðåå âñåãî, îòðàæàåò åãî ïåðåìåùåíèå
âî âíóòðåííèå ïóçûðüêè ìóëüòèâåçèêóëÿðíûõ ïîçäíèõ
ýíäîñîì, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ïîçäíåé ñòàäèè ñîçðåâàíèÿ
ýíäîñîì.

Åñëè æå ýíäîöèòîç ðåöåïòîðà ñòèìóëèðîâàëè ÒÔÐ-a,
òî èçìåíåíèÿ â åãî ëîêàëèçàöèè â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè
ñîâïàäàëè ñ òàêîâûìè â ñëó÷àå ÝÔÐ. Îäíàêî, íåñìîòðÿ íà
íåêîòîðîå óêðóïíåíèå ýíäîñîì, îíè íå îáðàçîâûâàëè
ïëîòíîãî êëàñòåðà äàæå ÷åðåç 120 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè
ýíäîöèòîçà (ðèñ. 3, Ã, èçîáðàæåíèÿ ã, æ, ê).

Àíàëèçèðóÿ àöåòèëèðîâàíèå ÌÒ â êîíòðîëå è ïîñëå
ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà äâóìÿ ëèãàíäàìè, ìû îáíàðóæè-
ëè, âî-ïåðâûõ, ÷òî ïðîöåäóðà îõëàæäåíèÿ êëåòîê è ïîñëå-
äóþùåãî íàãðåâàíèÿ âåñüìà íåçíà÷èòåëüíî âëèÿåò íà óðî-
âåíü àöåòèëèðîâàíèÿ êëåòîê, íå îáðàáîòàííûõ ëèãàíäîì
(ðèñ. 4, ëåâûé ñòîëáåö èçîáðàæåíèé). Âî-âòîðûõ, ñòèìó-
ëÿöèÿ ýíäîöèòîçà c-ErbB1 ïîä äåéñòâèåì ÝÔÐ ïðèâîäèò ê
ïîñòåïåííîìó óâåëè÷åíèþ ïëîùàäè êëåòêè, çàíÿòîé ìî-
äèôèöèðîâàííûìè ÌÒ, ïðè÷åì àöåòèëèðîâàíèþ ïîäâåð-
ãàþòñÿ è áîëåå ïåðèôåðè÷åñêèå ó÷àñòêè ÌÒ. Àöåòèëèðî-
âàíèå äîñòèãàåò ìàêñèìóìà ÷åðåç 60—90 ìèí, ïðè ýòîì â
îñíîâíîì óâåëè÷èâàåòñÿ óæå íå ñòîëüêî ïëîùàäü, çàíÿòàÿ
ìîäèôèöèðîâàííûìè ÌÒ, ñêîëüêî èíòåíñèâíîñòü èõ àöå-
òèëèðîâàíèÿ. Õîòÿ ðåöåïòîðñîäåðæàùèå ýíäîñîìû ÷åðåç
60 ìèí ñîáèðàþòñÿ â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè è îñòàþòñÿ
òàì è â äàëüíåéøåì (ðèñ. 3, Ã), àöåòèëèðîâàíèå ÌÒ íà÷è-
íàåò ïàäàòü è ÷åðåç 120 ìèí äîñòèãàåò áàçàëüíîãî óðîâíÿ
(ðèñ. 4, ñðåäíèé ñòîëáåö èçîáðàæåíèé).

Ñòèìóëÿöèÿ ýíäîöèòîçà ïîä äåéñòâèåì ÒÔÐ-a èìåëà
òîò æå õàðàêòåð, ÷òî è â ñëó÷àå ÝÔÐ, îäíàêî ñëàáåå âûðà-
æåííûé. Íà ðèñ. 5 ïðèâåäåíû äàííûå êîëè÷åñòâåííîé îá-
ðàáîòêè èçîáðàæåíèé êëåòîê, îêðàøåííûõ àíòèòåëàìè íà
àöåòèëèðîâàííûé òóáóëèí. Âèäíî, ÷òî ÷åðåç 60 ìèí ïîñëå
ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà èìååòñÿ äîñòîâåðíîå ðàçëè÷èå â
ïëîùàäè, çàíÿòîé ìîäèôèöèðîâàííûì òóáóëèíîì, ïðè
äåéñòâèè äâóõ ëèãàíäîâ. Ïîñêîëüêó îáðàáîòêó èçîáðàæå-
íèé ïðîâîäèëè ïî îäíîìó ñðåçó è ó÷èòûâàëè òîëüêî ïëî-
ùàäü, çàíÿòóþ ñèãíàëîì âûøå ïîðîãîâîãî çíà÷åíèÿ, íî íå
åãî èíòåíñèâíîñòü, ðåàëüíàÿ ñóììàðíàÿ ðàçíèöà â àöåòè-
ëèðîâàíèè ÌÒ ïîä äåéñòâèåì ÝÔÐ è ÒÔÐ-a íà ñàìîì
äåëå ãîðàçäî çíà÷èòåëüíåå.

Ïîñêîëüêó, êàê ìû ïîêàçàëè ðàíåå (ðèñ. 1), èíãèáèòîð
äåàöåòèëàç TSA íå âëèÿåò íà äèíàìèêó ïîëèìåðèçàöèè
(äåïîëèìåðèçàöèè) òóáóëèíà è íà âîññòàíîâëåíèå ðàäè-
àëüíîé ñåòè ÌÒ, îáðàáîòêà êëåòîê TSA, ïðèâîäÿùàÿ ê
àöåòèëèðîâàíèþ âñåõ ÌÒ, ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ
âûÿâëåíèÿ âëèÿíèÿ àöåòèëèðîâàíèÿ íà ìîòîðîïîñðåäóå-
ìóþ ïîäâèæíîñòü ýíäîñîì. Îäíàêî àíàëèç âëèÿíèÿ àöå-
òèëèðîâàíèÿ ÌÒ ïîä äåéñòâèåì TSA íà ëîêàëèçàöèþ
ÝÔÐ-ñîäåðæàùèõ ýíäîñîì ïîêàçàë (ðèñ. 6), ÷òî ïåðåìå-
ùåíèå â îêîëîÿäåðíóþ îáëàñòü â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà
ïðîèñõîäèò ïðèáëèçèòåëüíî ñ òîé æå ýôôåêòèâíîñòüþ,
÷òî è â êîíòðîëüíûõ, íå îáðàáîòàííûõ TSA êëåòêàõ, íî â
ðåçóëüòàòå ýíäîñîìû íå ôîðìèðóþò ñòîëü æå ïëîòíîãî
îêîëîÿäåðíîãî êëàñòåðà, êàê ýòî ïðîèñõîäèò â îòñóòñòâèå
TSA. Îñíîâíûì ðåçóëüòàòîì äåéñòâèÿ èíãèáèòîðà ÿâëÿ-
åòñÿ òî, ÷òî ýíäîñîìû ïðàêòè÷åñêè íå óâåëè÷èâàþòñÿ â
ðàçìåðàõ, à ýòî îçíà÷àåò ñóùåñòâåííîå ïîäàâëåíèå ãîìî-
òèïè÷åñêîãî ñëèÿíèÿ ýíäîñîì â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè.

Îáñóæäåíèå

Îñíîâíûì ðåçóëüòàòîì íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ
âïåðâûå ïðîäåìîíñòðèðîâàííûé ôàêò óâåëè÷åíèÿ àöåòè-
ëèðîâàíèÿ ÌÒ â èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ HeLa ïðè ñòèìóëÿ-
öèè ýíäîöèòîçà àêòèâèðîâàííîãî ëèãàíäîì ðåöåïòîðà
c-ErbB1 (ðèñ. 2). Óðîâåíü àöåòèëèðîâàíèÿ â äàííûõ ýêñ-
ïåðèìåíòàõ óâåëè÷èâàëñÿ, äîñòèãàë ìàêñèìóìà ÷åðåç
60—90 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà è çàòåì îïóñ-
êàëñÿ äî êîíòðîëüíûõ çíà÷åíèé, ïðè÷åì ýôôåêò ÝÔÐ îêà-
çàëñÿ áîëåå âûðàæåííûì ïî ñðàâíåíèþ ñ ýôôåêòîì
ÒÔÐ-a. Ñóùåñòâåííî òàêæå ïîä÷åðêíóòü, ÷òî àöåòèëèðî-
âàíèþ íàèáîëåå èíòåíñèâíî ïîäâåðãàëèñü èñêðèâëåííûå
ÌÒ â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè è èìåííî â ýòîé îáëàñòè
ñêàïëèâàëèñü óâåëè÷åííûå â ðàçìåðàõ ÝÔÐ-ñîäåðæàùèå
ýíäîñîìû. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïîä äåéñòâèåì èíãèáè-
òîðà äåàöåòèëàç TSA àöåëèòèðîâàëèñü ïðàêòè÷åñêè âñå
ÌÒ, îäíàêî èñêðèâëåííûõ ÌÒ áûëî ãîðàçäî ìåíüøå, ÷åì
â íå îáðàáîòàííûõ èíãèáèòîðîì êëåòêàõ.

Ïîñêîëüêó ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî àöåòèëèðîâàíèå, êàê è äðó-
ãèå ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìîäèôèêàöèè òóáóëèíà, ïðîèñ-
õîäÿò â îñíîâíîì íà ñòàáèëüíûõ ÌÒ, ìîæíî ïðåäïîëà-
ãàòü, ÷òî ïðÿìûå íåìîäèôèöèðîâàííûå ó÷àñòêè — ýòî
äèíàìè÷íûå ïëþñ-êîíöû, òîãäà êàê àöåòèëèðîâàíû ìîãóò
áûòü êàê öåëûå ñòàáèëüíûå èñêðèâëåííûå ÌÒ, òàê è ïðÿ-
ìûå ìèíóñ-êîíöåâûå ó÷àñòêè äèíàìè÷íûõ ÌÒ. Ñðàâíå-
íèå ñ äàííûìè ïî äåéñòâèþ TSA, ïðè êîòîðîì â ðàâíîé
ñòåïåíè àöåòèëèðóþòñÿ è èñêðèâëåííûå, è ïðÿìûå ó÷àñò-
êè ÌÒ, ãîâîðèò î òîì, ÷òî ïðåèìóùåñòâåííîå àöåòèëè-
ðîâàíèå èñêðèâëåííûõ ó÷àñòêîâ ñâÿçàíî íå ñòîëüêî, íà-
ïðèìåð, ñ áîëüøèì ñðîäñòâîì àöåòèëòðàíñôåðàç ê ÌÒ ñ
âûñîêîé ñòåïåíüþ êðèâèçíû, ñêîëüêî ñ áîëüøåé ñòà-
áèëüíîñòüþ èñêðèâëåííûõ ó÷àñòêîâ ÌÒ ïî ñðàâíåíèþ ñ
ïðÿìûìè ó÷àñòêàìè.

Ñóùåñòâóþùèå ëèòåðàòóðíûå äàííûå ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëàãàòü, ÷òî àöåòèëèðîâàíèå ÌÒ ìîæåò ñëóæèòü
ñèãíàëîì óçíàâàíèÿ îïðåäåëåííûìè ìîòîðíûìè áåëêàìè,
õîòÿ äàííûå î òîì, êàêèìè èìåííî — äèíåèíîì èëè êèíå-
çèíîì, ïðîòèâîðå÷èâû (Reed et al., 2006; Verhey, Gaertig,
2007; Vaughan et al., 2008; Cai et al., 2009). Ìû ïðåäïîëà-
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Ðèñ. 5. Êîëè÷åñòâåííàÿ îöåíêà äèíàìèêè àöåòèëèðîâàíèÿ ìèê-
ðîòðóáî÷åê â êîíòðîëå è ïîä äåéñòâèåì ÝÔÐ èëè ÒÔÐ-á, ïîëó-
÷åííàÿ ïðè îáðàáîòêå èçîáðàæåíèé, ïðèìåð êîòîðûõ ïðèâåäåí

íà ðèñ. 4.

Êîíòðîëüíûå êëåòêè ïîäâåðãàëè òåì æå îïåðàöèÿì, ÷òî è ñòèìóëèðîâàí-
íûå, íî áåç äîáàâëåíèÿ ëèãàíäà. Ïî îñè àáñöèññ — âðåìÿ ïîñëå ñòèìóëÿ-
öèè ýíäîöèòîçà (37 °Ñ) ïî ñõåìå ñ ïðåäâàðèòåëüíûì ñâÿçûâàíèåì; ïî îñè
îðäèíàò — îòíîøåíèå ïëîùàäè, çàíÿòîé àöåòèëèðîâàííûì òóáóëèíîì,
ê îáùåé ïëîùàäè êëåòêè (%). Äëÿ êàæäîé òî÷êè îáðàáàòûâàëè èçîáðàæå-

íèÿ îò 19 äî 26 êëåòîê. Çâåçäî÷êà — ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû (P < 0.05).



ãàëè, ÷òî èñïîëüçîâàíèå ñèñòåìû ñ ÿðêî âûðàæåííûìè
ñòàäèÿìè, çàâèñÿùèìè îò äèíåèíà è (èëè) êèíåçèíà, ìî-
æåò ïðåäñòàâèòü äàííûå â ïîëüçó îäíîãî èç ïðåäïîëîæå-
íèé.

Äåéñòâèòåëüíî, åñëè â ñëó÷àå ÝÔÐ ìû èìååì äåëî ñ
äèíåèíçàâèñèìûì ðåòðîãðàäíûì òðàíñïîðòîì â òå÷åíèå
âñåãî âðåìåíè ýêñïåðèìåíòà, âïëîòü äî ïîïàäàíèÿ â ëèçî-
ñîìû, òî ÒÔÐ-a ïåðâîíà÷àëüíî ñòèìóëèðóåò äèíåèíçàâè-
ñèìîå ïåðåìåùåíèå, è ëèøü ÷åðåç 30—60 ìèí ìîæíî
îæèäàòü âîëíó êèíåçèíîïîñðåäóåìîãî ðåöèêëèðîâàíèÿ.
Òîãäà ðàçóìíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî, ñðàâíèâàÿ äèíàìèêó
àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ ïîä äåéñòâèåì äâóõ ëèãàíäîâ, ìîæíî
ïîëó÷èòü îòâåò íà âîïðîñ î òîì, êàêîé èìåííî ìîòîðíûé
áåëîê èìååò áîëüøåå ñðîäñòâî ê àöåòèëèðîâàííîìó òóáó-
ëèíó.

Åñëè áû àöåòèëèðîâàííûå ÌÒ ïîääåðæèâàëè êèíå-
çèíçàâèñèìûé òðàíñïîðò, òî ìîæíî áûëî áû îæèäàòü óâå-
ëè÷åíèÿ àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ íà áîëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ
(ò. å. ÷åðåç 60—90 ìèí) ïðè äåéñòâèè ÒÔÐ-a, è ýòî óâåëè-
÷åíèå äîëæíî áûëî áûòü áîëåå âûðàæåííûì ïî ñðàâíå-
íèþ ñ ýôôåêòîì ÝÔÐ. Ýòîãî, îäíàêî, íå ïðîèñõîäèëî. Áî-
ëåå òîãî, ÝÔÐ âûçûâàë çíà÷èòåëüíî áîëüøèé ïîäúåì

óðîâíÿ àöåòèëèðîâàíèÿ, ÷åì ÒÔÐ-a. Ïîëó÷åííûå äàííûå
íà ïåðâûé âçãëÿä ëåãêî èíòåðïðåòèðîâàòü â ïîëüçó ïðåè-
ìóùåñòâåííîé àññîöèàöèè àöåòèëèðîâàííûõ ÌÒ ñ ìè-
íóñ-êîíöåâûì ìîòîðîì äèíåèíîì. Äåéñòâèòåëüíî, åñëè
ÝÔÐ, âûçûâàþùèé ñèëüíûé ýôôåêò, ïðîõîäèò ñâîé äèíå-
èíîïîñðåäóåìûé ïóòü äî êîíöà (ê îáëàñòè ÖÎÌÒ), òî
ÒÔÐ-a «ñõîäèò ñ äèñòàíöèè» ãîðàçäî ðàíüøå, â ðåçóëüòà-
òå ÷åãî ñèãíàë ïðåêðàùàåòñÿ. Â ýòîì ñëó÷àå ïðè ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîì ïîäàâëåíèè àêòèâíîñòè äåàöåòèëàçû HDAC6
ñ ïîìîùüþ TSA, ò. å. ïðè òîòàëüíîì àöåòèëèðîâàíèè âñåõ
ÌÒ â êëåòêå, ìîæíî áûëî áû îæèäàòü ñðàâíèìîãî èëè
ïðåâîñõîäÿùåãî ïî ñêîðîñòè îáðàçîâàíèÿ îêîëîÿäåðíîãî
êëàñòåðà ýíäîñîì. Îäíàêî îñíîâíîå îáíàðóæåííîå íàìè
îòëè÷èå ñâîäèëîñü ê òîìó, ÷òî õîòÿ ïåðåìåùåíèå ýíäîñîì
â îáëàñòü ÖÎÌÒ è ïðîèñõîäèëî, ðàçìåðû ýíäîñîì ïðàê-
òè÷åñêè íå óâåëè÷èâàëèñü (ðèñ. 6, ëåâûé ñòîëáåö èçîáðà-
æåíèé), òîãäà êàê â êëåòêàõ, íå îáðàáîòàííûõ TSA, ýíäî-
ñîìû ñóùåñòâåííî óêðóïíÿëèñü óæå ÷åðåç 60 ìèí ïîñëå
ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà. Èíòåðåñíî, ÷òî â êîíòðîëüíûõ,
íå îáðàáîòàííûõ TSA, êëåòêàõ óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ ýí-
äîñîì êîððåëèðóåò ñ óñèëåíèåì àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ, ïðè-
÷åì ïðåèìóùåñòâåííî â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè. Ìîæíî

474 Ì. Â. Çëîáèíà, Ì. Â. Õàð÷åíêî è äð.

Ðèñ. 6. Èçìåíåíèå ëîêàëèçàöèè c-ErbB1 ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ÝÔÐ â êîíòðîëå è â êëåòêàõ, ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííûõ
TSA.

Ëåâûé ñòîëáåö — â êëåòêàõ ñòèìóëèðîâàëè ýíäîöèòîç ÝÔÐ íà 15, 60 è 90 ìèí (óêàçàíî ñëåâà). Ïðàâûé ñòîëáåö — êëåòêè îáðàáàòûâàëè TSA, çàòåì
ñòèìóëèðîâàëè ýíäîöèòîç ÝÔÐ òàê æå, êàê è â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ. Ïîñëå ôèêñàöèè ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè íà c-ErbB1.



áûëî áû ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àöåòèëèðîâàíèå ÌÒ «â íóæ-
íîì ìåñòå â íóæíîå âðåìÿ» ïîääåðæèâàåò íå ñòîëüêî
òðàíñïîðò, ñêîëüêî ñëèÿíèå ýíäîñîì íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ
èõ ñîçðåâàíèÿ, íàïðèìåð çà ñ÷åò çàìåäëåíèÿ ñêîðîñòè ïå-
ðåìåùåíèÿ äèíåèíà, ñâÿçàííîãî ñ ñîçðåâàþùèìè ýíäîñî-
ìàìè, ïî àöåòèëèðîâàííûì ó÷àñòêàì. Òîãäà èäóùèå äðóã
çà äðóãîì ïî ÌÒ ýíäîñîìû ïîïàäàëè áû â «òðàíñïîðòíóþ
ïðîáêó», ÷òî îáåñïå÷èâàëî áû èì ôèçè÷åñêèé êîíòàêò,
íåîáõîäèìûé äëÿ ñëèÿíèÿ. Ýòîìó ïðåäïîëîæåíèþ íà
ïåðâûé âçãëÿä ïðîòèâîðå÷àò äàííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì
TSA, êîòîðûé, âûçûâàÿ ïîëíîå àöåòèëèðîâàíèå ÌÒ, òåì
íå ìåíåå ñêîðåå ïðåïÿòñòâîâàë, ÷åì ñïîñîáñòâîâàë ñëèÿ-
íèÿì ýíäîñîì. Îäíàêî íåìàëîâàæíûì, íà íàø âçãëÿä, ÿâ-
ëÿåòñÿ òî îáñòîÿòåëüñòâî, ÷òî â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ
TSA (íàïðèìåð, ïðèâåäåííûõ íà ðèñ. 1), äàæå ïîëíîñòüþ
àöåòèëèðîâàííûå ÌÒ îñòàþòñÿ â îñíîâíîì ïðÿìûìè.

Òàêèì îáðàçîì, îäíî èç âîçìîæíûõ îáúÿñíåíèé ïîëó-
÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ìîæåò áûòü ñâÿçàíî íå ñòîëüêî ñ ñà-
ìèì àöåòèëèðîâàíèåì, ñêîëüêî ñî ñòàáèëèçàöèåé ÌÒ, îä-
íèì èç ñëåäñòâèé êîòîðîé íàðÿäó ñ ìîäèôèêàöèÿìè ÿâëÿ-
åòñÿ èñêðèâëåíèå ðàíåå ïðÿìûõ ÌÒ. Äåéñòâèòåëüíî, êàê
ïîêàçàíî íà ðèñ. 2, â ñòèìóëèðîâàííûõ ÝÔÐ êëåòêàõ àöå-
òèëèðîâàííàÿ ñóáïîïóëÿöèÿ ÌÒ ïðåäñòàâëåíà â îñíîâíîì
ñèëüíî èñêðèâëåííûìè ÌÒ, îáðàçóþùèìè ñïóòàííóþ
ñåòü ñ áîëüøèì ÷èñëîì ïåðåñå÷åíèé. Äâîéíîå íåïðÿìîå
îêðàøèâàíèå êëåòîê àíòèòåëàìè íà àöåòèëèðîâàííûé òó-
áóëèí è ðåöåïòîð ÝÔÐ ïîêàçûâàåò, ÷òî èìåííî íà ýòèõ
ïåðåñå÷åíèÿõ è ëîêàëèçóþòñÿ êðóïíûå ðåöåïòîðñîäåðæà-
ùèå ýíäîñîìû (ê ñîæàëåíèþ, ýòè äàííûå íå ìîãóò áûòü
ïðèâåäåíû â ÷åðíî-áåëîì ôîðìàòå, ïîñêîëüêó ÿðêîñòü
àöåòèëèðîâàííûõ ÌÒ è ýíäîñîì ïðàêòè÷åñêè ñîâïàäàåò).
Âàæíî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ïðè èñêðèâëåíèè ÌÒ êëåòêà ìî-
æåò, èñïîëüçóÿ îäèí è òîò æå ìîòîð (â äàííîì ñëó÷àå äè-
íåèí), ñâîäèòü â îäíîé òî÷êå öèòîïëàçìû íåñêîëüêî ýíäî-
ñîì áëàãîäàðÿ íàëè÷èþ ïåðåñå÷åíèé ðàçëè÷íûõ ÌÒ èëè
èõ ïåòåëü.

Ìåõàíèçìû, ïðèâîäÿùèå ê èñêðèâëåíèþ, èçó÷åíû íå-
äîñòàòî÷íî, íî äåéñòâèå ðàçíîíàïðàâëåííûõ ìîòîðíûõ
áåëêîâ âêóïå ñ âçàèìîäåéñòâèÿìè ìåæäó ðàçíûìè òèïàìè
öèòîñêåëåòà, à òàêæå îñëàáëåíèå ëàòåðàëüíûõ ñâÿçåé òó-
áóëèíîâûõ ïðîòîôèëàìåíòîâ ïðè ñòàáèëèçàöèè ÌÒ, î÷å-
âèäíî, ìîãóò ÿâëÿòüñÿ îäíîé èç ïðè÷èí èçìåíåíèÿ ôîðìû
ñòàáèëüíûõ ÌÒ (Bicek et al., 2009). Â ïîëüçó ïðåäïîëîæå-
íèÿ îá ó÷àñòèè ìîäèôèöèðîâàííûõ ÌÒ â ðåãóëÿöèè ñëèÿ-
íèÿ ãîâîðèò è äâóõôàçíûé õàðàêòåð àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ
(óñèëåíèå ìîäèôèêàöèè ñìåíÿåòñÿ åå óìåíüøåíèåì; äàí-
íûå ðèñ. 3), ïîñêîëüêó èçâåñòíî, ÷òî ñëèÿíèå ýíäîñîì ïî
ìåðå èõ ñîçðåâàíèÿ òðåáóåò ëîêàëüíîãî ïîâûøåíèÿ óðîâ-
íÿ èîíîâ Ca2+, îïîñðåäóåìîãî êàíàëàìè, ëîêàëèçîâàííû-
ìè â ìåìáðàíàõ ýíäîñîì è àêòèâèðóþùèìèñÿ ïðè ñíèæå-
íèè óðîâíÿ âíóòðèýíäîñîìàëüíîãî ðÍ, ÷òî ïðîèñõîäèò
ïîñòåïåííî ïî ìåðå ñîçðåâàíèÿ ýíäîñîì (Calcraft et al.,
2009; Martina et al., 2009). Ïðè ýòîì ñàì êàëüöèé, êàê ñî-
îáùàëîñü, ïîäàâëÿåò àöåòèëèðîâàíèå ÌÒ (Maruta et al.,
1986).

Â ñîîòâåòñòâèè ñ ñîâðåìåííîé êîíöåïöèåé, íàèáîëåå
ôüþçîãåííûìè ÿâëÿþòñÿ ðàííèå ýíäîñîìû, îäíàêî ñ êà-
êîãî-òî ìîìåíòà ñïîñîáíîñòü ê ãîìîòèïè÷åñêîìó ñëèÿ-
íèþ ïàäàåò è íà÷èíàåòñÿ ñòàäèÿ ñîçðåâàíèÿ ðàííèõ ýíäî-
ñîì â ïîçäíèå, ñîïðîâîæäàåìàÿ óâåëè÷åíèåì ïëîòíîñòè
ýíäîñîì (Êîðíèëîâà è äð., 1987; Diaz et al., 1991). Ñêîðåå
âñåãî, èìåííî ñ ýòèì ýòàïîì ýíäîöèòîçà è ñâÿçàíî ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàííîå íàìè èçìåíåíèå óðîâíÿ àöåòèëèðîâà-
íèÿ ÌÒ, ïîñêîëüêó ÷åòêî âûðàæåííîé äåãðàäàöèè ðåöåï-
òîðà, ñòèìóëèðîâàííîãî ÝÔÐ, â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ íå

íàáëþäàëîñü è ÷åðåç 120 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöè-
òîçà. Òàêèì îáðàçîì, ñîáûòèÿ, ñâÿçàííûå ñî ñëèÿíèåì ñ
ëèçîñîìàìè, ïðîèñõîäÿò, ñêîðåå âñåãî, ïîçæå è ðåãóëèðó-
þòñÿ íå çàâèñèìûì îò àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ îáðàçîì. Âîç-
ìîæíî, èìåííî ñòàäèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ çðåëûõ ýíäîñîì ñ
ëèçîñîìàìè ñâÿçàíà ñ îïèñàííûì íàìè ðàíåå ôåíîìåíîì
ôðàãìåíòàöèè ÌÒ (Kharchenko et al., 2007).

Òàêèì îáðàçîì, ïðåäñòàâëåííûå äàííûå ñâèäåòåëüñò-
âóþò, ñêîðåå, â ïîëüçó òîãî, ÷òî äëÿ ïðàâèëüíîãî ïðîòåêà-
íèÿ ïðîöåññà ýíäîöèòîçà âàæíî íå ñòîëüêî ñàìî ïî ñåáå
àöåòèëèðîâàíèå ÌÒ, äàþùåå ïðåèìóùåñòâî ïóòè, îïîñðå-
äóåìîìó òåì èëè èíûì ìîòîðíûì áåëêîì, ñêîëüêî èõ ñòà-
áèëèçàöèÿ, ìàðêåðîì êîòîðîé è ÿâëÿåòñÿ ýòà ìîäèôèêà-
öèÿ, à òàêæå èõ èñêðèâëåíèå. Èìåííî ýòè ñîáûòèÿ ìîãóò
âëèÿòü íà óðîâåíü ñëèÿíèÿ ýíäîñîì, êîòîðîå ÿâëÿåòñÿ íå-
îáõîäèìûì ýòàïîì èõ ñîçðåâàíèÿ è äàëüíåéøåãî âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ñ ëèçîñîìàìè. Òåì íå ìåíåå íåëüçÿ èñêëþ-
÷àòü è òî, ÷òî àöåòèëèðîâàííûé òóáóëèí â ñâîþ î÷åðåäü
ÿâëÿåòñÿ ñèãíàëîì äëÿ ðåêðóòèðîâàíèÿ ê ñîçðåâàþùèì
ýíäîñîìàì êàêèõ-òî áåëêîâ èëè áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ðå-
ãóëèðóþùèõ ïîçäíèå ñòàäèè ýíäîöèòîçà. Âïîëíå âåðîÿò-
íî òàêæå, ÷òî ôåðìåíòû, ïîääåðæèâàþùèå áàëàíñ àöåòè-
ëèðîâàíèÿ (äåàöåòèëèðîâàíèÿ) ÌÒ, íàïðèìåð äåàöåòèëà-
çà HDAC6, ìîãóò èãðàòü âàæíóþ ðåãóëÿòîðíóþ ðîëü â
òðàíñïîðòíûõ ïðîöåññàõ, îòëè÷íóþ îò èõ ôåðìåíòàòèâ-
íîé àêòèâíîñòè. Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ äîëæíû äàòü
îòâåò íà ýòè âîïðîñû.

Îäíàêî ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ óâåðåííîñòè ìû ìîæåì
ãîâîðèòü, ÷òî â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ëèíèè HeLa àöå-
òèëèðîâàíèå ÌÒ ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ðåöåïòîðà
c-ErbB1 îòðàæàåò âîçíèêíîâåíèå ïîïóëÿöèè ñòàáèëüíûõ
èñêðèâëåííûõ ÌÒ, ñâÿçàííûõ íå ñòîëüêî ñ ïåðåìåùåíèåì
ïî íèì ðåöåïòîðñîäåðæàùèõ ýíäîñîì ê öåíòðó êëåòêè
èëè îò íåãî, ñêîëüêî ñ ïîääåðæàíèåì ñëèÿíèÿ ýíäîñîì,
äîñòèãàþùèõ îïðåäåëåííîé ñòåïåíè çðåëîñòè â ñëó÷àå
ÝÔÐ, íî íå ñîçðåâàþùèõ äî íóæíîãî ñîñòîÿíèÿ ïîä äåé-
ñòâèåì ÒÔÐ-a.

Ðàáîòà ÷àñòè÷íî âûïîëíåíà íà ñðåäñòâà, ïðåäîñòàâ-
ëåííûå Ðîññèéñêèì ôîíäîì ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé (ïðîåêò 09-04-01215à), ïðîãðàììîé ïðåçèäèóìà
ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è ïðîãðàì-
ìîé ïðåçèäåíòà ÐÔ «Âåäóùèå íàó÷íûå øêîëû»
(ÍØ-3273.2010.4).
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ACETYLATION OF MICROTUBULES DURING ENDOCYTOSIS OF EPIDERMAL GROWTH FACTOR

RECEPTOR (c-ErbB1) IN INTERPHASE HeLa CELLS
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Acetylation of microtubules (MT) during endocytosis of epidermal growth factor receptor, c-ErbB1, was
studied by confocal immunofluorescence microscopy. It was found that stimulation of endocytosis of c-ErbB1
complexed with the epidermal growth factor (EGF), resulted in continuous raising of MT acetylation that reac-
hed its maximum at 60—90 min and then went down to the control level. Simultaneously, the receptor-contai-
ning endosomes grew in size and were redistributed into juxtranuclear region. Enlarged endosomes formed den-
se clusters around MTOC in 60—90 min. Another native c-ErbB1 ligand, transforming growth factor-á
(TGF-á) and unlike EGF causing the receptor recycling, also initiated a wave of MT acetylation, but the effect
was expressed more poorly. In this case, endosomes did not grow in size and did not form dense clusters near the
MTOC. Cell treatment with deacetylase inhibitor trichostatin A (TSA) caused acetylation of the whole cellular
MT population. Under these conditions, translocations of EGF-c-ErbB1-containing endosomes had the same
pattern as in the cells untreated with the inhibitor, but the size of endosomes didn’t increase during their redistri-
bution into juxtranuclear region. Acetylation was especially pronounced in strongly bent MT regions positioned
proximally to MTOC and forming there a dense meshwork whereas peripheral MT plus-ends were basically
straight and not modified. We assume that MT acetylation is not so much crucial for preferential interaction with
dynein or kinesin and, accordingly, for organization of endosome translocations in a certain direction. It is rather
the result of stabilization of some MT pool which supports homotypic fusion of endosomes at early stage of their
maturation.

K e y w o r d s: endocytosis, c-ErbB1, EGF, TGF-á, endosomes, acetylation, microtubules, TSA.
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