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Èçìåíåíèå ëîêàëèçàöèè êîìïîíåíòîâ âåçèêóëÿðíîãî àïïàðàòà

Èçó÷åíèå èçìåíåíèé âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ â õîäå äèôôåðåíöèðîâêè ìèîáëàñòîâ â ìèîòóáó-
ëû èìååò áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ ïîíèìàíèÿ ôóíäàìåíòàëüíûõ ïðîáëåì êëåòî÷íîé áèîëîãèè. Â ïåðâóþ
î÷åðåäü ýòî îòíîñèòñÿ ê èçìåíåíèþ ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè âàêóîëÿðíîãî àïïàðàòà, îòðàæàþùåé
èçìåíåíèÿ ñâîéñòâ ìåìáðàí, öèòîñêåëåòà è ïðîöåññîâ âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà â õîäå äèôôåðåíöèðîâ-
êè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîàíàëèçèðîâàíî ðàñïðåäåëåíèå êèñëûõ îðãàíîèäîâ (ëèçîñîì, ïîçäíèõ ýíäî-
ñîì, öèñòåðí àïïàðàòà Ãîëüäæè), àêêóìóëèðóþùèõ àêðèäèíîâûé îðàíæåâûé, â ðåçóëüòàòå îáðàçîâàíèÿ
ìèîòóáóë â êóëüòóðå êëåòîê L6J1. Ïîêàçàíî, ÷òî ïåðèíóêëåàðíàÿ ëîêàëèçàöèÿ êèñëûõ êëåòî÷íûõ îðãàíî-
èäîâ â ìèîáëàñòàõ çàìåíÿåòñÿ äèôôóçíûì ðàñïðåäåëåíèåì ýòèõ îðãàíîèäîâ ïî âñåìó îáúåìó öèòîïëàç-
ìû ìèîòóáóë. Èñïîëüçîâàíèå ëèïîôèëüíûõ êðàñèòåëåé RH 414 èëè di-8-ANEPPS ïîçâîëèëî ñðàâíèòü
ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ è äèíàìèêè ýíäîöèòîçíûõ ïóçûðüêîâ â ìèîáëàñòàõ è ìèîòóáóëàõ. Äëÿ àíàëèçà
íåñïåöèôè÷åñêîãî ýíäîöèòîçà èñïîëüçîâàëèñü òàêæå ïîëóïðîâîäíèêîâûå íàíîêðèñòàëëû — êâàíòîâûå
òî÷êè (ÊÒ), êîíúþãèðîâàííûå ñ ÒÀÒ-ïåïòèäîì, êîòîðûé îòíîñèòñÿ ê ïåïòèäàì, ïðîíèêàþùèì â êëåòêó
÷åðåç ìåìáðàíó. Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî êîìïëåêñû ÊÒ—ÒÀÒ ïîñòóïàþò â ìèîáëàñòû ïóòåì ýíäîöèòîçà.
Îáíàðóæåíî, ÷òî êîìïëåêñû ÊÒ—ÒÀÒ ïðîíèêàþò â ìèîáëàñòû, íî íå ïðîíèêàþò â ìèîòóáóëû äàæå ïðè
èíêóáàöèè â òå÷åíèå 24 ÷, ÷òî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá èçìåíåíèÿõ ñâîéñòâ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðà-
íû â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè ñêåëåòíûõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìèîáëàñòû, ìèîòóáóëû, äèôôåðåíöèðîâêà, êâàíòîâûå òî÷êè, êîíôîêàëüíàÿ
ìèêðîñêîïèÿ, àêðèäèíîâûé îðàíæåâûé, RH 414.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÎ — àêðèäèíîâûé îðàíæåâûé, ÊÒ — êâàíòîâûå òî÷êè.

Äèôôåðåíöèðîâêà ìèîáëàñòîâ — ìèîãåíåç — ýòî
ñëîæíûé äèíàìè÷åñêèé ïðîöåññ, êîòîðûé ñîñòîèò èç íå-
ñêîëüêèõ ýòàïîâ. Êàæäûé ýòàï õàðàêòåðèçóåòñÿ ñóùåñò-
âåííûìè èçìåíåíèÿìè â ýêñïðåññèè ãåíîâ, êëåòî÷íîé
ìîðôîëîãèè, âíóòðèêëåòî÷íîé ñòðóêòóðå è ïîâåäåíèè
êëåòîê. Â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè îäíîÿäåðíûå ìèî-
áëàñòû ñëèâàþòñÿ, îáðàçóÿ ìíîãîÿäåðíûå ìèîòóáóëû, è
çàòåì ïðåâðàùàþòñÿ â âûñîêîäèôôåðåíöèðîâàííûå ñêå-
ëåòíûå ìûøå÷íûå âîëîêíà, â êîòîðûõ ñèíòåçèðóþòñÿ
ñïåöèôè÷åñêèå ñîêðàòèòåëüíûå áåëêè (Burattini et al.,
2004; Spangenburg et al., 2004; Tannu et al., 2004; Kollias et
al., 2006; Puente et al., 2006).

Ïðîáëåìà äèôôåðåíöèðîâêè ñêåëåòíûõ ìûøå÷íûõ
âîëîêîí äàâíî ïðèâëåêàåò âíèìàíèå øèðîêîãî êðóãà áèî-
ëîãîâ. Ïîìèìî èçó÷åíèÿ ýòîãî ÿâëåíèÿ â ïðîöåññå ýìáðèî-
ãåíåçà èëè ðåïàðàöèè çà ñ÷åò êëåòîê-ñàòåëëèòîâ (ñòâîëî-
âûõ êëåòîê ìûøö) øèðîêîå ïðèìåíåíèå íàøëè èññëåäî-
âàíèÿ íà êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ. Ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî
äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ ìèîãåííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé, â
êîòîðûõ ïðîèñõîäÿò ñëèÿíèå ìèîáëàñòîâ â ìíîãîÿäåðíûå
ìèîòóáóëû è èõ ïðåâðàùåíèå â ñêåëåòíûå ìûøå÷íûå âî-
ëîêíà. Íåñìîòðÿ íà äåòàëüíîå âñåñòîðîííåå èññëåäîâà-
íèå ýòèõ ïðîöåññîâ, ðÿä àñïåêòîâ ïðîáëåìû îñòàåòñÿ
åùå ìàëîèçó÷åííûì. Â ïåðâóþ î÷åðåäü ýòî îòíîñèòñÿ ê

èçìåíåíèþ ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè âàêóîëÿðíîãî
àïïàðàòà, îòðàæàþùåé èçìåíåíèÿ ñâîéñòâ ìåìáðàí, öèòî-
ñêåëåòà è ïðîöåññîâ âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà â õîäå
äèôôåðåíöèðîâêè.

Ýíäîöèòîç ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ïóòåé âåçèêóëÿðíîãî
òðàíñïîðòà, îáåñïå÷èâàþùèõ ïîñòóïëåíèå ìàêðîìîëåêóë
âíóòðü êëåòêè â ñîñòàâå ìåìáðàííûõ âåçèêóë — ýíäîñîì.
Ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî òèïîâ ýíäîöèòîçà, êîòîðûå ñâÿçà-
íû ñ ó÷àñòêàìè ìåìáðàíû ñ îïðåäåëåííûìè ñâîéñòâàìè.
Òàê, íàïðèìåð, ðåöåïòîðîïîñðåäîâàííûé ýíäîöèòîç îñó-
ùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç êëàòðèíîêàéìëåííûå ÿìêè, òîãäà êàê
íåñïåöèôè÷åñêèé ýíäîöèòîç (ìèêðî- è ìàêðîïèíîöèòîç),
êàê ïðàâèëî, ñâÿçàí ñ ðàôòàìè ðàçëè÷íîãî ñîñòàâà (Con-
ner, Schmid, 2003).

Êàê èçâåñòíî, äëÿ èçó÷åíèÿ äèíàìèêè âíóòðèêëåòî÷-
íûõ ñòðóêòóð â ïðîöåññå ýíäîöèòîçà èñïîëüçóþò ðàçëè÷-
íûå ôëóîðåñöåíòíûå êðàñèòåëè, ïîçâîëÿþùèå âûÿâëÿòü è
õàðàêòåðèçîâàòü ìåìáðàííûå ñòðóêòóðû, ó÷àñòâóþùèå â
ýòîì ïðîöåññå. Òàê, íàïðèìåð, ÀÎ ïðîíèêàåò ÷åðåç ìåìá-
ðàíó â öèòîïëàçìó êëåòêè è äàëåå íàêàïëèâàåòñÿ çà ñ÷åò
ïðîòîíèðîâàíèÿ â îðãàíîèäàõ ñî ñíèæåííûì óðîâíåì
ðÍ (äàëåå êèñëûå îðãàíîèäû). Ñ äðóãîé ñòîðîíû èñïîëü-
çîâàíèå ëèïîôèëüíûõ êðàñèòåëåé ïîçâîëÿåò ñëåäèòü çà
ñóäüáîé âíóòðèêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð, ôîðìèðóþùèõñÿ íà
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ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå (Niles, Malik, 1999; Minshall et
al., 2000; John et al., 2001). Â ïîñëåäíåå âðåìÿ â èññëåäîâà-
íèÿõ ïîäîáíîãî ðîäà ïðèìåíÿþò ïîëóïðîâîäíèêîâûå
ôëóîðåñöåíòíûå íàíîêðèñòàëëû — êâàíòîâûå òî÷êè (ÊÒ)
(Rajan et al., 2008; Áåëÿåâà è äð., 2009á; Rajan et al., 2008;
Delehanty et al., 2009; Zhang et al., 2010), ïîñêîëüêó îíè
îáëàäàþò ðÿäîì ïðåèìóùåñòâ ïî ñðàâíåíèþ ñ ôëóîðåñ-
öåíòíûìè êðàñèòåëÿìè: ýòî âûñîêèé êâàíòîâûé âûõîä,
âûñîêàÿ ôîòîóñòîé÷èâîñòü, øèðîêàÿ ïîëîñà âîçáóæäå-
íèÿ, óçêàÿ ñèììåòðè÷íàÿ ïîëîñà ýìèññèè.

Äëÿ ïðèìåíåíèÿ CdSe/ZnS ÊÒ â áèîëîãè÷åñêèõ èññëå-
äîâàíèÿõ íåîáõîäèìî îáåñïå÷èòü èõ ðàñòâîðèìîñòü è
áèîñîâìåñòèìîñòü. Ñ ýòîé öåëüþ íà ïîâåðõíîñòè íàíî-
êðèñòàëëîâ ôîðìèðóþò ãèäðîôèëüíûå ãðóïïû, ÷àñòü èç
êîòîðûõ ìîæåò ñëóæèòü ñïåéñåðîì äëÿ ïðèñîåäèíåíèÿ ê
íèì áèîëîãè÷åñêèõ ìîëåêóë. Äëÿ ýòîãî â áèîëîãèè ÷àñòî
èñïîëüçóåòñÿ ïîêðûòèå ÏÝÃ. Äëÿ äîñòàâêè â êëåòêó ÊÒ
äîëæíû áûòü êîíúþãèðîâàíû ñ îïðåäåëåííûìè áèîìîëå-
êóëàìè. Òàêèìè ìîëåêóëàìè ìîãóò áûòü ïåïòèäû èëè
áåëêè, êîòîðûå ñïîñîáíû ðàñïîçíàâàòü îïðåäåëåííûå
ñòðóêòóðû íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê è îáåñïå÷èâàòü ïðîíèê-
íîâåíèå â êëåòêó.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå, äëÿ õàðàêòåðèñòèêè èçìåíå-
íèé ýíäîöèòîçà â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè ìèîáëàñòîâ
â ìèîòóáóëû (Êðûëîâà, Ôðèäëÿíñêàÿ, 1988) íàðÿäó ñ îð-
ãàíè÷åñêèìè ôëóîðåñöåíòíûìè êðàñèòåëÿìè, èñïîëüçîâà-
ëè CdSe/ZnS ÊÒ, êîíúþãèðîâàííûå ñ ÒÀÒ-ïåïòèäîì.
ÒÀÒ-ïåïòèä îòíîñèòñÿ ê ïåïòèäàì, ïðîíèêàþùèì â êëåò-
êó íåïîñðåäñòâåííî ÷åðåç ìåìáðàíó, íî êîíúþãàöèÿ åãî ñ
ÊÒ èçìåíÿåò ïóòü âõîäà. Ïîêàçàíî, ÷òî ÊÒ, êîíúþãèðî-
âàííûå ñ àðãèíèí- è(èëè) ëèçèí-áîãàòûìè ÒÀÒ-ïåïòèäà-
ìè, îáðàçóþò ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûå ëèãàíäû, êîòîðûå
âçàèìîäåéñòâóþò ñ îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûìè ðåöåïòî-
ðàìè íà êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè (íàïðèìåð, ãåïàðàíñóëü-
ôàò ïðîòåîãëèêàíàìè) è âõîäÿò â êëåòêè ïóòåì ëèïèäíîãî
ðàôòçàâèñèìîãî ìàêðîïèíîöèòîçà (Ruan et al., 2007; Xue
et al., 2007; Chen et al., 2008).

Ìàòåðèàë è ìåòîäû

Êëåòêè ëèíèè L6J1, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ìèîáëàñòî-
ïîäîáíûìè êëåòêàìè ñêåëåòíîé ìûøöû êðûñû (Ðîññèé-
ñêàÿ êîëëåêöèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð, Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ðîñòà,
ñîäåðæàùåé DMEM, 20 ìÌ ãëþòàìèíà, 10 % ñûâîðîòêè
êðîâè ïëîäîâ êîðîâû è 0.1 % ãåíòàìèöèíà, â àòìîñôåðå
5% CO2 ïðè 37 °Ñ. Äëÿ äèôôåðåíöèðîâêè êëåòêè â êîëè-
÷åñòâå (1.5—2.5)�105 ïîìåùàëè â ÷àøêè Ïåòðè ñ ïîê-
ðîâíûìè ñòåêëàìè (22�22 ìì), ïðåäâàðèòåëüíî ïîêðû-
òûìè æåëàòèíîì (Êðûëîâà, Ôðèäëÿíñêàÿ, 1988). Â êàæ-
äóþ ÷àøêó äîáàâëÿëè ïî 5 ìë îáîãàùåííîé ñðåäû
ðîñòà ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: ñûâîðîòêà êðîâè ïëîäîâ êî-
ðîâû — 10%, DMEM — 90%, èíñóëèí — 10 ìêã/ìë,
òðàíñôåððèí — 10 ìêã/ìë, äåêñàìåòàçîí — 5 ìêã/ìë. Ïðè
äîñòèæåíèè ìîíîñëîåì 80—85%-íîé ïëîòíîñòè
(2—3 ñóò) ñðåäó ìåíÿëè íà ñðåäó äëÿ äèôôåðåíöèðîâêè:
DMEÌ/F-12 (1 : 1), ñûâîðîòêà êðîâè ïëîäîâ êîðîâû —
0.5%, êîíäèöèîííàÿ ñðåäà — 1/10 îáúåìà ñðåäû, öèòîçè-
íàðàáèíîçèä (alexan) — 1 ìêã/ìë, èíñóëèí — 10 ìêã/ìë,
òðàíñôåððèí — 10 ìêã/ìë, äåêñàìåòàçîí — 5 ìêã/ìë.
Ñðåäó ìåíÿëè 2 ðàçà â íåäåëþ, ïðè÷åì 1/2 îáúåìà ñîñòàâ-
ëÿëà êîíäèöèîííàÿ ñðåäà. Íà 5—6 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
ìèîáëàñòîâ â ñðåäå äëÿ äèôôåðåíöèðîâêè ïîÿâëÿþòñÿ
ìèîòóáóëû.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ êèñëûõ ìåìáðàííûõ êëåòî÷íûõ îðãà-
íîèäîâ (öèñòåðíû àïïàðàòà Ãîëüäæè, ïîçäíèå ýíäîñîìû,
ëèçîñîìû) â æèâûõ êëåòêàõ èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñöåíò-
íûé âèòàëüíûé êðàñèòåëü àêðèäèíîâûé îðàíæåâûé (ÀÎ)
(Merck, Ãåðìàíèÿ) â êîíöåíòðàöèè 0.25—1.00 ìêã/ìë. Äëÿ
îêðàñêè ëèçîñîì è äðóãèõ êèñëûõ ñòðóêòóð èñïîëüçîâàëè
ôëóîðîôîð Lyso Tracker Green (ëèçîòðåêåð; Invitrogen,
ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 50 íã/ìë. Îêðàñêó êëåòîê ïðîâîäè-
ëè â àòìîñôåðå 5 % CO2 ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 20 ìèí.

Äëÿ ïðèæèçíåííîé îêðàñêè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðà-
íû ìèîáëàñòîâ è ìèîòóáóë ïðèìåíÿëè ëèïîôèëüíûå êðà-
ñèòåëè RH 414 (Invitrogen, ÑØÀ) è di-8-ANEPPS (Invitro-
gen, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèÿõ 15 è 5 ìêã/ìë ñîîòâåòñòâåí-
íî. Îêðàñêó êëåòîê ïðîâîäèëè â àòìîñôåðå 5 % CO2 ïðè 4
èëè 37 °Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí.

Äëÿ õàðàêòåðèñòèêè èçìåíåíèé ýíäîöèòîçà â ïðîöåñ-
ñå äèôôåðåíöèðîâêè ìèîáëàñòîâ â ìèîòóáóëû èñïîëüçî-
âàëè CdSe/ZnS ÊÒ ñ ìàêñèìóìàìè ôëóîðåñöåíöèè 565 è
655 íì, êîíúþãèðîâàííûå ñ TAT-áåëêîì âèðóñà ÂÈ×-1
(Invitrogen, ÑØÀ). Â îïûòàõ ñ ìèîáëàñòàìè êîíöåíòðà-
öèÿ ÊÒ—ÒÀÒ ñîñòàâëÿëà 0.1—0.2 íÌ, â îïûòàõ ñ ìèîòó-
áóëàìè — 1 íÌ. Èñõîäíûé ðàñòâîð ÊÒ-ÒÀÒ âíîñèëè â
êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó, âñòðÿõèâàëè íà âîðòåêñå, äîáàâëÿ-
ëè ê êëåòêàì è èíêóáèðîâàëè îò 15 ìèí äî 24 ÷ â àòìîñôå-
ðå 5 % CO2 ïðè 37 °Ñ. Ôëóîðåñöåíöèþ ÊÒ—ÒÀÒ íàáëþ-
äàëè â æèâûõ êëåòêàõ.

Äëÿ îêðàñêè àêòèíà â ìèîáëàñòàõ è ìèîòóáóëàõ èñ-
ïîëüçîâàëè ðîäàìèí-ôàëëîèäèí (Molecular Probes, ÑØÀ).
Êëåòêè ïðîìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåðîì (PBS),
ôèêñèðîâàëè 3% ðàñòâîðîì ôîðìàëèíà (Sigma, ÑØÀ)
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå 15 ìèí, ñíîâà ïðîìûâàëè
â PBS, îáðàáàòûâàëè 0.1%-íûì Òðèòîíîì X-100 (Sigma,
ÑØÀ) 15 ìèí ñ ïîñëåäóþùåé îòìûâêîé PBS. Çàòåì êðà-
ñèëè ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì (0.2 ìêÌ) 15 ìèí, ïðîìûâà-
ëè PBS, çàêëþ÷àëè â ñðåäó (Fluorescent Mounting Medium
(Dako Cytomation, Äàíèÿ)).

Äëÿ îêðàñêè a-àêòèíèíà â ìèîòóáóëàõ èñïîëüçîâàëè
ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà íà ñàðêîìåðíûé a-àêòèíèí
(êëîí EA-53, Sigma, ÑØÀ). Êëåòêè ïðîìûâàëè PBS, ôèê-
ñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëèíà ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 15 ìèí, ñíîâà ïðîìûâàëè PBS, îá-
ðàáàòûâàëè 0.5%-íûì Òðèòîíîì X-100 15 ìèí, ñ ïîñëåäó-
þùåé îòìûâêîé PBS. Íåñïåöèôè÷åñêîå îêðàøèâàíèå
áëîêèðîâàëè èíêóáàöèåé â ðàñòâîðå ÁÑÀ (1 %) 60 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè êëåò-
êè èíêóáèðîâàëè 60 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â
òåìíîòå. Ïîñëå ýòîãî ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì PBS, ñîäåð-
æàùèì 0.1 % Tween 20 (BioRad, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå âòî-
ðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè êîíúþãàò GAM-FITC (Invitro-
gen, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 100. Àíòèòåëà ðàçâîäèëè PBS,
ñîäåðæàùèì 1 % ÁÑÀ. Èíêóáàöèþ ñî âòîðûìè àíòèòåëà-
ìè ïðîâîäèëè 60 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîòîì
ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì PBS, ñîäåðæàùèì 0.1 % Tween 20,
çàêëþ÷àëè â ñðåäó (Fluorescent Mounting Medium (Dako
Cytomation, Äàíèÿ)).

Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà ëàçåðíîì ñêàíèðóþùåì
êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå Leica TCS SP5. Ôëóîðåñöåí-
öèþ ÀÎ, di-8-ANEPPS, ëèçîòðåêåðà è a-àêòèíèíà âîçáóæ-
äàëè àðãîíîâûì ëàçåðîì (488 íì). Ôëóîðåñöåíöèþ ðîäà-
ìèí-ôàëëîèäèíà âîçáóæäàëè ãåëèé-íåîíîâûì (543 íì)
ëàçåðîì. Ôëóîðåñöåíöèþ RH 414 âîçáóæäàëè àðãîíîâûì
(488 íì) èëè ãåëèé-íåîíîâûì (543 íì) ëàçåðîì. Ôëóîðåñ-
öåíöèþ ÊÒ âîçáóæäàëè äèîäíûì (405 íì) èëè àðãîíîâûì
(488 íì) ëàçåðîì. Ôëóîðåñöåíöèþ ÀÎ ðåãèñòðèðîâàëè â
äâóõ ñïåêòðàëüíûõ îáëàñòÿõ: 500—560 è 590—660 íì.
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Â îïûòàõ ñ RH 414 èçëó÷åíèå ðåãèñòðèðîâàëè â îáëàñòè
590—660 íì. Â îïûòàõ ñ ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì èçëó÷å-
íèå ðåãèñòðèðîâàëè â îáëàñòè ñïåêòðà 550—680 íì, ñ
a-àêòèíèíîì — â îáëàñòè 500—560 íì, ñ di-8-AN-
NEPS — â îáëàñòè 590—680 íì, ñ ëèçîòðåêåðîì — â îá-
ëàñòè 500—550 íì. Â îïûòàõ ñ ÊÒ, èìåþùèõ ìàêñèìóìû
ôëóîðåñöåíöèè 565 è 655 íì, ñâå÷åíèå ðåãèñòðèðîâàëè â
îáëàñòÿõ 550—580 è 640—670 íì ñîîòâåòñòâåííî. Ðåãè-
ñòðèðîâàëè îäèíî÷íûå è ñåðèéíûå ñðåçû (Z-ñåðèè), êîòî-
ðûå îáû÷íî ñîñòîÿëè èç 10—20 ïîñëåäîâàòåëüíûõ îïòè-
÷åñêèõ ñðåçîâ ñ øàãîì 0.5 ìêì. Óñðåäíåíèå èçîáðàæåíèÿ
ïðîâîäèëè ïî 4—6 êàäðàì ñêàíèðîâàíèÿ. Àíàëèç èçîáðà-
æåíèé ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ ïðîãðàìì
ìèêðîñêîïà Leica TCS SP5 è ïðîãðàììû Image J.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Îáðàçîâàíèå ïîïåðå÷íîïîëîñàòûõ ìûøå÷íûõ âîëî-
êîí ñîïðîâîæäàåòñÿ èçìåíåíèÿìè â ñòðóêòóðå è òîïîãðà-
ôèè ðÿäà êëåòî÷íûõ îðãàíîèäîâ (Ralston, 1993; Lu et al.,
2001). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ëîêàëèçàöèè ýòèõ ñòðóêòóð â
êëåòêå èíòåíñèâíî èñïîëüçóåòñÿ ôëóîðåñöåíòíûé âèòàëü-
íûé êðàñèòåëü ÀÎ (Zelenin, 1999). Íà îêðàøåííûõ ÀÎ
ìèîáëàñòàõ (ðèñ. 1, à) è ìèîòóáóëàõ (ðèñ. 1, á, â) ïîìèìî
ìåìáðàííûõ ñòðóêòóð äèôôóçíî îêðàøèâàþòñÿ êàê ÿäðà,
òàê è öèòîïëàçìà. Ýòî ïîçâîëÿåò âûäåëèòü íåñêîëüêî òè-
ïîâ ìèîòóáóë, êîòîðûå ôîðìèðóþòñÿ â ïðîöåññå äèôôå-
ðåíöèðîâêè ìèîáëàñòîâ â êóëüòóðå: äëèííûå âûòÿíóòûå
ìèîòóáóëû ñ ÿäðàìè, ðàñïîëîæåííûìè öåïî÷êîé âäîëü
êëåòêè; ìèîòóáóëû, öåíòðàëüíàÿ ÷àñòü êîòîðûõ çàïîëíåíà
ÿäðàìè; ìèîòóáóëû, ñîäåðæàùèå õàîòè÷íî ðàñïîëîæåí-
íûå ÿäðà (ðèñ. 1, á, â). Äëÿ àíàëèçà âûáèðàëè äëèííûå âû-
òÿíóòûå ìèîòóáóëû, â êîòîðûõ ÿäðà ðàñïîëàãàëèñü öå-
ïî÷êîé âäîëü êëåòêè. Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî â ìèîòó-
áóëàõ ÿäðà èíîãäà èìåþò äåôîðìèðîâàííóþ ôîðìó ñ
áîðîçäêàìè è èíâàãèíàöèÿìè â îòëè÷èå îò ÿäåð â ìèîáëà-
ñòàõ (ðèñ. 1, ã). Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî (Abe et al., 2004), ÷òî
â ìèîáëàñòàõ êëåòî÷íîé ëèíèè Ñ2Ñ12, êîòîðûå êóëüòèâè-
ðîâàëè â ñðåäå äëÿ äèôôåðåíöèðîâêè, ïîÿâëÿþòñÿ ÿäåð-
íûå èíâàãèíàöèè òàêîãî òèïà. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ïðè
äèôôåðåíöèðîâêå ôîðìèðóþùèåñÿ ïðåìèîôèáðèëëû è
ìèîôèáðèëëû íàõîäÿòñÿ â òåñíîì êîíòàêòå ñ ÿäðàìè.

Â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè ìèîáëàñòîâ ôîðìèðó-
þòñÿ ìèîôèáðèëëû, êîòîðûå îòâå÷àþò çà ñîêðàòèòåëüíûå
ñâîéñòâà çðåëîãî ìûøå÷íîãî âîëîêíà. Ïðè ýòîì ïðîèñõî-
äÿò ñòðóêòóðíûå è ôóíêöèîíàëüíûå èçìåíåíèÿ îñíîâíûõ
ìûøå÷íûõ áåëêîâ àêòèíà, ìèîçèíà è äð. Îêðàñêà ðîäà-
ìèí-ôàëëîèäèíîì âûÿâëÿåò ðåîðãàíèçàöèþ ôèáðèëëÿð-
íîãî àêòèíà â ìèîòóáóëàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ ìèîáëàñòàìè.
Íà ðèñ. 2, à ïîêàçàíû ìèîáëàñòû L6J1, îêðàøåííûå ðîäà-
ìèí-ôàëëîèäèíîì. Ìèîáëàñòû (ðèñ. 2, à) èìåþò òèïè÷-
íóþ äëÿ ïðèêðåïëåííûõ êëåòîê îêðàñêó ñ áîëüøèì êîëè-
÷åñòâîì ñòðåññ-ôèáðèëë. Â ìèîòóáóëàõ (ðèñ. 2, á) íàáëþ-
äàåòñÿ äðóãîå ðàñïîëîæåíèå ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà, à
èìåííî èíòåíñèâíàÿ îêðàñêà ïðèìåìáðàííîé îáëàñòè è
äèôôóçíàÿ îêðàñêà öèòîïëàçìû. Ïîäîáíàÿ îêðàñêà ïðè-
ìåìáðàííîé îáëàñòè ìîæåò óêàçûâàòü íà ïðèñóòñòâèå â
íåé ïðåäøåñòâåííèêîâ ìèîôèáðèëë (Schultheiss et al.,
1990; Sanger et al., 2002). Êàê èçâåñòíî, ïðåäøåñòâåííèêè
ìèîôèáðèëë õàðàêòåðèçóþòñÿ íàëè÷èåì ìèíè-ñàðêîìå-
ðîâ, îãðàíè÷åííûõ Z-òåëüöàìè, êîòîðûå ñîñòîÿò èç èçî-
ôîðìû ìûøå÷íîãî a-àêòèíèíà (Thornell, Price, 1991).
Íàøè îïûòû ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê a-àêòèíèíó âû-
ÿâèëè ðåãóëÿðíóþ ïîïåðå÷íóþ èñ÷åð÷åííîñòü ìèîòóáóë,

ñâèäåòåëüñòâóþùóþ î ôîðìèðîâàíèè Z-äèñêîâ (ðèñ. 2, â),
÷òî ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ïðèçíàêîâ äèôôåðåíöèðîâàííîé
ìûøå÷íîé êëåòêè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè èçìåíåíèå ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ êèñëûõ ñòðóêòóð, îêðàøåííûõ ÀÎ, â ïðîöåñ-
ñå äèôôåðåíöèðîâêè ìèîáëàñòîâ. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêà-
çàíî ðàñïðåäåëåíèå ÀÎ â âèäå ãðàíóë, ëîêàëèçîâàííûõ â
êèñëûõ ìåìáðàííûõ ñòðóêòóðàõ â ìèîáëàñòàõ L6J1 è ìû-
øå÷íîì âîëîêíå ëÿãóøêè (Êðîëåíêî è äð., 2003; Áåëÿåâà
è äð., 2009à; Krolenko et al., 2006). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èñ-
ñëåäîâàíî ðàñïðåäåëåíèå ãðàíóë ÀÎ â ìèîòóáóëàõ.
Â ìèîòóáóëàõ âûÿâëÿþòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå ãðàíóëû ÀÎ,
ðàñïîëîæåííûå ïî âñåé öèòîïëàçìå, â îòëè÷èå îò ìèîáëà-
ñòîâ, â êîòîðûõ ãðàíóë ÀÎ ìåíüøå è ãäå îíè â îñíîâíîì
ëîêàëèçîâàíû â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè (ðèñ. 1, à—â). Â
ìèîòóáóëàõ ãðàíóëû â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ îáðàçóþò ñêîï-
ëåíèÿ â îáëàñòÿõ öèòîïëàçìû ìåæäó ÿäðàìè. Èíîãäà íà-
áëþäàþòñÿ ïðîäîëüíî îðèåíòèðîâàííûå öåïî÷êè ãðàíóë.
Ðàçëè÷èÿ â ðàñïîëîæåíèè ãðàíóë ÀÎ, ïî-âèäèìîìó, îïðå-
äåëÿåòñÿ òèïîì ìèîòóáóë è èçìåíåíèÿìè â ñòðóêòóðå è
òîïîãðàôèè ðÿäà êëåòî÷íûõ îðãàíîèäîâ, ñâÿçàííûìè ñ
ôîðìèðîâàíèåì ìèîôèáðèëë â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâ-
êè ìèîáëàñòîâ.

Èçâåñòíî, ÷òî â õîäå äèôôåðåíöèðîâêè èçìåíÿåòñÿ
òîïîãðàôèÿ àïïàðàòà Ãîëüäæè è ïîçäíèõ ýíäîñîì (Rals-
ton, 1993; Lu et al., 2001). Â ìèîáëàñòàõ àïïàðàò Ãîëüäæè
ëîêàëèçîâàí ïîëÿðíî îòíîñèòåëüíî ÿäðà; â ìèîòóáóëàõ
àïïàðàò Ãîëüäæè ôðàãìåíòèðîâàí íà ìíîæåñòâî êîìïàðò-
ìåíòîâ, ðàñïîëîæåííûõ â âèäå óçêèõ ðÿäîâ âîêðóã ÿäåð
(ïåðèíóêëåàðíî) è ìåæäó ÿäðàìè â ìåñòàõ âûõîäà èç ýí-
äîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà. Ðåîðãàíèçàöèÿ àïïàðàòà
Ãîëüäæè ÿâëÿåòñÿ îòðàæåíèåì èçìåíåíèé â öèðêóëÿöèè
áåëêîâ ìåæäó àïïàðàòîì Ãîëüäæè è ýíäîïëàçìàòè÷åñêèì
ðåòèêóëóìîì è ìîæåò áûòü îäíîé èç ïðè÷èí çíà÷èòåëüíî-
ãî óâåëè÷åíèÿ êîëè÷åñòâà ãðàíóë ÀÎ â ìèîòóáóëàõ. Ëîêà-
ëèçàöèÿ ãðàíóë ÀÎ, âûÿâëÿåìàÿ â ìèîòóáóëàõ, ñâèäåòåëü-
ñòâóåò î ïðåîáðàçîâàíèÿõ â ýíäîñîìíî-ëèçîñîìíîì àïïà-
ðàòå êëåòêè âî âðåìÿ äèôôåðåíöèðîâêè.

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â äèôôåðåíöèðîâàí-
íûõ ìûøå÷íûõ âîëîêíàõ êèñëûå îðãàíåëëû íàõîäÿòñÿ â
òåñíîì êîíòàêòå ñ ïîïåðå÷íûìè òðóáî÷êàìè (Krolenko et
al., 2006). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå äëÿ îêðàñêè ìèîáëàñòîâ è
ìèîòóáóë áûë èñïîëüçîâàí ëèïîôèëüíûé êðàñèòåëü RH
414, êîòîðûé ïðèìåíÿåòñÿ äëÿ âûÿâëåíèÿ ìåìáðàí Ò-ñèñ-
òåìû â ìûøå÷íûõ âîëîêíàõ. Îêðàñêà ìèîòóáóë RH 414
ïðîèçâîäèëè íà 5—6-å ñóò ïîñëå íà÷àëà äèôôåðåíöèðîâ-
êè (ðèñ. 3, á, ã). Íà ýòîé ñòàäèè íå óäàëîñü âûÿâèòü Ò-òðó-
áî÷êè, ÷òî, ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî â ìèîòóáóëàõ
â ýòîò ïåðèîä åùå òîëüêî íà÷èíàåòñÿ ôîðìèðîâàíèå ìåì-
áðàí Ò-ñèñòåìû. Èçâåñòíî, ÷òî Ò-òðóáî÷êè çàíèìàþò ïåð-
ïåíäèêóëÿðíîå ìèîôèáðèëëàì ïîëîæåíèå ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè êëåòîê â òå÷åíèå 2—3 íåäåëü, êîãäà óæå ïîëíî-
ñòüþ ñôîðìèðîâàíû ìèîôèáðèëëû (Flucher et al., 1991).

Äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññà ýíäîöèòîçà â ìèîáëàñòàõ è
ìèîòóáóëàõ èñïîëüçîâàëè îêðàñêó êëåòîê RH 414 (ðèñ. 3).
Îêðàñêà ìèîáëàñòîâ ïðè 4 °Ñ (ðèñ. 3, à) âûÿâëÿåò òîëüêî
ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó êëåòîê. Ïðè 37 °Ñ RH 414
îêðàøèâàåò íå òîëüêî ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó, íî è
ìåìáðàíû âíóòðèêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð (ðèñ. 3, â). Íàáëþ-
äàåòñÿ ãðàíóëÿðíî-âåçèêóëÿðíûé õàðàêòåð îêðàñêè ñòðóê-
òóð öèòîïëàçìû. Ñõîäíûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû ïðè
îêðàñêå ìèîòóáóë, îáðàçîâàííûõ ïðè ñëèÿíèè ìèîáëà-
ñòîâ L6J1 (ðèñ. 3, á, ã). Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ïðè
4 °Ñ òàêæå õîðîøî âûÿâëÿåòñÿ ïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà
ìèîòóáóë (ðèñ. 3, á). Èñïîëüçîâàíèå äðóãîãî ëèïîôèëüíî-
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Ðèñ. 1. Êîíôîêàëüíûå èçîáðàæåíèÿ ìèîáëàñòîâ è ìèîòóáóë ïðè ðàçíûõ ïðèæèçíåííûõ îêðàñêàõ.

à—ã — ìèîáëàñòû (à) è ìèîòóáóëû (á—ã), îêðàøåííûå ÀÎ (1 ìêã/ìë, 20 ìèí); ôëóîðåñöåíöèÿ â äâóõ ñïåêòðàëüíûõ îáëàñòÿõ 500—560 è 590—660 íì.
à — ãðàíóëû ÀÎ â ìèîáëàñòàõ ëîêàëèçîâàíû â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè. á, â — â ìèîòóáóëàõ âûÿâëÿþòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå ãðàíóëû ÀÎ, ðàñïîëîæåííûå
ïî âñåé öèòîïëàçìå. ã — äåôîðìèðîâàííûå ÿäðà ñ áîðîçäêàìè è èíâàãèíàöèÿìè â ìèîòóáóëàõ. ä — ìèîáëàñòû ïîñëå èíêóáàöèè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé
KT—TAT (0.1 íÌ, 24 ÷), îêðàøåííûå ëèçîòðåêåðîì (50 íã/ìë, 20 ìèí); ôëóîðåñöåíöèÿ ÊÒ — â îáëàñòè 640—670 íì, ëèçîòðåêåðà — â îáëàñòè
500—550 íì; èíîãäà íàáëþäàþòñÿ âåçèêóëû, îêðàøåííûå ëèçîòðåêåðîì, êîòîðûå ñîäåðæàò êîìïëåêñû KT—TAT; âñòàâêà — óâåëè÷åíèå ó÷àñòêà, äå-
ìîíñòðèðóþùåãî ýòè âåçèêóëû. å—ç — ìèîòóáóëû ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå 4 (å) è 24 (æ, ç) ÷ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé KT—TAT (1 íÌ), îêðàøåííûå
ÀÎ (0.25 ìêã/ìë, 20 ìèí) (å, æ) èëè RH 414 (15 ìêã/ìë, 30 ìèí) (ç); ôëóîðåñöåíöèÿ KT655 — â îáëàñòè 640—670 íì, ôëóîðåñöåíöèÿ KT565 — â îáëàñ-
òè 550—580 íÌ, ÀÎ — â îáëàñòè 500—560 íì, RH 414 — â îáëàñòè 590—660 íì; êîìïëåêñû KT—TAT âûÿâëÿþòñÿ òîëüêî íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìá-

ðàíå ìèîòóáóë.



ãî êðàñèòåëÿ di-8-ANEPPS ïðè àíàëèçå ýíäîöèòîçà â ìè-
îáëàñòàõ è ìèîòóáóëàõ ïîçâîëèëî âûÿâèòü òå æå çàêîíî-
ìåðíîñòè îêðàñêè ìåìáðàííûõ ñòðóêòóð êëåòêè, ÷òî è
ïðè èñïîëüçîâàíèè RH 414 (ðèñ. 4, à—ã). Ïðè 4 °Ñ ýòè
êðàñèòåëè îêðàøèâàþò òîëüêî ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó
ìèîáëàñòîâ è ìèîòóáóë, íå ïðîíèêàÿ â êëåòêè, òàê êàê
áëîêèðóåòñÿ ýíäîöèòîç. Òàêèì îáðàçîì, âíóòðèêëåòî÷íûå
ñòðóêòóðû, îêðàøèâàþùèåñÿ ïðè 37 °Ñ, ïðåäñòàâëÿþò ñî-
áîé ýíäîöèòîçíûå ïóçûðüêè, êîòîðûå îòäåëÿþòñÿ îò
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû è ïîýòîìó îêàçûâàþòñÿ îêðà-
øåííûìè êðàñèòåëåì. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî ðàñïðåäåëåíèå
êðàñèòåëÿ îòðàæàåò ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ è äâèæåíèÿ
ýíäîöèòîçíûõ ïóçûðüêîâ. Ýòîò âûâîä ïîäòâåðæäàåòñÿ è â
äðóãèõ ðàáîòàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì RH 414 (Niles, Malik,
1999; Minshall et al., 2000).

Äîïîëíèòåëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà ýíäîöèòîçà â ìèî-
áëàñòàõ è ìèîòóáóëàõ áûëà ïîëó÷åíà ïðè èñïîëüçîâàíèè

êîìïëåêñîâ ÊÒ ñ ÒÀÒ-ïåïòèäîì, êîòîðûé ïðåäñòàâëÿåò
ñîáîé ôðàãìåíò TAT-áåëêà âèðóñà ÂÈ×-1. Ïîêàçàíî, ÷òî
ÒÀÒ-ïåïòèäû ïðîíèêàþò â êëåòêó è ñïîñîáíû äîñòàâëÿòü
â êëåòêè ðàçëè÷íûå áåëêè (Duchardt et al., 2007). ÊÒ,
êîíúþãèðîâàííûå ñ ÒÀÒ-ïåïòèäîì, ïðîíèêàþò â êëåòêè
ïóòåì ýíäîöèòîçà (Ruan et al., 2007; Xue et al., 2007; Chen
et al., 2008). Ïðè èíêóáàöèè ìèîáëàñòîâ â òå÷åíèå 15 ìèí
êîìïëåêñû ÊÒ—ÒÀÒ âûÿâëÿþòñÿ ëèøü íà ïîâåðõíîñòè
êëåòîê (ðèñ. 5, à). ×åðåç 60—120 ìèí ïðîèñõîäÿò èõ èí-
òåðíàëèçàöèÿ è ðàñïðåäåëåíèå ïî âñåé öèòîïëàçìå â ñî-
ñòàâå ìåìáðàí âåçèêóë (ðèñ. 5, á). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â
ýòîì ñëó÷àå ÷àñòü ÊÒ—ÒÀÒ âñå åùå îñòàåòñÿ íà ïîâåðõ-
íîñòè êëåòîê, íåñìîòðÿ íà îòìûâêó ÊÒ—ÒÀÒ ïîñëå
15 ìèí èíêóáàöèè. Ïðè èíêóáàöèè ìèîáëàñòîâ â òå÷åíèå
24 ÷ âåçèêóëû ñ ÊÒ—ÒÀÒ ðàñïðåäåëåíû ïî âñåé öè-
òîïëàçìå (ðèñ. 5, â). Ëîêàëèçàöèþ ÊÒ—ÒÀÒ â êëåòêå àíà-
ëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ëèçîòðåêåðà, êîòîðûé ëåãêî ïðî-
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Ðèñ. 2. Êîíôîêàëüíûå èçîáðàæåíèÿ ìèîáëàñòîâ è ìèîòóáóë, ðàñïðåäåëåíèå àêòèíà è á-àêòèíèíà.

à, á — êëåòêè, îêðàøåííûå ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì; ôëóîðåñöåíöèÿ â îáëàñòè 550—680 íì; âèäíû ñòðåññ-ôèáðèëëû â ìèîáëàñòàõ (à), èíòåíñèâíàÿ
îêðàñêà àêòèíà â ïðèìåìáðàííîé îáëàñòè è äèôôóçíàÿ îêðàñêà öèòîïëàçìû â ìèîòóáóëàõ (á). â — êëåòêè, îêðàøåííûå àíòèòåëàìè íà á-àêòèíèí;

ôëóîðåñöåíöèÿ â îáëàñòè 500—560 íì; âèäíà ðåãóëÿðíàÿ ïîïåðå÷íàÿ èñ÷åð÷åííîñòü.

Ðèñ. 3. Êîíôîêàëüíûå èçîáðàæåíèÿ ìèîáëàñòîâ è ìèîòóáóë, îêðàøåííûõ RH 414.

Ìèîáëàñòû (à, â) è ìèîòóáóëû (á, ã) ïîñëå èíêóáàöèè ñ RH 414 (15 ìêã/ìë, 30 ìèí); ôëóîðåñöåíöèÿ â îáëàñòè 590—660 íì. à, á — èíêóáàöèÿ ïðè 4 °Ñ,
õîðîøî âûÿâëÿåòñÿ ïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà êëåòîê. â, ã — èíêóáàöèÿ ïðè 37 °Ñ, íàáëþäàþòñÿ îêðàñêà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû êëåòîê è ãðàíóëÿð-

íî-âåçèêóëÿðíûé õàðàêòåð îêðàñêè ñòðóêòóð öèòîïëàçìû.
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Ðèñ. 4. Êîíôîêàëüíûå èçîáðàæåíèÿ ìèîáëàñòîâ è ìèîòóáóë, îêðàøåííûõ di-8-ANEPPS.

Ìèîáëàñòû (à, â) è ìèîòóáóëû (á, ã) ïîñëå èíêóáàöèè ñ di-8-ANEPPS (5 ìêã/ìë, 30 ìèí); ôëóîðåñöåíöèÿ â îáëàñòè 590—680 íì. à, á — èíêóáàöèÿ ïðè
4 °Ñ, õîðîøî âûÿâëÿåòñÿ ïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà êëåòîê. â, ã — èíêóáàöèÿ ïðè 37 °Ñ, íàáëþäàþòñÿ îêðàñêà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû êëåòîê è ãðà-

íóëÿðíî-âåçèêóëÿðíûé õàðàêòåð îêðàñêè ñòðóêòóð öèòîïëàçìû.

Ðèñ. 5. Êîíôîêàëüíûå èçîáðàæåíèÿ ìèîáëàñòîâ ñ êîìïëåêñàìè KT—TAT.

Ìèîáëàñòû ïîñëå èíêóáàöèè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé êîìïëåêñû KT—TAT (0.1 íÌ); ôëóîðåñöåíöèÿ ÊÒ â îáëàñòè 640—670 íì. à — èíêóáàöèÿ â òå÷åíèå
15 ìèí, êîìïëåêñû KT—TAT âûÿâëÿþòñÿ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê. á — èíêóáàöèÿ â òå÷åíèå 120 ìèí, êîìïëåêñû ÊÒ—ÒÀÒ âûÿâëÿþòñÿ êàê íà ïîâåðõ-

íîñòè êëåòîê, òàê è â âåçèêóëàõ â öèòîïëàçìå. â — èíêóáàöèÿ â òå÷åíèå 24 ÷, âåçèêóëû ñ KT—TAT âûÿâëÿþòñÿ â öèòîïëàçìå.



íèêàåò ÷åðåç êëåòî÷íûå ìåìáðàíû è íàêàïëèâàåòñÿ â
êèñëûõ îðãàíåëëàõ êëåòêè, ïî-âèäèìîìó ïóòåì ïðîòîíè-
ðîâàíèÿ. Íàáëþäàåòñÿ ñîîòâåòñòâèå âåçèêóë, êîòîðûå
èìåþò â ñîñòàâå ìåìáðàí êîìïëåêñû ÊÒ—ÒÀÒ, âåçèêó-
ëàì, îêðàøåííûì ëèçîòðåêåðîì (ðèñ. 1, ä). Äðóãèìè àâòî-
ðàìè íà êëåòêàõ HepG2, HEK 293T/17 è OGY òàêæå áûëè
ïîëó÷åíû äàííûå ïî êîëîêàëèçàöèè ëèçîòðåêåðà è âåçè-
êóë ñ ÊÒ—TAT (Wei et al., 2009; Delehanty et al., 2010; Xi-
ong et al., 2010). Ýòè ôàêòû ñâèäåòåëüñòâóþò î ïðîíèêíî-
âåíèè êîìïëåêñîâ ÊÒ—ÒÀÒ ïóòåì ýíäîöèòîçà.

Íà ðèñ. 1, å—ç ïîêàçàíû èçîáðàæåíèÿ êóëüòóðû êëå-
òîê L6J1 íà 5-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå äëÿ äèôôå-
ðåíöèðîâêè. Êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 4 ÷ â ñðåäå,
ñîäåðæàùåé êîìïëåêñû ÊÒ—ÒÀÒ. Êîìïëåêñû ÊÒ—ÒÀÒ
çà ýòî âðåìÿ íå ïðîíèêàþò â ìèîòóáóëû (ðèñ. 1, å). Íàðÿ-
äó ñ ìèîòóáóëàìè â êóëüòóðå âñòðå÷àþòñÿ íåäèôôåðåí-
öèðîâàííûå ìèîáëàñòû. Ïðè÷åì â îòëè÷èå îò ìèîòóáóë
íàáëþäàåòñÿ ïðîíèêíîâåíèå â ìèîáëàñòû êîìïëåêñîâ
ÊÒ—ÒÀÒ è èõ ëîêàëèçàöèÿ â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè
(ðèñ. 1, å—ç). Êàê ïîêàçàë àíàëèç îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ Z-ñå-
ðèé ìèîòóáóë, îêðàøåííûõ ÀÎ èëè RH 414, êîìïëåêñû
âûÿâëÿþòñÿ òîëüêî íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå ìèîòó-
áóë è ïðè èõ èíêóáàöèè â òå÷åíèå 24 ÷ â ñðåäå, ñîäåðæà-
ùåé êîìïëåêñû ÊÒ—ÒÀÒ (ðèñ. 1, æ, ç). Â îïûòàõ èñïîëü-
çîâàëè ÊÒ ñ ðàçíûìè ìàêñèìóìàìè ôëóîðåñöåíöèè (565 è
655 íì), êîòîðûå ðàçëè÷àëèñü ïî ðàçìåðàì CdSe-ÿäðà
(ïðèìåðíî 3 è 7 íì, ñîîòâåòñòâåííî). Îäíàêî âñëåäñòâèå
ôóíêöèîíàëèçàöèè ÊÒ ðàçìåðû êîìïëåêñîâ â îáîèõ ñëó-
÷àÿõ ñîñòàâëÿëè îêîëî 15—20 íì. È òå, è äðóãèå ÊÒ ëèøü
ñâÿçûâàëèñü ñ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé è íå ïðîíèêàëè
â ìèîòóáóëû ïðè èíêóáàöèè îò 15 ìèí äî 24 ÷ (ðèñ. 1,
å—ç).

Èçâåñòíî, ÷òî îðãàíèçàöèÿ âåçèêóëÿðíîãî òðàíñïîðòà
â ìíîãîÿäåðíûõ ñêåëåòíûõ ìûøå÷íûõ âîëîêíàõ ñó-
ùåñòâåííî îòëè÷àåòñÿ îò îäíîÿäåðíûõ ìûøå÷íûõ êëåòîê
(Ralston, 1993; Kaisto et al., 1999; Ralston et al., 2001).
Â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè ìèîáëàñòîâ ïðîèñõîäèò ïå-
ðåñòðîéêà êëåòî÷íîé ìåìáðàíû, â õîäå êîòîðîé ôîðìèðó-
þòñÿ ñïåöèàëèçèðîâàííûå äîìåíû, êîòîðûå îáåñïå÷èâà-
þò òðàíñïîðòíûå ïóòè â ìûøå÷íûõ âîëîêíàõ. Â íàøèõ
îïûòàõ êîìïëåêñû ÊÒ—ÒÀÒ íå ïðîíèêàëè â ìèîòóáóëû,
÷òî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá èçìåíåíèÿõ ìåìáðàíû â
ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè íà ñòàäèÿõ, ïðåäøåñòâóþùèõ
ôîðìèðîâàíèþ Ò-ñèñòåìû, êîòîðàÿ íå âûÿâëÿëàñü ïðè
îêðàñêå RH 414.

Âîçìîæíîñòü ïðîíèêíîâåíèÿ êîìïëåêñîâ ÊÒ—ÒÀÒ â
ìèîòóáóëû è ñêåëåòíûå ìûøå÷íûå âîëîêíà ÿâëÿåòñÿ âàæ-
íûì äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññîâ äèôôåðåíöèðîâêè è äåäèô-
ôåðåíöèðîâêè ìûøå÷íûõ êëåòîê, êîòîðûå àêòóàëüíû â
ñâÿçè ñ ðàçðàáîòêîé íîâûõ ïîäõîäîâ äëÿ äèàãíîñòèêè è
ëå÷åíèÿ ìèîïàòèé è ìûøå÷íûõ äèñòðîôèé.

Ìû áëàãîäàðèì çà ó÷àñòèå â îáñóæäåíèè ìåòîäè÷å-
ñêîé ÷àñòè è ðåçóëüòàòîâ ðàáîòû Ò. À. Êðûëîâó, Ë. Â. Òó-
ðîâåðîâó è Ã. È. Øòåéíà (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 08-04-00817), ïðîãðàììû ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëå-
äîâàíèé ïðåçèäèóìà ÐÀÍ ¹ 21 «Îñíîâû ôóíäàìåí-
òàëüíûõ èññëåäîâàíèé íàíîòåõíîëîãèé è íàíîìàòå-
ðèàëîâ», ïðîãðàììû «Âåäóùèå íàó÷íûå øêîëû»
(ÍØ-3273.2010.4) è ïðè èñïîëüçîâàíèè îáîðóäîâàíèÿ
Öåíòðà êîëëåêòèâíîãî ïîëüçîâàíèÿ «Ìàòåðèàëîâåäåíèå
è äèàãíîñòèêà â ïåðåäîâûõ òåõíîëîãèÿõ».
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The study of changes in the intracellular processes during differentiation of myoblasts into myotubules is of
great importance for understanding several fundamental problems of cell biology. At first, this concerns the spa-
tial organization of vacuolar apparatus that reflects the alterations in the properties of cell membranes, cytoske-
leton elements and dynamics of vesicular transport in the course of differentiation. The distribution of acidic
membrane organelles (lysosomes, late endosomes, Golgi cisternae) during the myotubule formation was revea-
led. It was shown that perinuclear localization of acidic organelles in myoblasts was replaced by diffuse distri-
bution of these structures in the whole volume of myotubules. Using lipophilic fluorescent dyes, RH 414 and
di-8-ANEPPS, the process of formation and dynamics of endocytic vesicles in myoblasts and myotubules was
investigated. In the present work, semiconductive nanocrystals, quantum dots (QDs), conjugated with TAT-pep-
tide, which belongs to cell-penetrating peptides, were used to characterize nonspecific endocytosis. It was
shown that QDs—TAT complexes penetrate myoblasts but do not penetrate myotubules even after 24 h incuba-
tion, which might be connected with plasma membrane changes during the process of skeletal muscle differenti-
ation.

K e y w o r d s: myoblasts, myotubules, differentiation, quantum dots, confocal microscopy, acridine orange,
RH 414.
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