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Àíàëèç äèíàìèêè ýíäîöèòîçà ðåöåïòîðà ÝÔÐ íà îñíîâå îáðàáîòêè èçîáðàæåíèé

Ýíäîöèòîç ñèãíàëüíûõ ðåöåïòîðîâ, â ÷àñòíîñòè ðåöåïòîðà ÝÔÐ, íà÷èíàÿñü íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåì-
áðàíå è çàêàí÷èâàÿñü â îáùåì ñëó÷àå äåãðàäàöèåé â îêîëîÿäåðíûõ ëèçîñîìàõ, ïîäðàçóìåâàåò ìíîæåñò-
âåííûå âçàèìîäåéñòâèÿ ýíäîñîì äðóã ñ äðóãîì è ñ ðàçëè÷íûìè êîìïàðòìåíòàìè (ëèçîñîìàìè, òðàíñ-
ñåòüþ àïïàðàòà Ãîëüäæè), ÷òî ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ ðàçìåðîâ ýíäîñîì. Êðîìå òîãî, õàðàêòåðíîé ÷åð-
òîé ýíäîöèòîçíîãî ïóòè ÿâëÿåòñÿ ïåðåìåùåíèå ýíäîñîì ñ ïåðèôåðèè êëåòêè â îêîëîÿäåðíóþ îáëàñòü.
Òàêèì îáðàçîì, ýíäîöèòîç êàê âûñîêîäèíàìè÷åñêèé ïðîöåññ ðàçâèâàåòñÿ âî âðåìåíè è ïðîñòðàíñòâå.
Î÷åâèäíî, ÷òî îäíèì èç ïðîäóêòèâíûõ ïîäõîäîâ ê èçó÷åíèþ ðåãóëÿöèè ýíäîöèòîçà ÿâëÿåòñÿ ìåòîä ñâå-
òîâîé èììóíîôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè, ðàçðåøåíèå êîòîðîé ïîçâîëÿåò îöåíèâàòü äèíàìèêó ýòîãî
ïðîöåññà íà óðîâíå îäíîé èëè íåñêîëüêèõ êëåòîê. Ðàçëè÷íûå âîçäåéñòâèÿ, âëèÿþùèå íà ðåãóëÿòîðíûå
êîìïîíåíòû ýíäîöèòîçà, íåèçáåæíî îòðàæàþòñÿ íà äèíàìèêå èçìåíåíèÿ ðàçìåðîâ ýíäîñîì è (èëè) èõ
ïåðåìåùåíèé, ÷òî ïîçâîëÿåò âûÿâëÿòü êàê êëþ÷åâûå, òàê è âòîðè÷íûå êîìïîíåíòû ðåãóëÿòîðíûõ ìåõà-
íèçìîâ. Îäíàêî âèçóàëüíàÿ îöåíêà ïîäîáíûõ âîçäåéñòâèé ÷àñòî îêàçûâàåòñÿ âåñüìà ñóáúåêòèâíîé è íå
äàåò âîçìîæíîñòè êàê ïîëó÷èòü ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûå äàííûå, òàê è ñðàâíèòü ìåæäó ñîáîé íå-
ñêîëüêî ýêñïåðèìåíòîâ äàæå â îäíîé ñåðèè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ââåäåíû òàêèå ïàðàìåòðû, êàê êàæóùè-
åñÿ ðàçìåðû âåçèêóë (âåëè÷èíà äèàìåòðà, ïëîùàäè èëè îáúåìà) è ÷èñëî âåçèêóë íà êëåòêó, ïîçâîëÿþ-
ùèå êîëè÷åñòâåííî îöåíèâàòü ýôôåêòèâíîñòü ñëèÿíèé ýíäîñîì. Êðîìå òîãî, ïðåäëàãàåòñÿ êîýôôè-
öèåíò, îòðàæàþùèé êëàñòåðèçàöèþ âåçèêóë â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè, êàê ìåðà ïåðåìåùåíèÿ âåçèêóë ïî
ìèêðîòðóáî÷êàì ê ÿäðó (Dclust) è äàíû ïðèìåðû ïðèìåíåíèÿ ïðåäëîæåííûõ ïàðàìåòðîâ ïðè àíàëèçå ýí-
äîöèòîçà ðåöåïòîðà ÝÔÐ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ðåöåïòîð ÝÔÐ, ÅÅÀ1, ýíäîñîìû, ìèêðîòðóáî÷êè, ôëóîðåñöåíòíàÿ êîíôî-
êàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, àíàëèç èçîáðàæåíèé.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÂÝ — ìóëüòèâåçèêóëÿðíûå ýíäîñîìû, ÌÒ — ìèêðîòðóáî÷êè,
ÎßÎ — îêîëîÿäåðíàÿ îáëàñòü, ÏÌ — ïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà, ÒÊ — òèðîçèíêèíàçà, ÖÎÌÒ — öåíòð
îðãàíèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê, ÝÔÐ — ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà, ÝÔÐ-Ð — ðåöåïòîð ÝÔÐ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñ÷èòàåòñÿ óñòàíîâëåííûì, ÷òî ýí-
äîöèòîç ñèãíàëüíûõ ðåöåïòîðîâ, â ÷àñòíîñòè ðåöåïòîðà
ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà (ÝÔÐ), íå òîëüêî ÿâëÿåòñÿ
ñïîñîáîì äåñåíñèòèçàöèè êëåòêè, íî è ó÷àñòâóåò â ãåíå-
ðàöèè ñèãíàëîâ ðàçëè÷íîé âíóòðèêëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèè
(Polo, Di Fiore, 2006; Platta, Stenmark, 2011; Schiefermeier
et al., 2011). Â ñîîòâåòñòâèè ñ òåêóùèìè ïðåäñòàâëåíèÿ-
ìè, ôîðìèðîâàíèå ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ íà
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå (ÏÌ) è èõ äèìåðèçàöèÿ ïðèâî-
äÿò ê àêòèâàöèè ðåöåïòîðíîé òèðîçèíêèíàçû (ÒÊ) è ðåê-
ðóòèðîâàíèþ â îêàéìëåííûå êëàòðèíîì ÿìêè, äàþùèå
íà÷àëî ìåëêèì (äèàìåòðîì 100—120 íì) ýíäîñîìàì (Jo-
hannessen et al., 2006). Àêòèâèðîâàííûé ðåöåïòîð â òàêèõ
ýíäîñîìàõ, â ñâîþ î÷åðåäü, ñïîñîáåí ñòèìóëèðîâàòü ôàê-
òîð îáìåíà íóêëåîòèäîâ ìàëîé ÃÒÔàçû Rab5 (RIN1), â
ðåçóëüòàòå ÷åãî Rab5 ïåðåõîäèò â ÃÒÔ-ñâÿçàííóþ ôîðìó,
àññîöèèðóåòñÿ ñ ìåìáðàíîé ðàííåé ýíäîñîìû è íà÷èíàåò

ðåêðóòèðîâàòü íà íåå áåëêè, íåîáõîäèìûå äëÿ äàëüíåé-
øèõ ñëèÿíèé è ïåðåìåùåíèÿ ïî ìèêðîòðóáî÷êàì (Barbie-
ri et al., 2003; Loub *ery et al., 2008).

Îäíèì èç êëþ÷åâûõ áåëêîâ, ðåãóëèðóþùèõ äàëüíåé-
øèå ñîáûòèÿ, ÿâëÿåòñÿ ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-3-êèíàçà
Vps34, ðåêðóòèðóåìàÿ Rab5-ÃÒÔ. Åå àêòèâàöèÿ â ðåçóëü-
òàòå àññîöèàöèè ñ ýíäîñîìîé ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ íà
ýíäîñîìíîé ìåìáðàíå äîìåíîâ, îáîãàùåííûõ ôîñôàòè-
äèèíîçèòîë-3-ôîñôàòîì (PI3P) — ëèïèäîì, õàðàêòåðíûì
èìåííî äëÿ ýíäîöèòîçíîãî ïóòè (Gillooly et al., 2000).
Ñ íèì ñïîñîáíû ñâÿçûâàòüñÿ áåëêè, îáëàäàþùèå FYVE-
äîìåíîì, â ÷àñòíîñòè òàê íàçûâàåìûé àóòîàíòèãåí ðàí-
íèõ ýíäîñîì ÅÅÀ1, îòâåòñòâåííûé çà óçíàâàíèå è çàÿêî-
ðèâàíèå ãîìîòèïè÷åñêèõ ðàííèõ ýíäîñîì íà ïåðâîé ñòà-
äèè ñëèÿíèÿ, äî ôîðìèðîâàíèÿ êîìïëåêñà ñëèÿíèÿ, ôîð-
ìèðóåìîãî áåëêàìè SNARE (Christoforidis et al., 1999;
Lawe et al., 2000).
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Óêðóïíåíèå ýíäîñîì â õîäå ýíäîöèòîçà — îäíî èç
ñàìûõ î÷åâèäíûõ ïðîöåññîâ, ðåãèñòðèðóåìûõ âèçóàëüíî.
Óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ ïðîèñõîäèò â ðåçóëüòàòå òàê íàçû-
âàåìûõ ãîìîòèïè÷åñêèõ ñëèÿíèé ýíäîñîì, íàõîäÿùèõñÿ
íà îäèíàêîâîé ñòàäèè ñîçðåâàíèÿ, è îñíîâíàÿ ôüþçîãåí-
íàÿ àêòèâíîñòü ñâÿçàíà èìåííî ñ ðàííèìè, Rab5-ïîëîæè-
òåëüíûìè ýíäîñîìàìè. Ýòè ñëèÿíèÿ íåîáõîäèìû äëÿ
ïðîõîæäåíèÿ äàëüíåéøèõ ñòàäèé ñîçðåâàíèÿ ðàííèõ ýí-
äîñîì è ïðåâðàùåíèÿ èõ â ïîçäíèå ýíäîñîìû ñ ìóëüòèâå-
çèêóëÿðíîé ìîðôîëîãèåé (ÌÂÝ), ïîñêîëüêó ñîçäàþò «èç-
áûòîê» ìåìáðàíû, êîòîðàÿ ñëóæèò îñíîâîé äëÿ ôîðìèðî-
âàíèÿ âíóòðåííèõ ïóçûðüêîâ ìóëüòèâåçèêóëÿðíûõ
ýíäîñîì. Èìåííî â ýòèõ ïóçûðüêàõ, îáîãàùåííûõ ÐI3P,
êîíöåíòðèðóþòñÿ òðàíñìåìáðàííûå ãðóçû, ïîäâåðãàþ-
ùèåñÿ äåãðàäàöèè ïîñëå âçàèìîäåéñòâèÿ ïîçäíèõ ýíäî-
ñîì ñ ëèçîñîìàìè (Dunn, Maxfield, 1992; Gillooly et al.,
2000; Luzio et al., 2010).

Ïàðàëëåëüíî ñ óêðóïíåíèåì ýíäîñîì èäåò ïðîöåññ
òðàíñïîðòèðîâêè ýíäîñîì ïî ìèêðîòðóáî÷êàì (ÌÒ) ñ ïî-
ìîùüþ ìîòîðíîãî áåëêà äèíåèíà, ðåçóëüòàòîì ÷åãî ÿâëÿ-
åòñÿ èõ êîíöåíòðàöèÿ â îêîëîÿäåðîé îáëàñòè, ãäå ðàñïî-
ëîæåí öåíòð îðãàíèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê (ÖÎÌÒ) è ëî-
êàëèçîâàíî áîëüøèíñòâî ëèçîñîì (Aniento et al., 1993).
Ïåðåìåùåíèå ýíäîñîì ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü íå òîëüêî
ëèçîñîìíîé äåãðàäàöèè, íî è ïåðåíîñó àêòèâèðîâàííîãî
ðåöåïòîðà â èíîå ìèêðîîêðóæåíèå è ãåíåðàöèè íîâûõ
ñèãíàëîâ (Platta, Stenmark, 2011).

Â õîäå ýòèõ ïðîöåññîâ ïðîèñõîäèò ñîçðåâàíèå ýíäî-
ñîì. Ïîä ýòèì òåðìèíîì ïîäðàçóìåâàåòñÿ èçìåíåíèå ñî-
ñòàâà ìåìáðàíû è ñîîòâåòñòâåííî íàáîðà áåëêîâ, ñïîñîá-
íûõ ñ íåé âçàèìîäåéñòâîâàòü. Ñîñòàâ ìåìáðàíû èçìåíÿ-
åòñÿ â ðåçóëüòàòå óäàëåíèÿ ÷àñòè êîìïîíåíòîâ çà ñ÷åò
ðåöèêëèðóþùèõ äîìåíîâ, à òàêæå ïîÿâëåíèÿ íîâûõ êîì-
ïîíåíòîâ çà ñ÷åò ñëèÿíèÿ ñ âåçèêóëàìè, ôîðìèðóåìûìè â
òðàíññåòè àïïàðàòà Ãîëüäæè è íåñóùèìè, â ÷àñòíîñòè,
ëèçîñîìíûå ôåðìåíòû (Dunn, Maxfield, 1992; Futter et al.,
1996). Ìîäèôèêàöèÿ ñâîéñòâ ìåìáðàíû îïðåäåëÿåò èçìå-
íåíèå íàáîðà ñèãíàëüíûõ áåëêîâ-ìèøåíåé, ñ êîòîðûìè
ìîæåò âçàèìîäåéñòâîâàòü ëîêàëèçîâàííûé â íåé àêòèâè-
ðîâàííûé ðåöåïòîð. Òàê, åñëè ñðàçó ïîñëå ôîðìèðîâàíèÿ
ýíäîñîì, åùå äî ðåêðóòèðîâàíèÿ ÅÅÀ1, ñ ðåöåïòîðîì
âçàèìîäåéñòâóþò áåëêè APPL1/2, îòâåòñòâåííûå çà ðåìî-
äåëèðîâàíèå õðîìàòèíà è çàïóñê ýêñïðåññèè ãåíîâ ðàííå-
ãî îòâåòà, òî ïîçäíåå íà ýíäîñîìàõ ìîãóò ôîðìèðîâàòüñÿ
äâà ÌÀÐ-êèíàçíûõ êîìïëåêñà, ñîáèðàåìûõ íà ðàííèõ è
ïîçäíèõ ýíäîñîìàõ ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ àäàïòîðíûõ
ñèñòåì (Nada et al., 2009; Zoncu et al., 2009).

Òàêèì îáðàçîì, ïîèñêè ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè è êî-
îðäèíàöèè ïðîöåññîâ òðàíñïîðòà è ñèãíàëèçàöèè ÿâëÿþò-
ñÿ âåñüìà àêòóàëüíûìè (Polo, Di Fiore, 2006). Î÷åâèäíî,
÷òî ëþáûå âîçäåéñòâèÿ, ïðèâîäÿùèå ê íàðóøåíèþ ïðî-
öåññîâ ñëèÿíèÿ èëè òðàíñïîðòèðîâêè, ìîãóò áûòü íàïðÿ-
ìóþ ñâÿçàíû è ñ íàðóøåíèÿìè â ïðîâåäåíèè ñèãíàëà. Îä-
íàêî äëÿ ïîëó÷åíèÿ äîñòîâåðíûõ äàííûõ ïî âëèÿíèþ íà
ýíäîöèòîç îäíîé âèçóàëüíîé îöåíêè çà÷àñòóþ îêàçûâàåò-
ñÿ íåäîñòàòî÷íî. Âîçíèêàåò íåîáõîäèìîñòü ââåäåíèÿ íå-
êèõ ïàðàìåòðîâ, ïîçâîëÿþùèõ, âî-ïåðâûõ, ïîëó÷àòü ñòà-
òèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûå äàííûå, ò. å. äàííûå, óñðåäíåí-
íûå ïðè àíàëèçå íå îäíîé êëåòêè, à íåêîòîðîé èõ
ïîïóëÿöèè, à âî-âòîðûõ, äåëàþùèõ âîçìîæíûì ñðàâíå-
íèå ðåçóëüòàòîâ ðàçíûõ îïûòîâ. Ó÷èòûâàÿ îïðåäåëåííûå
îãðàíè÷åíèÿ, õàðàêòåðíûå äëÿ îïòè÷åñêîé ìèêðîñêîïèè,
ìû âûáðàëè íåñêîëüêî ïàðàìåòðîâ, ïîçâîëÿþùèõ ïîëó-
êîëè÷åñòâåííî îïèñûâàòü õîä ýíäîöèòîçà, ò. å. îöåíèâàòü
êàæóùèåñÿ ðàçìåðû âåçèêóë (îïðåäåëÿåìûå íå òîëüêî èñ-

òèííûìè ôèçè÷åñêèì ðàçìåðàìè, íî è ÿðêîñòüþ ñèãíàëà,
è ñóùåñòâîâàíèåì íèæíåãî ïðåäåëà ðàçðåøåíèÿ â 200 íì,
è âûáîðîì ôîêàëüíîé ïëîñêîñòè), èõ ÷èñëî è èçìåíåíèå
èõ ëîêàëèçàöèè â îïðåäåëåííûé ìîìåíò ïîñëå ñòèìóëÿ-
öèè èíòåðíàëèçàöèè.

Íåîáõîäèìîñòü ïîäîáíîãî ðîäà àíàëèçîâ óæå îñîçíà-
íà â íàó÷íîì ìèðå, ïðåäïðèíèìàþòñÿ ïîïûòêè ìóëüòè-
ôàêòîðíûõ êîëè÷åñòâåííûõ èññëåäîâàíèé ñ öåëüþ âûÿâ-
ëåíèÿ êîððåëÿöèé ìåæäó ðàçëè÷íûìè ñîáûòèÿìè âåçèêó-
ëÿðíîãî òðàíñïîðòà, åãî ðåãóëÿöèè è âíóòðèêëåòî÷íîé
ñèãíàëèçàöèè (Collinet et al., 2010). Îäíàêî ïðè îòñóòñò-
âèè àâòîìàòè÷åñêèõ ñèñòåì ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèé áî-
ëüøîãî êîëè÷åñòâà êëåòîê, íåîáõîäèìûõ âû÷èñëèòåëü-
íûõ ìîùíîñòåé è íàëè÷èè ðÿäà äðóãèõ ïðîáëåì õîòåëîñü
áû èìåòü âîçìîæíîñòü «íîðìèðîâàòü» äàííûå ýêñïåðè-
ìåíòîâ âðó÷íóþ, ñ íàèìåíüøèìè çàòðàòàìè âðåìåíè. Òàê,
íàïðèìåð, â ðàáîòå Ñàáëèíîé ñ ñîàâòîðàìè (2012) ïðåä-
ëàãàëñÿ àëãîðèòì ïîäñ÷åòà ñòðåññîâûõ ãðàíóë â êóëüòè-
âèðóåìûõ êëåòêàõ, îäíàêî ðàçëè÷èÿ â ÿðêîñòè ýíäîñîì,
êàê ïðàâèëî, ãîðàçäî áîëüøå, ÷åì â îïèñàííîì ñëó÷àå,
÷òî îãðàíè÷èâàåò âîçìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ ýòîãî àëãî-
ðèòìà.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäëîæåíû àëãîðèòìû îöåíêè
îñíîâíûõ ïàðàìåòðîâ ýíäîöèòîçà c ïîìîùüþ ïðîãðàììû
ImageJ ïðè îáðàáîòêå èçîáðàæåíèé êëåòîê, ôèêñèðîâàí-
íûõ íà ðàçíûõ ñðîêàõ ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà è
îêðàøåííûõ ñîîòâåòñòâóþùèìè àíòèòåëàìè, íà ïðèìåðå
ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà ïîâåäåíèÿ ðåöåïòîðà ÝÔÐ è áåë-
êà ñëèÿíèÿ ÅÅÀ1.

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 êàðöèíîìû øåéêè ìàòêè ÷åëîâåêà HeLa, ïî-
ëó÷åííûå èç Åâðîïåéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð.
Êëåòêè HeLa êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå, ïðèãîòîâëåííîé íà
îñíîâå ÄÌÅÌ (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé 8 % ýìáðè-
îíàëüíîé ñûâîðîòêè òåëÿò (PAA, Àâñòðèÿ), ïðè 37 °Ñ â
àòìîñôåðå, ñîäåðæàùåé 5 %. ÑÎ2. Êëåòêè ðàñòèëè äî
50—70%-íîãî ìîíîñëîÿ. Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ ñ èììóíî-
ôëóîðåñöåíòíûì îêðàøèâàíèåì â ÷àøêè ïîìåùàëè ïî-
êðîâíûå ñòåêëà ðàçìåðîì 10�10 ìì, íà êîòîðûå ïðîèçâî-
äèëè ïîñåâ êëåòîê.

Ë è ã à í ä û è à í ò è ò å ë à. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ðå-
êîìáèíàíòíûé ÝÔÐ (Sigma-Aldrich, ÑØÀ) â êîíöåíòðà-
öèè 50 íã/ìë. Äëÿ ñïåöèôè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ ðåöåïòîðà
ÝÔÐ èñïîëüçîâàëè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà êðîëèêà,
óçíàþùèå ýêñòðàêëåòî÷íûé äîìåí ðåöåïòîðà ÝÔÐ ÷åëî-
âåêà (Cell Signaling, ÑØÀ), â ðàçâåäåíèè 1 : 100, ìîíî-
êëîíàëüíûå ìûøèíûå àíòèòåëà ïðîòèâ a-òóáóëèíà (Sig-
ma-Aldrich, ÑØÀ) èñïîëüçîâàëè â ðàçâåäåíèè 1 : 2000, à
Mab, óçíàþùèå EEA1 (Transduction Lab., ÑØÀ), èñïîëü-
çîâàëè â ðàçâåäåíèè 1 : 1000. Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòè-
òåë èñïîëüçîâàëè êîíúþãàòû GAR-Alexa Fluor 568,
GAM-Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Àíãëèÿ) è
GAM-Cy3 (Jackson, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 500. Àíòèòåëà
ðàçâîäèëè â ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðå (PBS, pH 7.4), ñî-
äåðæàùåì 1 % ÁÑÀ.

Ñ ò è ì ó ë ÿ ö è þ ý í ä î ö è ò î ç à ïðîâîäèëè ïî äâóì
ñõåìàì. Â ñõåìå ñ ïðåäâàðèòåëüíûì ñâÿçûâàíèåì êëåòêè
èíêóáèðîâàëè ñ ëèãàíäîì â ñðåäå ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùåé
0.1 % ÁÑÀ è 20 ìÌ HEPES, pH 7.4 (ñðåäà À), â òå÷åíèå
60 ìèí ïðè 4 °Ñ äëÿ äîñòèæåíèÿ åãî ðàâíîâåñíîãî ñâÿçû-
âàíèÿ ñ ðåöåïòîðàìè. Ïîñëå òðåõêðàòíîé îòìûâêè PBS îò

Àíàëèç äèíàìèêè ýíäîöèòîçà ðåöåïòîðà ÝÔÐ íà îñíîâå îáðàáîòêè èçîáðàæåíèé 349



íåñâÿçàâøåãîñÿ ðîñòîâîãî ôàêòîðà ýíäîöèòîç ñòèìóëèðî-
âàëè ïåðåâîäîì êëåòîê â ñðåäó À, íå ñîäåðæàùóþ ëèãàí-
äà, ïðè 37 °Ñ íà óêàçàííîå âðåìÿ, ÷òî ïîçâîëÿëî èíèöèè-
ðîâàòü ñèíõðîííóþ âîëíó ñîáûòèé.

Ïðè èìïóëüñíîé çàãðóçêå ëèãàíä äîáàâëÿëè íåïî-
ñðåäñòâåííî ê êëåòêàì, èíêóáèðóåìûì â ñðåäå À ïðè
37 °Ñ, íà 5 ìèí. Ïîñëå òðåõêðàòíîé îòìûâêè íåñâÿçàâøå-
ãîñÿ ëèãàíäà òåïëûì (37 °Ñ) ðàñòâîðîì PBS êëåòêè ïåðå-
âîäèëè â ñðåäó À íå ñîäåðæàùóþ ëèãàíäà, ïðè òåìïåðà-
òóðå 37 °Ñ, íà óêàçàííîå âðåìÿ, âêëþ÷àþùåå â ñåáÿ 5-ìè-
íóòíóþ èìïóëüñíóþ çàãðóçêó. Â ýòîì ñëó÷àå êëåòêè
íàõîäÿòñÿ â áîëåå ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ, îäíàêî
ñèíõðîííîñòü èíòåðíàëèçàöèè è ïîñëåäóþùèõ ñîáûòèé
ñíèæàåòñÿ.

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. Äëÿ äåïî-
ëèìåðèçàöèè ÌÒ êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí
ïðè 37 °Ñ â ñðåäå À, ñîäåðæàùåé íîêîäàçîë (Sigma-Ald-
rich, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 20 ìêÌ. Âñå äàëüíåéøèå èí-
êóáàöèè (â òîì ÷èñëå ñòèìóëÿöèþ ýíäîöèòîçà) ïðîâîäè-
ëè ïðè ïîñòîÿííîì ïðèñóòñòâèè àãåíòà â ðàáî÷åé ñðåäå.

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, ïîñëå ÷åãî ôèêñèðîâàëè. ×àñòü
êëåòîê íà ñòåêëàõ ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì
ôîðìàëèíà (Sigma-Aldrich, ÑØÀ) â PBS ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå è èñïîëüçîâàëè äëÿ âûÿâëåíèÿ àíòèãåíîâ,
ëîêàëèçîâàííûõ íà ìåìáðàíàõ. Äðóãóþ ÷àñòü êëåòîê
ôèêñèðîâàëè ãëóòàðàëüäåãèäíûì ôèêñàòîðîì (PBS, ñî-
äåðæàùèé 3% ôîðìàëèíà, 0.25 % Òðèòîíà X-100 è 0.2 %
ãëóòàðàëüäåãèäà) â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 37 °Ñ äëÿ ïîñëå-
äóþùåãî èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ òóáóëè-
íà. Ïîñëå ôîðìàëèíîâîé ôèêñàöèè êëåòêè ïðîìûâàëè 5
ðàç ïî 3 ìèí ðàñòâîðîì PBS è îáðàáàòûâàëè 15 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ðàñòâîðîì PBS, ñîäåðæàùèì
0.5 % Òðèòîíà X-100. Ïîñëå ãëóòàðîâîé ôèêñàöèè êëåòêè
ïðîìûâàëè 2 ðàçà ïî 10 ìèí ðàñòâîðîì PBS. Íåñïåöèôè-
÷åñêîå îêðàøèâàíèå áëîêèðîâàëè èíêóáàöèåé â PBS, ñî-
äåðæàùåì 1 % ÁÑÀ, â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè êëåòêè èíêóáèðîâà-
ëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ. Äàëåå ïðîìûâàëè 3 ðàçà ïî
5 ìèí ðàñòâîðîì PBS, ñîäåðæàùèì 0.1 % Tween-20 (Bio-
Rad, ÑØÀ). Èíêóáàöèþ ñî âòîðûìè àíòèòåëàìè â òå÷å-
íèå 30 ìèí ïðîâîäèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òåì-
íîòå è çàòåì ïðîìûâàëè, êàê îïèñàíî âûøå. Ñòåêëà çà-
êëþ÷àëè â çàëèâêó, ñîäåðæàùóþ 9 ìë ãëèöåðèíà, 1 ìë
PBS, 1 ìë ÄÌÑÎ, 80 ìë ïðîïèëãàëàòà è 1 ìêã/ìë DAPI.

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 ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åí-
íûõ áåëêîâ â êëåòêàõ èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ ëàçåðíûõ ñêà-
íèðóþùèõ êîíôîêàëüíûõ ìèêðîñêîïîâ Leica TCS SL è
Leica TCS SP5 (Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Èñïîëüçîâàëè èììåðñè-
îííûå ìàñëÿíûå îáúåêòèâû ñ óâåëè÷åíèÿìè 100.0�1.40 è
63.0�1.32. Çåëåíóþ ôëóîðåñöåíöèþ âîçáóæäàëè àðãîíî-
âûì ëàçåðîì (488 íì), êðàñíóþ — He-Ne-ëàçåðîì
(543 íì). Ôëóîðåñöåíöèþ íà ðàçíûõ äëèíàõ âîëí ñêàíè-
ðîâàëè ðàçäåëüíî ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Leica confocal
software (Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Ñðåç ñêàíèðîâàíèÿ ïîñëå ïðî-
ñìîòðà âñåé êëåòêè ïî îñè Z âûáèðàëè íèæå ÿäðà èëè â
íèæíåé åãî ÷àñòè, ò. å. òàì, ãäå ëîêàëèçóåòñÿ îñíîâíàÿ
ìàññà ýíäîñîì è ÌÒ â õîðîøî ðàñïëàñòàííûõ êëåòêàõ
HeLa. Âûáèðàëè ìàêñèìàëüíî ðàñïëàñòàííûå êëåòêè ñ
íàäåæíî îïðåäåëÿåìûìè ãðàíèöàìè.

À í à ë è ç è î á ð à á î ò ê à è ç î á ð à æ å í è é è ñ ò à -
ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ä à í í û õ. Ïîëó÷åííûå èçîáðà-

æåíèÿ îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàìì Leica Confocal
Software è ImageJ 1.40g (National Institute of Health,
ÑØÀ).

Äëÿ îöåíêè ñòåïåíè êëàñòåðèçàöèè ðàññ÷èòûâàëè îò-
íîøåíèå ïëîùàäè öåëîé êëåòêè ê ïëîùàäè, çàíÿòîé âåçè-
êóëàìè, èñïîëüçóÿ ïàðàìåòð Area ôóíêöèè Measure â ïðî-
ãðàììå ImageJ. Ïîëó÷åííîå îòíîøåíèå ñ÷èòàëè êîýôôè-
öèåíòîì êëàñòåðèçàöèè Dclust, çíà÷åíèå êîòîðîãî ïðÿìî
ïðîïîðöèîíàëüíî ñòåïåíè êëàñòåðèçàöèè. Ïðè âûïîëíå-
íèè ýòîé îïåðàöèè íå âûñòàâëÿëè íèêàêîãî ïîðîãîâîãî
çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè.

Äëÿ îöåíêè êîëîêàëèçàöèè ÅÅÀ1-âåçèêóë è ýíäîñîì
èñïîëüçîâàëè ïëàãèí JACoP äëÿ ïðîãðàììû ImageJ. Â
ðàñ÷åò áðàëè äîëþ ñîâïàäåíèé âåçèêóë ñ çåëåíîé (ÅÅÀ1)
è êðàñíîé (ÝÔÐ-Ð) ôëóîðåñöåíöèåé ïî îòíîøåíèþ ê îá-
ùåìó ñèãíàëó ñ êðàñíîãî êàíàëà.

Îöåíêó ñðåäíåãî êîëè÷åñòâà âåçèêóë íà êëåòêó è âû-
÷èñëåíèå èõ ðàçìåðîâ ïðîâîäèëè ïî ñëåäóþùåìó àëãî-
ðèòìó. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êàæóùèõñÿ ðàçìåðîâ ÷àñòèö íà
àíàëèçèðóåìîì èçîáðàæåíèè íà îñíîâå äàííûõ òåõíè÷å-
ñêîãî ôàéëà óñòàíàâëèâàëè ñîîòâåòñòâèå ìåæäó ðàçìåðîì
èçîáðàæåíèÿ, âûðàæåííûì â ïèêñåëÿõ, è åãî ëèíåéíûì
ðàçìåðîì ñ èñïîëüçîâàíèåì ôóíêöèè Set Scale. Çàòåì âû-
ñòàâëÿëè ïîðîãîâîå çíà÷åíèå èíòåíñèâíîñòè èñõîäÿ èç
ìàêñèìàëüíîãî ñîîòâåòñòâèÿ ìåæäó âèäèìûì ãëàçîì è
êîìïüþòåðíûì èçîáðàæåíèåì. Ñëåäóþùèì øàãîì âûäå-
ëÿëè èíòåðåñóþùóþ íàñ îáëàñòü èçîáðàæåíèÿ, ñîîòâåòñò-
âóþùóþ îäíîé êëåòêå, è ïðîâîäèëè àíàëèç ÷àñòèö ñ ïî-
ìîùüþ ôóíêöèè Analyze Particles. Â ðåçóëüòàòå ïîëó÷àëè
äàííûå î ïëîùàäè êàæäîé ÷àñòèöû è èõ îáùåì êîëè÷åñò-
âå â àíàëèçèðóåìîé êëåòêå. Èñõîäèëè èç äîïóùåíèÿ, ÷òî
âåçèêóëû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ñôåðó ñ âèäèìîé ïëî-
ùàäüþ ñå÷åíèÿ (Area). Èñõîäÿ èç ýòîãî ðàññ÷èòûâàëè
äèàìåòð âåçèêóëû è åå îáúåì. Â ðàñ÷åò áðàëè ÷àñòèöû,
ïëîùàäü êîòîðûõ áûëà íå ìåíüøå 30 000 íì2, ÷òî ñîîò-
âåòñòâóåò ìèíèìàëüíîìó ðàçìåðó âíóòðèêëåòî÷íîé âåçè-
êóëû, êîòîðóþ ìîæíî äåòåêòèðîâàòü ñ ïîìîùüþ ñâåòî-
âîé ìèêðîñêîïèè. Ïîäîáíûì îáðàçîì àíàëèçèðîâàëè íå
ìåíåå 15—30 êëåòîê ñ 3 ïîëåé. Ïîëó÷àëè óñðåäíåííûå
äàííûå ïî êîëè÷åñòâó ÷àñòèö è èõ ðàçìåðàì ñ ïîìîùüþ
ïàêåòà ñòàòèñòè÷åñêîãî àíàëèçà. Ðåçóëüòàò âûðàæàëè
ñðåäíèì çíà÷åíèåì è åãî äîâåðèòåëüíûì èíòåðâàëîì
(95 %). Ïîñëå äîïîëíèòåëüíîé ìàòåìàòè÷åñêîé îáðàáîò-
êè ñ èñïîëüçîâàíèåì ôóíêöèè «ãèñòîãðàììà» â ïàêåòå
àíàëèçà ïðîãðàììû Microsoft Excel ïîëó÷àëè ðàñïðåäåëå-
íèå ÷àñòèö ïî êàæóùèìñÿ äèàìåòðàì â ðàñ÷åòå íà 1 êëåò-
êó. Êàæäûé ýêñïåðèìåíò ïðîâîäèëè íå ìåíåå 3 ðàç. Ïðåä-
ñòàâëåííûå èçîáðàæåíèÿ áûëè õàðàêòåðíû äëÿ áîëüøèí-
ñòâà êëåòîê â äàííûõ óñëîâèÿõ. Äëÿ êàæäîé âðåìåíí *îé
òî÷êè ïðîñìàòðèâàëè îò 3 äî 7 ïîëåé (ïî 15—30 êëåòîê).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Âûáîð êëåòîê HeLa â êà÷åñòâå ìîäåëüíîãî îáúåêòà
îñíîâûâàëñÿ íà ñëåäóþùèõ ñîîáðàæåíèÿõ. Âî-ïåðâûõ,
HeLa ýêñïðåññèðóþò îêîëî 200—400 òûñ. ðåöåïòîðîâ íà
1 êëåòêó, ÷òî äîñòàòî÷íî äëÿ íàäåæíîé äåòåêöèè ýíäî-
ñîì, íî íå ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîáî÷íûìè ýôôåêòàìè, õàðàê-
òåðíûìè äëÿ êëåòîê, îâåðýêñïðåññèðóþùèõ ýòîò áåëîê
(íàïðèìåð, êëåòêè À431, ó êîòîðûõ 2—3 ìëí ðåöåïòîðîâ
íà 1 êëåòêó). Âî-âòîðûõ, êëåòêè HeLa õàðàêòåðèçóþòñÿ
âûñîêîé ñòåïåíüþ ðàñïëàñòàííîñòè (ïîñëå ôèêñàöèè èõ
òîëùèíà íå ïðåâûøàåò íåñêîëüêèõ ìèêðîìåòðîâ), ÷òî ïî-
çâîëÿåò ïðîâîäèòü îöåíêó ïàðàìåòðîâ ýíäîöèòîçà ëèøü
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ïî îäíîìó ñðåçó, ñîäåðæàùåìó îñíîâíóþ ÷àñòü ýíäîñîì,
ñîîòâåòñòâóþùåìó ïëîñêîñòè, â êîòîðîé ðàñïîëàãàþòñÿ
ìèêðîòðóáî÷êè. Àíàëèç äàííûõ, ïîëó÷åííûõ íà îñíîâå
ñëîæåíèÿ ñåðèè îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ ñ øàãîì â 500 íì, ïî-
êàçàë, ÷òî íà ðàññòîÿíèè 1—3 ìêì îò ïîâåðõíîñòè ñóáñò-
ðàòà (ýòà ïëîñêîñòü ïðîõîäèò ïîä ÿäðîì èëè ïåðåñåêàåò
ÿäðî â åãî íèæíåé ÷àñòè) âûÿâëÿåòñÿ áîëåå 80—90 % ýí-
äîñîì. Òàêèì îáðàçîì, ýíäîñîìû, ëîêàëèçîâàííûå âûøå
ýòîé ïëîñêîñòè è íàä ÿäðîì, ìîãóò «òåðÿòüñÿ», è îáùàÿ
îöåíêà ÷èñëà ýíäîñîì îêàçûâàåòñÿ çàíèæåííîé, íî ýòà
îøèáêà íå ïðåâûøàåò âåëè÷èíû â 10 %. Òàêèì îáðàçîì,
ðàñïëàñòàííîñòü êëåòîê ïîçâîëÿåò ðàáîòàòü ñ èõ èçîáðà-
æåíèåì êàê ñ 2D-îáúåêòîì.

Òèïè÷íàÿ ñåðèÿ èçîáðàæåíèé, îòðàæàþùèõ äèíàìè-
êó ýíäîöèòîçà ðåöåïòîðà ÝÔÐ â êëåòêàõ HeLa, ïðåäñòàâ-
ëåíà íà ðèñ. 1. Ýíäîöèòîç ïðåäâàðèòåëüíî ñâÿçàííîãî ïðè
4 °Ñ ÝÔÐ â ýòîì ñëó÷àå ñòèìóëèðîâàëè ïåðåâîäîì êëåòîê
â óñëîâèÿ ïðè òåìïåðàòóðå 37 °Ñ, ôèêñèðîâàëè èõ ÷åðåç
15, 30, 60 è 90 ìèí, îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè ê ðåöåïòîðó
ÝÔÐ è àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðî-
ñêîïà ôèðìû, êàê îïèñàíî â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäè-
êà». Âèäíî, ÷òî ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå ñâÿçûâàíèÿ ÝÔÐ íà õîëî-
äå ðåöåïòîð ëîêàëèçóåòñÿ â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå,
îáðàçóÿ íåñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî ÿðêîñòè îò
ôîíà îñòàëüíîé ìåìáðàíû ìåëêèå êëàñòåðû, âîçìîæíî
ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé îêàéìëåííûå ÿìêè (ðèñ. 1, à). ×å-
ðåç 15 ìèí (ðèñ. 1, á) â êëåòêå âèçóàëèçèðóåòñÿ ðîññûïü
ìåëêèõ ÿðêèõ âåçèêóë, ñîäåðæàùèõ ðåöåïòîð ÝÔÐ. Ñëå-
äóåò ó÷èòûâàòü, ÷òî òàêîå ðàñïðåäåëåíèå â ñèëó ìàëîé
òîëùèíû ëàìåëëû îòðàæàåò îêîëîìåìáðàííóþ ëîêàëèçà-
öèþ ýíäîñîì, à íå èõ ïåðåðàñïðåäåëåíèå ïî âñåé öèòî-
ïëàçìå è óêàçûâàåò íà òî, ÷òî â êëåòêàõ HeLa èíòåðíàëè-
çàöèÿ èäåò íå òîëüêî ñ ëàòåðàëüíîé, íî è ñî âñåé ïîâåðõ-
íîñòè êëåòêè. ×åðåç 30 ìèí (ðèñ. 1, â) ýíäîñîìû ÿâíî
óêðóïíÿþòñÿ è ïåðåðàñïðåäåëÿþòñÿ ñ ïåðèôåðèè êëåòêè
â îêîëîÿäåðíóþ îáëàñòü (ÎßÎ), ÷òî òðàêòóåòñÿ êàê èõ ïå-
ðåìåùåíèå â íàïðàâëåíèè ÖÎÌÒ. Ýòè ïðîöåññû ìàêñè-
ìàëüíî âûðàæåíû ÷åðåç 60 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäî-
öèòîçà (ðèñ. 1, ã). ×åðåç 90 ìèí âèäíû î÷åíü ìåëêèå, ðàç-
áåãàþùèåñÿ îò öåíòðà êëåòêè — âåçèêóëû, ÷òî îòðàæàåò
êàê ïðîöåññ äåãðàäàöèè â ëèçîñîìàõ, òàê è ðåöèêëèðî-
âàíèå ÷àñòè ðåöåïòîðà îáðàòíî íà ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìá-
ðàíó.

Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî äèíàìèêà ýíäîöèòîçà äî-
ñòàòî÷íî ëàáèëüíà, è â îäíèõ ñëó÷àÿõ óæå ÷åðåç 60 ìèí
ìîæíî íàáëþäàòü ëèøü åäèíè÷íûå ýíäîñîìû, ïîëíîñòüþ
èñ÷åçàþùèå ÷åðåç 90 ìèí, à â äðóãèõ — äîâîëüíî äëè-
òåëüíîå (â òå÷åíèå 120—150 ìèí) ïðèñóòñòâèå èõ â êëåò-
êå. Ýòî îòðàæàåò âîçìîæíîñòü ðåãóëÿöèè âûáîðà ïóòè íà
äåãðàäàöèþ èëè ðåöèêëèðîâàíèå â çàâèñèìîñòè îò îáùå-

ãî ñèãíàëüíîãî êîíòåêñòà, â êîòîðîì íàõîäÿòñÿ êëåòêè,
îäíàêî äèíàìèêà, ïðèâåäåííàÿ íà ðèñ. 1, ÿâëÿåòñÿ íàèáî-
ëåå òèïè÷íîé.

Òàêèì îáðàçîì, îñíîâíûìè âèçóàëüíî ðåãèñòðèðóå-
ìûìè ïàðàìåòðàìè ÿâëÿþòñÿ ðàçìåð è ÷èñëî ýíäîñîì, à
òàêæå ñòåïåíü èõ êëàñòåðèçàöèè â ÎßÎ, îòðàæàþùàÿ äè-
íàìèêó ïåðåìåùåíèÿ ïî ìèêðîòðóáî÷êàì. Ýòè ïàðàìåòðû
ìîæíî îöåíèâàòü ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ. Ïðèõî-
äèëîñü ó÷èòûâàòü, ÷òî âûñòàâëåíèå ïîðîãà ïðèâîäèò ê
óâåëè÷åíèþ ïëîùàäè ñàìûõ êðóïíûõ è ÿðêèõ îáúåêòîâ
èëè ñëèÿíèþ äâóõ ÿðêèõ îáúåêòîâ â îäèí, òîãäà êàê îáú-
åêòû ìåíüøåé ÿðêîñòè íå âûäåëÿþòñÿ è, òàêèì îáðàçîì,
âûïàäàþò èç âûáîðêè, õîòÿ ÷åòêî âèçóàëèçèðóþòñÿ ïðè
âçãëÿäå ÷åðåç îáúåêòèâ. Â òåõ ñèòóàöèÿõ, êîãäà èõ ó÷åò
áûë äëÿ íàñ îñîáåííî âàæåí, â ôóíêöèè Analyze particles
â îïöèè ðàçìåðà (Size) ìû ïîëüçîâàëèñü âîçìîæíîñòüþ
âûäåëåíèÿ èíòåðâàëîâ èíòåðåñóþùèõ íàñ ðàçìåðîâ.
Îñíîâíîé ïðèíöèï, íà îñíîâàíèè êîòîðîãî ìû ïîäáèðà-
ëè óñëîâèÿ, ñîñòîÿë â ìàêñèìàëüíîì ñîîòâåòñòâèè ðàçìå-
ðîâ «ìàñîê îáúåêòîâ» òîìó, ÷òî âèäèò íàáëþäàòåëü.

Äëÿ îöåíêè ñòåïåíè êëàñòåðèçàöèè èñïîëüçîâàëè
ôóíêöèþ Measure, ïîçâîëÿþùóþ îïðåäåëèòü êîëè÷åñòâî
ïèêñåëåé, ïîïàäàþùèõ â âûäåëåííóþ îáëàñòü. Â ýòîì
ñëó÷àå ïîðîãîâîå çíà÷åíèå íå âûñòàâëÿåòñÿ, ÷òîáû ó÷åñòü
âñå ïèêñåëè äàæå ñ ôîíîâûì óðîâíåì ÿðêîñòè, ñîñòàâëÿ-
þùèå èíòåðåñóþùóþ íàñ ïëîùàäü. Îñíîâûâàÿñü íà òîì,
÷òî ÷åì ýôôåêòèâíåå áóäåò ïåðåìåùåíèå ýíäîñîì ïî
ìèêðîòðóáî÷êàì â ñòîðîíó ê ÖÎÌÒ, òåì ìåíüøóþ äîëþ
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Ðèñ. 1. Âûÿâëåíèå ðåöåïòîðà ÝÔÐ â õîäå ýíäîöèòîçà, ñòèìóëèðîâàííîãî ïî ñõåìå ñ ïðåäâàðèòåëüíûì ñâÿçûâàíèåì.

à — êëåòêè ñâÿçûâàëè ÝÔÐ â òå÷åíèå 60 ìèí ïðè 4 °Ñ; á—ä: ýíäîöèòîç ñòèìóëèðîâàëè ïåðåâîäîì êëåòîê â ñðåäó ïðè 37 °Ñ íà 15 (á), 30 (â), 60 (ã ) è
90 (ä) ìèí ñîîòâåòñòâåííî, ïîñëå ÷åãî ôèêñèðîâàëè è îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ ðåöåïòîðà ÝÔÐ è GAR-Alexa568.

Ðèñ. 2. Îïðåäåëåíèå êîýôôèöèåíòà êëàñòåðèçàöèè Dclust.

Øòðèõîâîé ëèíèåé îáâåäåíà ïëîùàäü âñåé êëåòêè (At), ñïëîøíîé —
çîíà ëîêàëèçàöèè ýíäîñîì (Ae). Â ëåâîì óãëó ïðèâåäåíà ôîðìóëà, ïî êî-

òîðîé îïðåäåëÿëè âåëè÷èíó êîýôôèöèåíòà.
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Ðèñ. 3. Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå âûÿâëåíèå ëîêàëèçàöèè ðåöåïòîðà ÝÔÐ (ÝÔÐ-Ð) è EEA1 â õîäå ýíäîöèòîçà.

ÝÔÐ-Ð (ðÿäû I è III) è EEA1 (ðÿäû II è IV) â èíòàêòíûõ êëåòêàõ (ïàíåëü à), â êëåòêàõ ïîñëå õîëîäîâîãî ñâÿçûâàíèÿ ÝÔÐ (á) è ÷åðåç 15 (â), 30 (ã) è
60 (ä) ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ïåðåâîäîì â ñðåäó ïðè 37 °Ñ. Ðàìêàìè íà ñîîòâåòñòâóþùèõ èçîáðàæåíèÿõ âûäåëåíû ó÷àñòêè êëåòêè, ïðåä-

ñòàâëåííûå â ðÿäàõ III è IV â óâåëè÷åííîì âèäå. Îäèíàêîâî íàïðàâëåííûìè ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû êîëîêàëèçóþùèåñÿ âåçèêóëû.



ïëîùàäè êëåòêè îíè áóäóò çàíèìàòü è òåì ïëîòíåå áóäåò
êëàñòåð, ìû âûñ÷èòûâàëè îòíîøåíèå ïëîùàäè âñåé êëåò-
êè (At) ê ïëîùàäè îáëàñòè, çàíèìàåìîé îñíîâíîé ìàññîé
ýíäîñîì (Ae), êàê ýòî ïðåäñòàâëåíî íà ðèñ. 2. Òàêèì îáðà-
çîì, âåëè÷èíà ýòîãî îòíîøåíèÿ, îáîçíà÷åííîãî íàìè êàê
êîýôôèöèåíò êëàñòåðèçàöèè Dclust, áóäåò òåì áîëüøå, ÷åì
áûñòðåå ýíäîñîìû ïåðåðàñïðåäåëÿþòñÿ ê ÎßÎ. Ïðè ìè-
íèìàëüíîì çíà÷åíèè êîýôôèöèåíòà, ðàâíîì 1, ýíäîñîìû

çàíèìàþò âñþ ïëîùàäü êëåòêè èëè ðàñïîëîæåíû ïðè-
ìåìáðàííî.

Â êà÷åñòâå ïðèìåðà èñïîëüçîâàíèÿ ýòîãî ïîäõîäà ìû
ïðèâîäèì äàííûå îáðàáîòêè ýêñïåðèìåíòà, â êîòîðîì
àíàëèçèðîâàëè ïîâåäåíèå êàê ðåöåïòîðà ÝÔÐ, òàê è êëþ-
÷åâîãî áåëêà ñëèÿíèÿ ÅÅÀ1 (ðèñ. 3). Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî
ÅÅÀ1-ïîçèòèâíûå âåçèêóëû â êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ
HeLa âûÿâëÿþòñÿ äî ëþáûõ îáðàáîòîê (èíòàêòíûå êëåò-
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Ðèñ. 4. Äèíàìèêà èçìåíåíèé ñðåäíåãî ÷èñëà âåçèêóë íà êëåòêó (à), èõ îáúåìà (á) è ñòåïåíè êëàñòåðèçàöèè (â) â õîäå ýíäîöèòîçà.

1 — êëåòêè äî ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà, 2 — ÷åðåç 60 ìèí ñâÿçûâàíèÿ ÝÔÐ ïðè 4 °Ñ, 3—7 — ÷åðåç 15. 30, 60, 90 è 120 ìèí ïîñëå ïåðåâîäà êëåòîê â ñðå-
äó ïðè 37 °Ñ. Ñâåòëûå ñòîëáèêè — EEA1, òåìíûå — ÝÔÐ-Ð. Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë (95 %).



êè, ðèñ. 3, ïàíåëü à). Èõ ÷èñëî â ñðåäíåì âàðüèðóåò â ïðå-
äåëàõ 60 øòóê íà êëåòêó (ðèñ. 4, ïàíåëü à, ñòîëáåö 1), áî-
ëåå 20 % ïîïóëÿöèè èìåþò äèàìåòð áîëåå 800 íì (ðèñ. 5,
à, áåëûå ñòîëáöû), ò. å. ÿâëÿþòñÿ äîâîëüíî êðóïíûìè âå-
çèêóëàìè, íàðÿäó ñ êîòîðûìè ïðèñóòñòâóþò è ìåëêèå ñî
ñðåäíèì êàæóùèìñÿ äèàìåòðîì îêîëî 400 íì (ñì. ñîîò-
âåòñòâóþùóþ âðåçêó íà ðèñ. 3, ïàíåëü à; 5, à, áåëûå
ñòîëáöû). ÅÅÀ1-âåçèêóëû ïðåèìóùåñòâåííî êðóïíûå,

èìåþò òåíäåíöèþ ê êëàñòåðèçàöèè â ÎßÎ, ïîñêîëüêó
Dclust â ýòîì ñëó÷àå áîëüøå 2 (ðèñ. 4, ïàíåëü â).

×åðåç 1 ÷ ñâÿçûâàíèÿ íà õîëîäå ðåöåïòîð ïî-ïðåæíå-
ìó ëîêàëèçîâàí íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå, òîãäà êàê
ÅÅÀ1-âåçèêóëû ðàñïðåäåëÿþòñÿ èç ÎßÎ íà ïåðèôåðèþ
(ðèñ. 3, ïàíåëü á), ïðè ýòîì ïàäàåò äîëÿ êðóïíûõ âåçèêóë
è óâåëè÷èâàåòñÿ äîëÿ ìåëêèõ (ðèñ. 5, á, áåëûå ñòîëáöû).
Ïîñêîëüêó ñðåäíåå ÷èñëî ÷àñòèö íà êëåòêó óâåëè÷èâà-
åòñÿ, ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î ôðàãìåíòàöèè
ÅÅÀ1-âåçèêóë, à óìåíüøåíèå çíà÷åíèÿ Dclust ïîäòâåðæäà-
åò ïåðåðàñïðåäåëåíèå ê ìåìáðàíå.

×åðåç 15 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ìû âè-
äèì ïîÿâëåíèå ýíäîñîì, â îñíîâíîì ìåëêèõ è ëîêàëèçî-
âàííûõ ïðèìåìáðàííî (ðèñ. 4, á, â; 5, á). Õîòÿ ñðåäíåå
÷èñëî ÅÅÀ1-âåçèêóë íà êëåòêó â îáùåì ñëó÷àå áîëüøå,
÷åì ýíäîñîì, ñ ýòîãî ìîìåíòà íà÷èíàåò ïðîÿâëÿòüñÿ ñèí-
õðîííûé õàðàêòåð ïîâåäåíèÿ ýíäîñîì (÷åðíûå ñòîëáöû
íà ãèñòîãðàììàõ) è ÅÅÀ1-âåçèêóë. Òàê, â ïåðèîä ñ 15-é
äî 60-é ìèí âêëþ÷èòåëüíî ÷èñëî ÅÅÀ1-âåçèêóë è ýí-
äîñîì óìåíüøàåòñÿ, ïðè÷åì ýíäîñîìû â îòëè÷èå îò
ÅÅÀ1-âåçèêóë ïðàêòè÷åñêè èñ÷åçàþò èç êëåòîê óæå ê
90-é ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà. Ñðåäíèé îáúåì
îáåèõ ñòðóêòóð äîñòèãàåò ìàêñèìóìà ê 30 ìèí, ïîñëå
÷åãî íà÷èíàåò ïàäàòü äî ìèíèìàëüíûõ ðàçìåðîâ ê
90-é ìèí. ×åðåç 30 ìèí íàáëþäàåòñÿ ïî÷òè ïîëíîå ñîâïà-
äåíèå ðàñïðåäåëåíèÿ äâóõ îðãàíåëë ïî ðàçìåðàì, â òîì
÷èñëå è óâåëè÷åíèå äîëè êðóïíûõ (ðèñ. 5, â). Ìû ïîïû-

354 Ì. Â. Çëîáèíà è äð.

Ðèñ. 5. Ðàñïðåäåëåíèå âåçèêóë ïî èõ ëèíåéíûì ðàçìåðàì (ñ øàãîì â 200 íì), âû÷èñëåííûì íà îñíîâå îöåíêè ïëîùàäè âåçèêóë.

à — ðàñïðåäåëåíèå EEA1-âåçèêóë â èíòàêòíûõ êëåòêàõ (áåëûå ñòîëáöû) è ïîñëå õîëîäîâîé èíêóáàöèè ñ ÝÔÐ (ñåðûå ñòîëáöû); á—ã — ðàñïðåäåëå-
íèå ïî ðàçìåðàì EEA1-âåçèêóë (áåëûå ñòîëáöû ) è ýíäîñîì ñ ðåöåïòîðîì ÝÔÐ (÷åðíûå ñòîëáöû) ÷åðåç 15, 30 è 60 ìèí ñîîòâåòñòâåííî; ä — ðàñïðåäå-
ëåíèå EEA1-âåçèêóë â êëåòêàõ, ñîäåðæàùèõ ýíäîñîìû (áåëûå ñòîëáöû) è óæå áåç ýíäîñîì (çàøòðèõîâàííûå ñòîëáöû ) ÷åðåç 90 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿ-
öèè ýíäîöèòîçà; å — ðàñïðåäåëåíèå EEA1-âåçèêóë (áåëûå ñòîëáöû) ïî ðàçìåðàì ÷åðåç 120 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà. Ïî ãîðèçîíòàëè — ðàç-
ìåð ÷àñòèö, íì, more — ðàçìåð ÷àñòèö, ïðåâûøàþùèé 1000 íì; ïî âåðòèêàëè — êîëè÷åñòâî âåçèêóë îïðåäåëåííîãî ðàçìåðà ïî îòíîøåíèþ ê îáùåìó

êîëè÷åñòâó âåçèêóë â êëåòêå, îòí. åä.

Ðèñ. 6. Äèíàìèêà êîëîêàëèçàöèè EEA1-âåçèêóë è ðåöåïòîð-
ñîäåðæàùèõ ýíäîñîì â õîäå ýíäîöèòîçà.

Ïî îñè àáñöèññ — âðåìÿ ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà, ìèí; ïî îñè îð-
äèíàò — äîëÿ ñîâïàäåíèé êðàñíîé ôëóîðåñöåíöèè (ðåöåïòîð ÝÔÐ) è çå-
ëåíîé (EEA1), íîðìèðîâàííàÿ íà âñþ ðåöåïòîðñâÿçàííóþ ôëóîðåñ-

öåíöèþ.



òàëèñü íà óâåëè÷åííûõ ôðàãìåíòàõ ÷åðíî-áåëûõ èçîáðà-
æåíèé êëåòîê íà ðèñ. 3 îòðàçèòü òîò ôàêò, ÷òî ÷åðåç
15—30 ìèí çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü ýíäîñîì êîëîêàëèçîâàíà
ñ ÅÅÀ1-ïîçèòèâíûìè âåçèêóëàìè (òàêèå âåçèêóëû îòìå-
÷åíû ñòðåëêàìè íà âðåçêàõ ðèñ. 3). Äåéñòâèòåëüíî, îöåí-
êà äîëè ñîâïàäåíèé äâóõ îðãàíåëë ïîêàçûâàåò, ÷òî êî-
ëîêàëèçàöèÿ âåçèêóë äîñòèãàåò ìàêñèìóìà ÷åðåç 30 ìèí
ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà, íî ïðàêòè÷åñêè íå íàáëþ-
äàåòñÿ ÷åðåç 60 ìèí (ðèñ. 6). Â öâåòíîì èçîáðàæåíèè (íå
ïðåäñòàâëåíî) ìû âèäèì, ÷òî ýíäîñîìû è ÅÅÀ1-âåçèêóëû
îáðàçóþò îáùèå ñòðóêòóðû ñ ÷åòêîé äîìåííîé îðãàíèçà-
öèåé ÷åðåç íåñêîëüêî ìèíóò ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòî-
çà, êîòîðûå çàòåì óêðóïíÿþòñÿ, ñîõðàíÿÿ ðåöåïòîð- è
ÅÅÀ1-äîìåíû, à ê 60-é ìèí ñåãðåãèðóþò.

Èíòåðåñíî, ÷òî ñ òî÷êè çðåíèÿ êëàñòåðèçàöèè ïðè îá-
ùåé òåíäåíöèè ê óâåëè÷åíèþ ðåöåïòîð-ïîçèòèâíûå
ñòðóêòóðû äåìîíñòðèðóþò áîëüøèé ïî ñðàâíåíèþ ñ
ÅÅÀ1-âåçèêóëàìè ðîñò âåëè÷èíû Dclust, îñîáî ÿðêî âûðà-
æåííûé ïîñëå 60-é ìèí (ðèñ. 4, â). Ýòî ñâÿçàíî, âî-ïåð-
âûõ, ñ òåì, ÷òî íå âñå ÅÅÀ1-âåçèêóëû âîâëå÷åíû âî âçàè-
ìîäåéñòâèå ñ ýíäîñîìàìè, è îíè ñîõðàíÿþò ïåðèôåðè÷å-

ñêîå ïîëîæåíèå; âî-âòîðûõ, ïîñëå ñåãðåãàöèè ðåöåïòîð- è
ÅÅÀ1-ñîäåðæàùèõ äîìåíîâ èç îáùåé âåçèêóëû ýíäîñî-
ìû åùå ïðîäîëæàþò ïðîöåññ ñîçðåâàíèÿ (è ïåðåìåùå-
íèÿ), òîãäà êàê ÅÅÀ1-âåçèêóëû, âîçìîæíî ôðàãìåíòèðó-
ÿñü ïîñëå ýòîãî, çàòåì óêðóïíÿþòñÿ è ê 120-é ìèí âîçâðà-
ùàþòñÿ â èñõîäíîå ñîñòîÿíèå ïî ÷èñëó, îáúåìó è
ëîêàëèçàöèè âñåé ïîïóëÿöèè (ðèñ. 4, 5). Âîçìîæíîñòü
åùå îäíîãî öèêëà ôðàãìåíòàöèè ÅÅÀ1-âåçèêóë, ñâÿçàí-
íîãî ñ ïðîöåññîì ñåãðåãàöèè, ïîäòâåðæäàåò òî, ÷òî ÷åðåç
90 ìèí â êëåòêàõ, â êîòîðûõ ýíäîñîìû èñ÷åçëè â ðåçóëü-
òàòå äåãðàäàöèè ðåöåïòîðà â ëèçîñîìàõ, äîëÿ êðóïíûõ
ÅÅÀ1-âåçèêóë óâåëè÷èâàåòñÿ, òîãäà êàê â òåõ, ãäå ýíäîñî-
ìû åùå ïðèñóòñòâóþò, îòíîñèòåëüíî óâåëè÷åíà äîëÿ ìåë-
êèõ âåçèêóë (ðèñ. 5, ä).

Òîò ôàêò, ÷òî â èíòàêòíûõ êëåòêàõ ÅÅÀ1-âåçèêóëû
ñîáðàíû â îñíîâíîì â ÎßÎ, à òàêæå èõ ïåðåðàñïðåäåëå-
íèå íà ïåðèôåðèþ ïîñëå èíêóáàöèè ïðè 4 °Ñ, ïîñëå êîòî-
ðîé äåïîëèìåðèçóþòñÿ ÌÒ, âûçûâàåò âîïðîñ î ðîëè ÌÒ â
ñëèÿíèè îðãàíåëë ýíäîöèòîçíîãî ïóòè. Ìû ïðîâåëè ýêñ-
ïåðèìåíò, â êîòîðîì ñðàâíèëè ïîâåäåíèå ÅÅÀ1-âåçèêóë
è ýíäîñîì ñ ðåöåïòîðîì â óñëîâèÿõ äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ

Àíàëèç äèíàìèêè ýíäîöèòîçà ðåöåïòîðà ÝÔÐ íà îñíîâå îáðàáîòêè èçîáðàæåíèé 355

Ðèñ. 7. Âëèÿíèå äåïîëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê íîêîäàçîëîì íà ëîêàëèçàöèþ, ÷èñëî EEA1-âåçèêóë è ýíäîñîì è èõ îáúåì ïðè
ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ïî ñõåìå èìïóëüñíîé çàãðóçêè ëèãàíäà.

à, á — ôëóîðåñöåíòíûå èçîáðàæåíèÿ êëåòîê ÷åðåç 15 è 60 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà â êîíòðîëå (à) è â ïðèñóòñòâèè íîêîäàçîëà (á). Ëåâûé
ñòîëáåö — îêðàñêà íà òóáóëèí, ñðåäíèé — íà ðåöåïòîð ÝÔÐ (ÝÔÐ-Ð), ïðàâûé — íà EEA1; â — ãèñòîãðàììû èçìåíåíèÿ ÷èñëà EEA1-âåçèêóë è ýíäî-
ñîì íà êëåòêó, èõ îáúåìà è êîýôôèöèåíòà êëàñòåðèçàöèè (ñðåäíåå è åãî 95%-íûé äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë) â óñëîâèÿõ ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà â ïðè-
ñóòñòâèè íîêîäàçîëà. Ñòîëáöû íà ãèñòîãðàììàõ: 1 — êëåòêè äî ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà, 2 — ÷åðåç 5 ìèí ïóëüñà, 3—5 — ÷åðåç 15, 30 è 90 ìèí ïîñëå

ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ñîîòâåòñòâåííî; áåëûå ñòîëáöû — EEA1-âåçèêóëû, çàøòðèõîâàííûå ñòîëáöû — ýíäîñîìû.



íîêîäàçîëîì (ðèñ. 7). Âî èçáåæàíèå âëèÿíèÿ íèçêèõ òåì-
ïåðàòóð ïðè ïðåäâàðèòåëüíîì ñâÿçûâàíèè ÝÔÐ äîáàâëÿ-
ëè ê êëåòêàì íåïîñðåäñòâåííî ïðè 37 °Ñ íà 5 ìèí, à íå-
ñâÿçàâøèéñÿ ëèãàíä óäàëÿëè. Êàê âèäíî íà ïàíåëÿõ à è á
ðèñ. 7, îáðàáîòêà êëåòîê íîêîäàçîëîì ïðèâîäèò ê ñóùåñò-
âåííîìó óìåíüøåíèþ ÷èñëà âíîâü ñôîðìèðîâàííûõ ýí-
äîñîì, èõ ðàçìåðîâ è îòñóòñòâèþ êëàñòåðèçàöèè. Êîëè÷å-
ñòâî ýíäîñîì ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿåòñÿ â òå÷åíèå âñåãî
âðåìåíè ýêñïåðèìåíòà, òàê æå êàê íå íàáëþäàåòñÿ äîñòî-
âåðíîãî èçìåíåíèÿ èõ îáúåìà. Èíòåðåñíî, ÷òî ÅÅÀ1-âå-
çèêóëû òàêæå ïîñòåïåííî óìåíüøàþò ñâîé îáúåì ïðè
óâåëè÷åíèè ñðåäíåãî ÷èñëà íà êëåòêó. Íåñìîòðÿ íà ýòî,
íåêîòîðàÿ äîëÿ ïðèìåìáðàííûõ âåçèêóë ôîðìèðóåò
äâóõäîìåííûå ñòðóêòóðû ñ ìåëêèìè æå ýíäîñîìàìè, íî
äàëüíåéøèõ ñëèÿíèé â òàêèõ óñëîâèÿõ íå ïðîèñõîäèò.
Íåêîòîðîå óâåëè÷åíèå îáúåìà ýíäîñîì ê 90-é ìèí
(ðèñ. 7, ã) ïðîèñõîäèëî òîëüêî â íåêîòîðûõ êëåòêàõ, ïðè-
÷åì ýòè óêðóïíåííûå ñòðóêòóðû áûëè ëîêàëèçîâàíû ïðè-
ìåìáðàííî.

Òàêèì îáðàçîì, ñóììèðóÿ ðåçóëüòàòû, ìû ìîæåì
ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ïðåäñóùåñòâóþùèé â êëåòêå ïóë
ÅÅÀ1-ïîçèòèâíûõ âåçèêóë îïîñðåäóåò ñëèÿíèÿ ðàííèõ
ýíäîñîì, ôîðìèðóÿ ãèáðèäíûå îðãàíåëëû, â êîòîðûõ
ÅÅÀ1-äîìåí ðàáîòàåò êàê ïëàòôîðìà äëÿ çàÿêîðèâàíèÿ è
ñáëèæåíèÿ òàêèõ æå ãèáðèäíûõ îðãàíåëë. Åñëè ïåðâè÷-
íîå ôîðìèðîâàíèå ïðèìåìáðàííûõ äâóõäîìåííûõ ñòðóê-
òóð âîçìîæíî è â îòñóòñòâèå ÌÒ, òî äëÿ äàëüíåéøèõ öèê-
ëîâ ñëèÿíèÿ îíè íåîáõîäèìû, âîçìîæíî îáåñïå÷èâàÿ
òî÷êó îïîðû äëÿ âçàèìíîãî ïîçèöèîíèðîâàíèÿ âåçèêóë è
ôîðìèðîâàíèÿ SNARE-êîìïëåêñîâ. Îáðàáîòêà äàííûõ
â îáùåì ñëó÷àå âûÿâëÿåò íåñêîëüêî áîëüøèé ðàçìåð
ÅÅÀ1-âåçèêóë ïî ñðàâíåíèþ ñ ðåöåïòîðñîäåðæàùèìè
ñòðóêòóðàìè, îäíàêî ýòî ìîæåò îòðàæàòü òåõíè÷åñêèé
ìîìåíò (ÅÅÀ1-äëèííûé áåëîê, ëîêàëèçîâàííûé òîëüêî
íà ìåìáðàíå ýíäîñîìû, òîãäà êàê àíòèòåëà ê ðåöåïòîðó
ïîëó÷åíû íà åãî ýêñòðàêëåòî÷íûé äîìåí, ïîñëå ýíäîöè-
òîçà ïîïàäàþùèé âíóòðü ýíäîñîìû). Îäíàêî ïîëó÷åííûå
íàìè ðàíåå äàííûå ïî äåéñòâèþ âîðòìàííèíà, èíãèáè-
òîðà PI(3)-êèíàçû Vps34, áëîêèðóþùåãî ôîðìèðîâàíèå
âíóòðåííèõ ïóçûðüêîâ ýíäîñîì, ïîêàçûâàþò, ÷òî â òàêèõ
óñëîâèÿõ ôîðìèðóþòñÿ àíîìàëüíî áîëüøèå ýíäîñîìû â
âèäå áóáëèêîâ, ïóñòûå âíóòðè (Æåëåçíîâà è äð., 2001).
Òàêèì îáðàçîì, îòíîñèòåëüíî ìåíüøèå ðàçìåðû ðåöåï-
òîðíîé ÷àñòè âåçèêóë ïî ñðàâíåíèþ ñ ÅÅÀ1-ñòðóêòóðàìè
ìîãóò ãîâîðèòü î òîì, ÷òî â õîäå ïðîöåññîâ ñëèÿíèÿ, ïîä-
äåðæèâàåìîãî ÅÅÀ1-âåçèêóëàìè, äîìåí ãèáðèäíîé ýíäî-
ñîìû, îáîãàùåííûé ðåöåïòîðîì, ïðîäîëæàåò ôîðìèðî-
âàòü âíóòðåííèå ïóçûðüêè, ÷òî ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì
ñîáûòèåì äëÿ ñîçðåâàíèÿ ýíäîñîì è ïðåâðàùåíèÿ èõ â
ïîçäíèå ìóëüòèâåçèêóëÿðíûå ñòðóêòóðû.

Ïîñëå ðÿäà ñëèÿíèé, ïðèâîäÿùèõ ê óêðóïíåíèþ ãèá-
ðèäíîé âåçèêóëû, ÅÅÀ1-äîìåíû âûäåëÿþòñÿ èç îáùåé
ñòðóêòóðû è âîññòàíàâëèâàþò çàòåì èñõîäíóþ ïîïóëÿ-
öèþ ÅÅÀ1-âåçèêóë. Ýòîò öèêë íåñêîëüêî íàïîìèíàåò
ïðåäëîæåííûé Ëóöèî ñ êîëëåãàìè (Luzio et al., 2010) ñöå-
íàðèé ôîðìèðîâàíèÿ ãèáðèäíûõ ýíäîëèçîñîì, ðåàëèçóþ-
ùèéñÿ íà ñëåäóþùåé ñòàäèè ýíäîöèòîçà è ïîçâîëÿþùèé
ìíîãîêðàòíî èñïîëüçîâàòü ëèçîñîìû ñî âñåì èõ ãèäðîëè-
òè÷åñêèì àïïàðàòîì. Òàêèì îáðàçîì, âïîëíå âåðîÿòíî,
÷òî êëþ÷åâûå ïðîöåññû ñëèÿíèÿ íà ðàçíûõ ýòàïàõ ýíäî-
öèòîçíîãî ïóòè îðãàíèçîâàíû ïî îáùåìó ïðèíöèïó ñ ó÷à-
ñòèåì âåçèêóë-ïîñðåäíèêîâ.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî î âûÿâëåíèè ïîïóëÿöèè
ÅÅÀ1-âåçèêóë â èíòàêòíûõ êëåòêàõ ðàçíûõ òèïîâ, áîëåå
òîãî, î ñóùåñòâîâàíèè ÷åòêî âûðàæåííûõ ÅÅÀ1-äîìåíîâ

â ýíäîñîìàõ ñîîáùàëîñü ðÿäîì àâòîðîâ (Das, Pellett,
2011; Beas et al., 2012). Îäíàêî äàæå â ýòèõ ðàáîòàõ ïðî-
âîäèòñÿ ìûñëü î òîì, ÷òî ÅÅÀ1 ðåêðóòèðóåòñÿ íà ìåìá-
ðàíó ýíäîñîìû èç öèòîïëàçìû, à âûÿâëÿåìûå àâòîðà-
ìè âåçèêóëû âîçíèêëè â ðåçóëüòàòå ýòîãî ïðîöåññà. Îäíà-
êî ñ òàêîé òî÷êîé çðåíèÿ òðóäíî ñîãëàñèòüñÿ õîòÿ áû
ïîòîìó, ÷òî ñèãíàë öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî ÅÅÀ1 ïðàêòè÷å-
ñêè ðàâåí ôîíó â êîíòðîëå, íî ïðè äåéñòâèè âîðòìàííè-
íà, êîãäà ÅÅÀ1 óõîäèò ñ ìåìáðàí, ïðîèñõîäèò ðåçêîå ïî-
âûøåíèå ôëóîðåñöåíöèè öèòîïëàçìû (Æåëåçíîâà è äð.,
2003).

Òàêèì îáðàçîì, íàøè äàííûå, ïîäòâåðæäåííûå â çíà-
÷èòåëüíîé ñòåïåíè ïðåäëîæåííûì íàìè ïîäõîäîì ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ïîëóêîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà èçîáðàæå-
íèé, ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ÅÅÀ1-âåçèêóëû âûñòó-
ïàþò â ðîëè ïîñðåäíèêîâ â ïðîöåññå ñëèÿíèÿ ýíäîñîì,
ñîäåðæàùèõ ðåöåïòîð ÝÔÐ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 12-04-32256 è 12-04-00838).
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ANALYSIS OF EGF RECEPTOR ENDOCYTOSIS DYNAMICS BASED ON SEMIQUANTATIVE

PROCESSING OF CONFOCAL IMMUNOFLUORESCENT IMAGES OF FIXED CELLS
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Endocytosis of signaling receptors EGF receptor in particular, starting at the plasma membrane and fini-
shing in perinuclear lysosomes implies endosomes’ multiple interactions with homotypic endosomes and vesic-
les of other origin (lysosomes, trans-Golgi network), which results in endosomal size changes. In addition, the
characteristics of endocytic pathway is endosomes’ translocation from cell periphery to juxtanuclear region.
Thus, endocytosis as a highly dynamic process develops in time and space. Obviously one of the most producti-
ve approach is light immunofluorescent microscopy that allows of estimating endocytes dynamics at the level
of one or several cells. Different impacts influencing endocytic regulator components are inevitably reflected
on dynamics of endosome size and (or) its translocation. This provide possibility to uncover the both crucial
and secondary components of regulatory machinery. However, visual estimation of such effects is often too
subjective and does not allow getting statistically reliable data. Comparison of different experiments even in the
case of the same series is also impeded. In this work we use such parameters as apparent vesicle size (diameter,
area or volume) and vesicle number per cell to provide quantitative estimation of fusion efficacy, as well as the
coefficient reflecting vesicles’ clasterization in perinuclear region as a measure of their translocation along mic-
rotubules toward nucleus (Dclust) and present these parameters application using EGF receptor endocytosis as an
example.

K e y w o r d s: EGF receptor, EEA1, endosomes, microtubules, fluorescent confocal microscopy, image.
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