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Àíàëèç ñóáïîïóëÿöèé âåçèêóë, íåñóùèõ àóòîàíòèãåí ðàííèõ ýíäîñîì EEA1

Êîíôîêàëüíûé èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç èíòåðôàçíûõ êëåòîê HeLa ïîêàçàë, ÷òî àóòîàíòèãåí
ðàííèõ ýíäîñîì ÅÅÀ1, ó÷àñòâóþùèé â ðåãóëÿöèè ãîìîòèïè÷åñêèõ ñëèÿíèé, àññîöèèðîâàí ñ âåçèêóëà-
ìè, êîòîðûå ìîæíî ðàçäåëèòü íà äâå ñóáïîïóëÿöèè ïî èõ ðàçìåðàì, ëîêàëèçàöèè è óðîâíþ ñâÿçûâàíèÿ ñ
ÅÅÀ1. Êëåòêè â òå÷åíèå 12 ÷ äî èññëåäîâàíèÿ âåëè íà ñðåäå, ëèøåííîé ñûâîðîòêè, äëÿ ìèíèìèçàöèè
ëèãàíäñòèìóëèðóåìîãî ýíäîöèòîçà ðîñòîâûõ ñûâîðîòî÷íûõ ôàêòîðîâ. Ïåðâàÿ ñóáïîïóëÿöèÿ ïðåäñòàâ-
ëåíà â îñíîâíîì êðóïíûìè âåçèêóëàìè, ñèëüíî äåêîðèðîâàííûìè ÅÅÀ1. Ýòè âåçèêóëû ëîêàëèçîâàíû
ïðåèìóùåñòâåííî â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè. Ýêñïåðèìåíòû ïî ðàçáîðêå ìèêðîòðóáî÷åê ïîêàçûâàþò, ÷òî
òàêàÿ ëîêàëèçàöèÿ îáåñïå÷èâàåòñÿ òóáóëèíîâûì öèòîñêåëåòîì. Âòîðàÿ ñóáïîïóëÿöèÿ ïðåäñòàâëåíà
ìíîãî÷èñëåííûìè ìåëêèìè âåçèêóëàìè, êîòîðûå ñëàáî ìåòÿòñÿ àíòèòåëàìè íà ÅÅÀ1 è ðàñïðåäåëåíû â
îñíîâíîì ïî ïåðèôåðèè öèòîïëàçìû. Äâîéíîé íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ôèêñèðîâàí-
íûõ êëåòîê ïîêàçàë, ÷òî îêîëîÿäåðíûå âåçèêóëû, îáîãàùåííûå ÅÅÀ1, ïîëíîñòüþ êîëîêàëèçóþòñÿ ñ
êëþ÷åâûì áåëêîì ðàííèõ ýíäîñîì — ìàëîé ÃÒÔàçîé Rab5, òîãäà êàê îêîëî ïîëîâèíû ñëàáî äåêîðèðî-
âàííûõ ÅÅÀ1 ïåðèôåðè÷åñêèõ âåçèêóë íåãàòèâíû ïî Rab5. Îáíàðóæåíî, ÷òî ÷èñëî Rab5-ïîçèòèâíûõ
âåçèêóë â ðàñ÷åòå íà êëåòêó áîëüøå, ÷åì âåçèêóë, íåñóùèõ ÅÅÀ1. Òàêèì îáðàçîì, â ëèøåííûõ ñûâîðîò-
êè êëåòêàõ HeLa ñ íèçêèì óðîâíåì ýíäîöèòîçà âûÿâëÿþòñÿ ñóáïîïóëÿöèÿ âåçèêóë, îáîãàùåííûõ ÅÅÀ1
è Rab5 (îáîçíà÷àåìûõ êàê EEA1+++/Rab5+), è ñóáïîïóëÿöèÿ ñëàáî îêðàøåííûõ ÅÅÀ1-âåçèêóë, êîòî-
ðûå ìîãóò áûòü êàê Rab5-ïîëîæèòåëüíûìè, òàê è îòðèöàòåëüíûìè (EEA1+/Rab5+ è EEA1+/Rab5–). Êðî-
ìå òîãî, â êëåòêàõ ïðèñóòñòâóåò ôðàêöèÿ âåçèêóë, àññîöèèðîâàííûõ òîëüêî ñ Rab5 (EEA1–/Rab5+). Ïî-
ëó÷åííûå äàííûå ìîãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ðàçëè÷íîé ôóíêöèîíàëüíîé ðîëè âñåõ ýòèõ ñóáïîïóëÿöèé,
íåñóùèõ áåëêè, òðàäèöèîííî ðàññìàòðèâàåìûå êàê ýêâèâàëåíòíûå äðóã äðóãó ìàðêåðû ðàííèõ ýíäîñîì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ðàííèå ýíäîñîìû, ÅÅÀ1, Rab5, êîíôîêàëüíàÿ èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ, êëåòêè
HeLa.

Àóòîàíòèãåí ðàííèõ ýíäîñîì 1 (ÅÅÀ1, early endoso-
mal autoantigen 1) — áåëîê, ðàáîòàþùèé íà ïåðâîé ñòà-
äèè ãîìîòèïè÷åñêîãî ñëèÿíèÿ è îñóùåñòâëÿþùèé óçíà-
âàíèå è çàÿêîðèâàíèå ðàííèõ ýíäîñîì äðóã ñ äðóãîì.
ÅÅÀ1 — êðóïíûé áåëîê, ñîäåðæàùèé íà C-òåðìèíàëü-
íîì êîíöå FYVE-äîìåí, óçíàþùèé ñïåöèôè÷åñêèé ôîñ-
ôîðèëèðîâàííûé ëèïèä ýíäîñîìíîé ìåìáðàíû ôîñôîè-
íîçèòèä-3-ìîíîôîñôàò (PI3P), è RBD-äîìåí, ñâÿçûâàþ-
ùèéñÿ ñ àêòèâèðîâàííîé ôîðìîé ìàëîé ÃÒÔàçû Rab5
(Rab5-GTP). Íà N-êîíöå òàêæå âûÿâëåí äîìåí, ñïîñîá-
íûé âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ Rab5. N- è C-äîìåíû ðàçäåëåíû
ëèíåéíûì ñâåðõñêðó÷åííûì ó÷àñòêîì, ó÷àñòâóþùèì â
ôîðìèðîâàíèè ãîìîäèìåðîâ ÅÅÀ1 (Dumas et al., 2001;
Merithew et al., 2003). Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî àêòèâèðîâàí-
íûé Rab5, ðåêðóòèðóÿ íà ìåìáðàíó ýíäîñîìû ôîñôàòè-
äèëèíîçèòîë-3-êèíàçó Vps34, ñîçäàåò äîìåíû, îáîãàùåí-
íûå PI3P, ÷òî ïðèâîäèò ê àññîöèàöèè ñ ìåìáðàíîé ðàí-
íåé ýíäîñîìû äèìåðà ÅÅÀ1 çà ñ÷åò ñâÿçûâàíèÿ êàê ñ
ëèïèäîì, òàê è ñ Rab5 (Lawe et al., 2002). Ïðè ýòîì åãî
äâîéíîé ëèíåéíûé ó÷àñòîê îêàçûâàåòñÿ îðèåíòèðîâàí-
íûì ïåðïåíäèêóëÿðíî ìåìáðàíå, è çà ñ÷åò N-êîíöåâîãî
Rab5-ñâÿçûâàþùåãî ó÷àñòêà òàêîé äèìåð ìîæåò çàÿêîðè-
âàòü äðóãóþ ýíäîñîìó, íåñóùóþ àêòèâèðîâàííûé Rab5,

íà ðàññòîÿíèè îêîëî 100 íì. Ñòàáèëèçàöèÿ ìåìáðàí äâóõ
âåçèêóë íàïðîòèâ äðóã äðóãà ïîçâîëÿåò âñòóïèòü â èãðó
êîìïëåìåíòàðíûì SNARE-áåëêàì, ñáëèæàþùèì ìåìá-
ðàíû íà ðàññòîÿíèå, äîñòàòî÷íîå äëÿ ðåîðãàíèçàöèè áè-
ëèïèäíûõ ñëîåâ è ôîðìèðîâàíèÿ åäèíîé ìåìáðàíû.

Òàêèì îáðàçîì, â ñîâðåìåííîì ïðåäñòàâëåíèè î ðåãó-
ëÿöèè ñëèÿíèÿ ðàííèõ ýíäîñîì êëþ÷åâàÿ ðîëü ïðèíàäëå-
æèò ìàëîé ÃÒÔàçå Rab5, êîòîðàÿ àññîöèèðóåòñÿ ñ ìåìá-
ðàíîé ýíäîöèòîçíîãî ïóçûðüêà, ôîðìèðóþùåãîñÿ de
novo óæå ïîñëå åãî îòäåëåíèÿ îò ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðà-
íû. Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî è ðåêðóòèðîâàíèå ÅÅÀ1 íà
ìåìáðàíó ýíäîñîìû ïðîèñõîäèò êàæäûé ðàç çàíîâî èç
öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî ðàñòâîðèìîãî ïóëà (Simonsen et al.,
1998; Rubino et al., 2000; Zoncu et al., 2009). Â ñèëó ýòîãî
è Rab5, è ÅÅÀ1 ÷àñòî ðàññìàòðèâàþò â êà÷åñòâå óíèâåð-
ñàëüíûõ ìàðêåðîâ ðàííèõ ýíäîñîì. Îäíàêî êàê â íàøèõ
èññëåäîâàíèÿõ (Çëîáèíà è äð., 2013), òàê è â äðóãèõ (Zon-
cu et al., 2009) ÅÅÀ1-ïîëîæèòåëüíûå âåçèêóëû îáíàðóæè-
âàþòñÿ â êëåòêàõ è â îòñóòñòâèå ñòèìóëèðîâàííîãî ýíäî-
öèòîçà. Êðîìå òîãî, öèòîïëàçìà êëåòîê ïðàêòè÷åñêè íå
ìåòèòñÿ àíòèòåëàìè ê ÅÅÀ1, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá
î÷åíü íèçêîé êîíöåíòðàöèè íå àññîöèèðîâàííîãî ñ ìåìá-
ðàíàìè áåëêà. Òàêèì îáðàçîì, èññëåäîâàíèå áèîãåíåçà
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ÅÅÀ1-âåçèêóë âåñüìà àêòóàëüíî äëÿ ïîíèìàíèÿ ìåõàíèç-
ìîâ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ýíäîñîìíîãî àïïàðàòà êëåòîê.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èñïîëüçîâàëè êëåòêè HeLa, íàõî-
äÿùèåñÿ â óñëîâèÿõ ñûâîðîòî÷íîãî ãîëîäàíèÿ â òå÷åíèå
12 ÷ äëÿ èñòîùåíèÿ ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ ïî èíòåðíà-
ëèçóåìûì ðîñòîâûì ôàêòîðàì. Ìû âûÿâèëè è îïèñàëè
äâå ñóáïîïóëÿöèè ÅÅÀ1-ïîëîæèòåëüíûõ âåçèêóë è èñ-
ñëåäîâàëè èõ êîëîêàëèçàöèþ ñ Rab5 íà îñíîâå àíàëèçà
êîíôîêàëüíûõ èçîáðàæåíèé êëåòîê.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê. Èñïîëüçîâàëè êëåò-
êè êàðöèíîìû øåéêè ìàòêè ÷åëîâåêà HeLa èç Åâðîïåé-
ñêîé êîëëåêöèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð (Âåëèêîáðèòàíèÿ).
Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ),
ñîäåðæàùåé 8 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè (PAA, Àâñòðèÿ),
ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå, ñîäåðæàùåé 5 % ÑÎ2. Äëÿ ýêñïå-
ðèìåíòîâ ñ èììóíîôëóîðåñöåíòíûì îêðàøèâàíèåì êëåò-
êè âûðàùèâàëè äî 50—70 %-íîãî ìîíîñëîÿ íà ïîêðîâ-
íûõ ñòåêëàõ ðàçìåðîì 10 � 10 ìì, ïîìåùåííûõ â ÷àøêè
Ïåòðè. Çà 12 ÷ äî ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà êëåòêè ïåðåâî-
äèëè â ñðåäó ÄÌÅÌ, íå ñîäåðæàùóþ ñûâîðîòêè. Äëÿ äå-
ïîëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê êëåòêè èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 °Ñ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé íîêîäàçîë
(Sigma-Aldrich, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 20 ìêÌ.

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. Ïîêðîâíûå ñòåêëà äâàæäû ïðîìûâàëè PBS,
ïîñëå ÷åãî ôèêñèðîâàëè 3.6%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëèíà
(Sigma-Aldrich, ÑØÀ), ïðèãîòîâëåííûì íà PBS, ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 15 ìèí. Çàòåì êëåòêè ïðî-
ìûâàëè 5 ðàç ïî 3 ìèí ðàñòâîðîì PBS è îáðàáàòûâàëè
15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ðàñòâîðîì PBS, ñî-
äåðæàùèì 0.5 % Òðèòîíà X-100 (Sigma-Aldrich, ÑØÀ).
Íåñïåöèôè÷åñêîå îêðàøèâàíèå áëîêèðîâàëè â 1%-íîì
ðàñòâîðå BSA (íà PBS) 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 ïðîâî-
äèëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òåì-
íîòå. Ïîòîì ñòåêëà ñ êëåòêàìè ïðîìûâàëè, êàê îïèñàíî
âûøå, è çàêëþ÷àëè â ñðåäó, ñîäåðæàùóþ 9 ìë ãëèöåðèíà,
1 ìë PBS, 1 ìë DMSO è 80 ìë ïðîïèëãàëàòà.

À í ò è ò å ë à. Äëÿ ñïåöèôè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ ðåöåï-
òîðà ÝÔÐ èñïîëüçîâàëè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà êðîëè-
êà, óçíàþùèå ýêñòðàêëåòî÷íûé äîìåí ðåöåïòîðà ÝÔÐ ÷å-
ëîâåêà (Cell Signaling, ÑØÀ), è àíòèòåëà ê Rab5 (Cell Sig-
naling, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 100. Ìîíîêëîíàëüíûå
ìûøèíûå àíòèòåëà ïðîòèâ a-òóáóëèíà (Sigma-Aldrich,
ÑØÀ) èñïîëüçîâàëè â ðàçâåäåíèè 1 : 2000. Àíòèòåëà, óç-
íàþùèå EEA1 (Transduction Lab., ÑØÀ), èñïîëüçîâàëè â
ðàçâåäåíèè 1 : 1000. Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçî-
âàëè êîíúþãàòû GAR-Alexa Fluor 568, GAM-Alexa Fluor
488 (Molecular Probes, Àíãëèÿ) â ðàçâåäåíèè 1 : 500. Àí-
òèòåëà ðàçâîäèëè â PBS, pH 7.4, ñîäåðæàùåì 1 % BSA.

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 ëàçåðíîãî ñêà-
íèðóþùåãî êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Leica TCS SP5
(Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Èñïîëüçîâàëè èììåðñèîííûå ìàñ-
ëÿíûå îáúåêòèâû ñ óâåëè÷åíèÿìè 100.0�/1.40 è
63.0�/1.32. Çåëåíóþ ôëóîðåñöåíöèþ âîçáóæäàëè àðãîíî-
âûì ëàçåðîì (488 íì), êðàñíóþ — ëàçåðîì He-Ne (543

íì). Ôëóîðåñöåíöèþ íà ðàçíûõ äëèíàõ âîëí ñêàíèðîâàëè
ðàçäåëüíî ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Leica Confocal Softwa-
re. Ïëîñêîñòü ñêàíèðîâàíèÿ âûáèðàëè íèæå ÿäðà èëè â
íèæíåé åãî ÷àñòè, ò. å. òàì, ãäå ëîêàëèçóåòñÿ îñíîâíàÿ
ìàññà ýíäîñîì è ìèêðîòðóáî÷åê â õîðîøî ðàñïëàñòàííûõ
êëåòêàõ HeLa.

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. Ïîëó÷åí-
íûå èçîáðàæåíèÿ îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàìì Le-
ica Confocal Software (Ñarl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) è ImageJ
1.40g (National Institute of Health, ÑØÀ). Îöåíêó êîëè÷å-
ñòâà âåçèêóë, èõ ðàçìåðîâ è èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Çëîáèíà è äð., 2013).
Äëÿ îöåíêè êîëîêàëèçàöèè èñïîëüçîâàëè ïëàãèí JACoP
äëÿ ïðîãðàììû ImageJ (Bolte, Cordelieres, 2006). Â ðàñ÷åò
áðàëè êîýôôèöèåíò Ìàíäåðñà Ì1, îòðàæàþùèé äîëþ
ïèêñåëåé ñ êðàñíûì ñèãíàëîì, ñîäåðæàùèõ è çåëåíûé
ñèãíàë, ïî îòíîøåíèþ ê îáùåìó ñèãíàëó ñ êðàñíîãî êàíà-
ëà (Manders et al., 1993).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à ä à í í û õ. Êàæ-
äûé ýêñïåðèìåíò ïðîâîäèëè íå ìåíåå 3 ðàç. Äàííûå îáðà-
áàòûâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïàêåòà àíàëèçà ïðîãðàììû
Microsoft Excel. Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî èììóíîôëóîðåñöåí-
öèè äëÿ àíàëèçà âûáèðàëè êëåòêè ñ ìàêñèìàëüíîé ñòåïå-
íüþ ðàñïëàñòûâàíèÿ, íà êðàþ èëè âíå îñòðîâêîâ ìîíî-
ñëîÿ. Ïðåäñòàâëåííûå èçîáðàæåíèÿ áûëè õàðàêòåðíû äëÿ
áîëüøèíñòâà êëåòîê â äàííûõ óñëîâèÿõ. Äëÿ êàæäîé òî÷-
êè ïðîñìàòðèâàëè îò 3 äî 7 ïîëåé (15—30 êëåòîê). Ñòàòè-
ñòè÷åñêóþ äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ ñðàâíèâàåìûõ íåçà-
âèñèìûõ âûáîðîê îïðåäåëÿëè ïðè ïîìîùè íåïàðíîãî
äâóõâûáîðî÷íîãî t-òåñòà ñ ðàçëè÷íûìè äèñïåðñèÿìè.
Êðèòè÷åñêèé óðîâåíü çíà÷èìîñòè ïðèíèìàëè ðàâíûì
0.05. Íà ãðàôèêàõ ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ äîâå-
ðèòåëüíûå èíòåðâàëû.

Ðåçóëüòàòû

Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû îäíîâðåìåííîãî
îêðàøèâàíèÿ ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûìè àíòèòåëàìè ê
ÅÅÀ1 è ðåöåïòîðó ÝÔÐ ôèêñèðîâàííûõ êëåòîê HeLa. Çà
12 ÷ äî íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà êëåòêè ïåðåâîäèëè íà ñðåäó,
íå ñîäåðæàùóþ ñûâîðîòêè. Ìå÷åíèå àíòèòåëàìè ïðîòèâ
ðåöåïòîðà ÝÔÐ äåìîíñòðèðóåò äèôôóçíîå ðàñïðåäåëåíèå
áåëêà, ñîîòâåòñòâóþùåå åãî ðàâíîìåðíîé ëîêàëèçàöèè íà
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå è ïîäòâåðæäàþùåå îòñóòñòâèå
ðåöåïòîðñîäåðæàùèõ ýíäîñîì (ðèñ. 1, ã). Ñëåäóåò îòìå-
òèòü, ÷òî ôîêàëüíóþ ïëîñêîñòü âûáèðàëè òàêèì îáðàçîì,
÷òîáû ìîæíî áûëî çàôèêñèðîâàòü ìàêñèìàëüíîå ÷èñëî
ýíäîñîì. Îáû÷íî îíà ñîâïàäàåò ñ ïëîñêîñòüþ, â êîòîðîé
ëîêàëèçóåòñÿ è îñíîâíàÿ ìàññà ìèêðîòðóáî÷åê (ðèñ. 1, ä).
Âñëåäñòâèå ñèëüíîé ðàñïëàñòàííîñòè êëåòîê òîëùèíà èõ
ëàìåëëû íå ïðåâûøàåò 3—5 ìêì. Ó÷èòûâàÿ òî, ÷òî ðàçðå-
øåíèå ïî îñè Z îöåíèâàåòñÿ â 500 íì, àíòèòåëà áëàãîäàðÿ
èõ ÿðêîñòè è âûñîêîé ïëîòíîñòè àíòèãåíà íà ïëàçìàòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíå (200—400 òûñ. ðåöåïòîðîâ íà 1 êëåòêó)
ðåãèñòðèðóþòñÿ è â ïëîñêîñòè, îòñòîÿùåé îò ìåìáðàíû
íà 1—2 ìêì. Íà èçîáðàæåíèè òîé æå êëåòêè, ñíÿòîì â êà-
íàëå, ðåãèñòðèðóþùåì ôëóîðåñöåíöèþ ÅÅÀ1 (ðèñ. 1,
à—â), ÷åòêî âèäíû âåçèêóëÿðíûå ñòðóêòóðû, èìåþùèå
òåíäåíöèþ ê îêîëîÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè, è ïðàêòè÷åñêè
îòñóòñòâóåò äèôôóçíîå îêðàøèâàíèå öèòîïëàçìû.

Ñîâìåñòíîå ìå÷åíèå êëåòîê àíòèòåëàìè ê ÅÅÀ1 è òó-
áóëèíó ïîêàçûâàåò (ðèñ. 1, á, ä), ÷òî ÅÅÀ1-ïîëîæèòåëü-
íûå ñòðóêòóðû êîëîêàëèçóþòñÿ ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè
(ÌÒ). Áîëåå òîãî, îáðàáîòêà êëåòîê íîêîäàçîëîì, âûçû-
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âàþùàÿ äåïîëèìåðèçàöèþ ÌÒ, ïðèâîäèò ê «ðàññûïà-
íèþ» îêîëîÿäåðíîãî êëàñòåðà ÅÅÀ1-âåçèêóë è èõ ðàâíî-
ìåðíîìó ðàñïðåäåëåíèþ ïî âñåé öèòîïëàçìå (ðèñ. 1, å).
Òàêèì îáðàçîì, ñèñòåìà ÌÒ ó÷àñòâóåò â îêîëîÿäåðíîì

ïîçèöèîíèðîâàíèè ïóëà ÅÅÀ1-âåçèêóë â óñëîâèÿõ ìèíè-
ìàëüíî àêòèâíîãî ýíäîöèòîçíîãî ïðîöåññà.

Ïðè âèçóàëüíîì àíàëèçå èçîáðàæåíèé êëåòîê, ìå÷åí-
íûõ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ÅÅÀ1 (ðèñ. 2, à, á), ñòàíîâèòñÿ
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Ðèñ. 1. Âûÿâëåíèå ÅÅÀ1-âåçèêóë â êëåòêàõ HeLa, íàõîäÿùèõñÿ â óñëîâèÿõ ñûâîðîòî÷íîãî ãîëîäàíèÿ â òå÷åíèå 12 ÷.

Ôèêñèðîâàííûå êëåòêè îêðàøåíû ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûìè àíòèòåëàìè ê ÅÅÀ1 (à—â), ðåöåïòîðó ÝÔÐ (ã) è a-òóáóëèíó (ä, å). à—ã, á—ä è â—å —
ïàðû èçîáðàæåíèé îäíîé è òîé æå êëåòêè, ïîëó÷åííûå â çåëåíîì è êðàñíîì êàíàëàõ ñîîòâåòñòâåííî. à, á, ã, ä — íåîáðàáîòàííûå êëåòêè; â, å — êëåòêè

ïîñëå èíêóáàöèè ñ íîêîäàçîëîì (20 ìêÌ) 30 ìèí ïðè 37 °Ñ.

Ðèñ. 2. Äâå ñóáïîïóëÿöèè ÅÅÀ1-ïîçèòèâíûõ âåçèêóë.

Ðàìêîé ñëåâà è ñïðàâà íà èçîáðàæåíèè á âûäåëåíû ó÷àñòêè êëåòêè, ñîäåðæàùèå ïðåèìóùåñòâåííî òóñêëûå è ÿðêèå âåçèêóëû ñîîòâåòñòâåííî, óâåëè-
÷åííûå èçîáðàæåíèÿ êîòîðûõ ïîêàçàíû íà à è â ñîîòâåòñòâåííî; ã — ñðåäíåå çíà÷åíèå ïëîùàäè òóñêëîé è ÿðêîé âåçèêóë, ìêì2; ä — ñðåäíåå çíà÷åíèå

èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïèêñåëÿ (â óðîâíÿõ ñåðîãî), ôîíîâîãî ó÷àñòêà êëåòêè è äâóõ òèïîâ âåçèêóë.



î÷åâèäíûì íàëè÷èå äâóõ òèïîâ âåçèêóë — ÿðêèõ, ñèëüíî
äåêîðèðîâàííûõ ÅÅÀ1 (EEA1+++) è ìåíåå ÿðêèõ (òóñê-
ëûõ, EEA1+). Ïåðâûå ïðåèìóùåñòâåííî ëîêàëèçîâàíû â
îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè, õîòÿ ìîãóò íàõîäèòüñÿ è íà ïåðè-
ôåðèè, è èìåþò áîëüøèå êàæóùèåñÿ ðàçìåðû (êàæóùèå-
ñÿ, òàê êàê îöåíêà ïðîèçâåäåíà ïî ñâå÷åíèþ èññëåäóåìûõ
÷àñòèö) è çà÷àñòóþ ñëîæíóþ ôîðìó (ðèñ. 2, â). Âåçèêóëû
æå, ëîêàëèçîâàííûå íà ïåðèôåðèè, â îñíîâíîì ñëàáåå äå-
êîðèðîâàíû ÅÅÀ1 (ðèñ. 2, à).

Àíàëèç êàæóùåéñÿ ïëîùàäè, ñðåäíåé èíòåíñèâíîñòè
ïèêñåëÿ è èíòåãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè

âåçèêóë ïîêàçàë, ÷òî ïåðâûé òèï èìååò â ñðåäíåì á *îëü-
øóþ ïëîùàäü è á *îëüøóþ ñðåäíþþ èíòåíñèâíîñòü ïèêñå-
ëÿ (ðèñ. 2, ã, ä).

Ðàçëè÷èÿ â ÿðêîñòè è ðàçìåðàõ íà ïåðâûé âçãëÿä ìî-
ãóò îáúÿñíÿòüñÿ òåì, ÷òî òóñêëûå ìàëåíüêèå âåçèêóëû
ïðîñòî íàõîäÿòñÿ âíå ôîêàëüíîé ïëîñêîñòè. Îäíàêî àíà-
ëèç ñåðèè ïîñëåäîâàòåëüíûõ îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ, ñäåëàí-
íûõ ñ øàãîì â 500 íì, ïîêàçàë, ÷òî ìû äåéñòâèòåëüíî
èìååì äåëî ñ âåçèêóëàìè ðàçíîãî ðàçìåðà: åñëè êðóïíûå
ÿðêèå âåçèêóëû áûëè âèäíû íà 4—5 ñðåçàõ (ðèñ. 3, à), òî
òóñêëûå âûÿâëÿëèñü ëèøü íà 2—3 (ðèñ. 3, á). Íà ãèñòî-
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Ðèñ. 3. Ñðàâíåíèå ðàçìåðîâ òóñêëûõ è ÿðêèõ âåçèêóë.

à, á — Z-ñåðèÿ îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ ó÷àñòêà êëåòêè ñ ÿðêèìè (à) è òóñêëûìè (á) ÅÅÀ1-âåçèêóëàìè. Öèôðû ñëåâà — øàã ñåðèè ïî îñè Z, ìêì. Âûäåëåíû
êðóæêàìè è ïðîíóìåðîâàíû âåçèêóëû, ñðåäíÿÿ èíòåíñèâíîñòü ïèêñåëÿ êîòîðûõ äëÿ êàæäîãî ñðåçà ïðåäñòàâëåíà íà ãèñòîãðàììàõ â è ã (ñîîòâåòñòâóþ-

ùèõ ïàíåëÿì à è á); ïî ãîðèçîíòàëè — ïîðÿäêîâûé íîìåð îïòè÷åñêîãî ñðåçà; ïî âåðòèêàëè — ñðåäíÿÿ èíòåíñèâíîñòü ïèêñåëÿ (óðîâåíü ñåðîãî).



ãðàììàõ (ðèñ. 3, â, ã) ïðåäñòàâëåíû ðàñïðåäåëåíèÿ ñðåä-
íåé èíòåíñèâíîñòè ïèêñåëÿ íà ñåðèè ïîñëåäîâàòåëüíûõ
îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ íåñêîëüêèõ, îòìå÷åííûõ êðóæêàìè íà
èçîáðàæåíèÿõ à è á, ñîîòâåòñòâåííî ÿðêèõ è òóñêëûõ âå-
çèêóë. Òàêèì îáðàçîì, ìû ìîæåì îïðåäåëåííî ãîâîðèòü î
òîì, ÷òî êîíöåíòðàöèÿ ÅÅÀ1 íà ìåìáðàíå ÿðêèõ îêîëîÿ-
äåðíûõ âåçèêóë â ñðåäíåì áîëåå ÷åì â 2 ðàçà âûøå, ÷åì
íà ìåìáðàíå òóñêëûõ ïåðèôåðè÷åñêèõ ïóçûðüêîâ.

Äëÿ ïîäñ÷åòà ÷èñëà âåçèêóë â êëåòêå â ïðîãðàììå
JmageJ íåîáõîäèìî âûäåëèòü îáúåêòû, ÷òî äîñòèãàåòñÿ
ââåäåíèåì ïîðîãà èíòåíñèâíîñòè (â ïðåäåëàõ 0—255).
Ìû ñòðåìèëèñü ê òîìó, ÷òîáû ïîëó÷àþùååñÿ â ðåçóëüòà-
òå áèíàðèçîâàííîå èçîáðàæåíèå âåçèêóëû — åå ìàñêà —
ïî ïëîùàäè ìàêñèìàëüíî ñîîòâåòñòâîâàëî âèäèìîé ãëà-
çîì. Îäíàêî ïîðîãîâîãî çíà÷åíèÿ, ïîäõîäÿùåãî äëÿ âñåõ
âåçèêóë, íå ñóùåñòâóåò. Òàê, â óñëîâèÿõ íàøåãî ýêñïåðè-
ìåíòà è ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèÿ ìàêñèìàëüíîå ñîîòâåò-
ñòâèå ðàçìåðîâ ìàñêè è êàæóùèõñÿ ðàçìåðîâ âåçèêóëû
äîñòèãàëîñü ïðè ïîðîãå â 50—60 åä., íî ïðè ýòîì îñòàâà-
ëèñü òîëüêî ÿðêèå, òîãäà êàê âñå òóñêëûå ìåëêèå âåçèêó-

ëû ïðîñòî èñ÷åçàëè. Èõ ìîæíî áûëî âûäåëèòü ïðè ñíè-
æåíèè ïîðîãà, îäíàêî â ýòîì ñëó÷àå ìàñêè ÿðêèõ âåçèêóë
îêàçûâàëèñü ñèëüíî çàâûøåííûìè ïî ñðàâíåíèþ ñ ðàçìå-
ðàìè âèäèìûõ ãëàçîì ñòðóêòóð. Êðîìå òîãî, ìàñêè áëèç-
êî ëåæàùèõ ÿðêèõ âåçèêóë â ýòîì ñëó÷àå ïðîñòî ñëèâà-
ëèñü. Ïîýòîìó îöåíêó ÷èñëà âåçèêóë äâóõ ñóáïîïóëÿöèé
ìû ïðîâîäèëè â äâà ýòàïà: ñíà÷àëà âûäåëÿëè è îáñ÷èòû-
âàëè ÿðêèå âåçèêóëû, çàòåì èç èñõîäíîãî èìèäæà âû÷èòà-
ëè ïîëó÷åííûå â ïåðâîì ñëó÷àå ìàñêè. Â ðåçóëüòàòå îñòà-
âàëèñü òîëüêî ìåëêèå òóñêëûå âåçèêóëû, è èõ ìàñêè ïðè
áîëåå íèçêîì ïîðîãîâîì çíà÷åíèè êîððåêòíî îòðàæàëè
èõ âèäèìûé ðàçìåð.

Íà ðèñ. 4, à, á ïîêàçàíû ðåçóëüòàòû ìå÷åíèÿ îäíîé è
òîé æå êëåòêè àíòèòåëàìè ïðîòèâ ÅÅÀ1 è Rab5. Èñïîëü-
çóÿ îïèñàííûé âûøå ïîäõîä, ìû âûÿñíèëè, ÷òî â ãîëîäà-
þùèõ êëåòêàõ HeLa ÿðêèå âåçèêóëû ñîñòàâëÿþò îêîëî
30 % îò âñåé ïîïóëÿöèè ÅÅÀ1-ïîçèòèâíûõ âåçèêóë
(ðèñ. 4, à, â) — 200—300 øòóê íà 1 êëåòêó. Ïîñêîëüêó
ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî àññîöèàöèÿ ÅÅÀ1 c ìåìáðàíîé ýíäîñîìû
æåñòêî îïðåäåëÿåòñÿ ìàëîé ÃÒÔàçîé Rab5, ìû ïðîàíàëè-

Àíàëèç ñóáïîïóëÿöèé âåçèêóë, íåñóùèõ àóòîàíòèãåí ðàííèõ ýíäîñîì EEA1 745

Ðèñ. 4. Äâîéíîå èììóíîôëóîðåñöåíòíîå ìå÷åíèå ãîëîäàþùèõ êëåòîê HeLa àíòèòåëàìè ê ÅÅÀ1 (à) è Rab5 (á).

Ïðåäñòàâëåíî èçîáðàæåíèå òèïè÷íîé êëåòêè. Ñòðåëêîé îáîçíà÷åíû êîëîêàëèçîâàííûå áåëêè, çâåçäî÷êàìè — âåçèêóëû, ïîçèòèâíûå ïî Rab5, íî ëè-
øåííûå ÅÅÀ1. â — ñîîòíîøåíèå òóñêëûõ è ÿðêèõ ÅÅÀ1-âåçèêóë â ðàñ÷åòå íà êëåòêó, ïîëó÷åííîå íà îñíîâå îáðàáîòêè èçîáðàæåíèé 10 êëåòîê ïî
ïðîòîêîëó, îïèñàííîìó â òåêñòå; ã — äîëÿ òóñêëûõ è ÿðêèõ âåçèêóë, êîëîêàëèçîâàííûõ ñ Rab5 (êîýôôèöèåíò Ìàíäåðñà M1; ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è

ìåòîäèêà»).



çèðîâàëè êîëîêàëèçàöèþ ýòèõ áåëêîâ íà äâóõ òèïàõ âåçè-
êóë. Êîëè÷åñòâåííàÿ îáðàáîòêà èçîáðàæåíèé ïîêàçàëà
(ðèñ. 4, ã), ÷òî ñðåäè ÿðêèõ ÅÅÀ1-ñòðóêòóð îò 90 äî 100 %
ñîäåðæàò Rab5 (EEA1+++/Rab5+), òîãäà êàê ñðåäè òóñê-
ëûõ ÅÅÀ1-âåçèêóë Rab5-ïîçèòèâíûìè (EEA1+/Rab5+)
ÿâëÿþòñÿ ëèøü îêîëî 50 % (ðèñ. 4, ã). ßðêîñòü (ò. å. êîí-
öåíòðàöèÿ àíòèãåíà) Rab5-ïîçèòèâíûõ ñòðóêòóð òàêæå
âûøå íà âåçèêóëàõ, ñîäåðæàùèõ áîëüøå ÅÅÀ1 (ñð. ðèñ. 4,
à è á), õîòÿ îòëè÷èå íå òàêîå ñèëüíîå, êàê â ñëó÷àå ÅÅÀ1.
Òàêèì îáðàçîì, ïî îòíîøåíèþ ê Rab5 ìîæíî âûäå-
ëèòü íåñêîëüêî òèïîâ ÅÅÀ1-âåçèêóë — EEA1+/Rab5+,
EEA1–/Rab5+ è EEA1+/ Rab5–. Rab5-âåçèêóëû, íå ñîäåðæà-
ùèå ÅÅÀ1, ëîêàëèçîâàíû ïî âñåé öèòîïëàçìå, íî ñóùåñò-
âåííàÿ èõ ÷àñòü âûÿâëÿåòñÿ â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè
îò ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû.

Îáñóæäåíèå

Òåêóùèå ïðåäñòàâëåíèÿ î ðåãóëÿöèè ýíäîöèòîçà
ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ôîðìèðóåìàÿ de novo ýíäî-
ñîìà ðåêðóòèðóåò âñå íåîáõîäèìûå äëÿ åå ïîñëåäóþùåãî
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ðåãóëÿòîðíûå ðàííåýíäîñîìíûå áåë-
êè íåïîñðåäñòâåííî èç öèòîïëàçìû ñðàçó ïîñëå îòñîåäè-
íåíèÿ îò ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû. Â êà÷åñòâå êëþ÷åâî-
ãî áåëêà, îðãàíèçóþùåãî âåñü ïðîöåññ, ðàññìàòðèâàåòñÿ
ìàëàÿ ÃÒÔàçà Rab5, ó÷àñòâóþùàÿ â áèîãåíåçå ýíäî-ëèçî-
ñîìíîé ñèñòåìû (Hirota et al., 2007; Zeigerer et al., 2012).
Ïðè ýòîì íåîáõîäèìûì óñëîâèåì ñáîðêè âñåõ íóæíûõ
áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ àêòèâàöèÿ Rab5, ò. å. åå ïåðåõîä â
ÃÒÔ-ñâÿçàííîå ñîñòîÿíèå (Zeigerer et al., 2012). Îäíàêî
ìåõàíèçìû, ðåãóëèðóþùèå è çàïóñêàþùèå ýòîò ïåðåõîä,
ïîêà èçó÷åíû ïëîõî. Â ñëó÷àå ñòèìóëèðîâàííîãî ýíäîöè-
òîçà, íàïðèìåð ðåöåïòîðîïîñðåäîâàííîãî, ìîæíî ïðåä-
ïîëàãàòü, ÷òî ðåöåïòîð çà ñ÷åò àêòèâíîñòè öèòîïëàçìàòè-
÷åñêîãî äîìåíà ïðè ïîïàäàíèè â ýíäîñîìó ìîæåò ðåêðó-
òèðîâàòü áåëêè, ïåðåâîäÿùèå Rab5 â ÃÒÔ-ñâÿçàííîå
ñîñòîÿíèå. Äåéñòâèòåëüíî, ïîêàçàíî, ÷òî òàêîé ìåõàíèçì
äåéñòâóåò â ñëó÷àå ëèãàíäçàâèñèìîé èíòåðíàëèçàöèè ðå-
öåïòîðà ÝÔÐ: ôîðìèðîâàíèå êîìïëåêñà ñ ÝÔÐ àêòèâèðó-
åò òèðîçèíêèíàçó ðåöåïòîðà, êîòîðàÿ â ñâîþ î÷åðåäü ñòè-
ìóëèðóåò ðàáîòó ôàêòîðà îáìåíà íóêëåîòèäîâ RIN1, ñïå-
öèôè÷íîãî äëÿ Rab5 (Balaji et al., 2012). Ïîýòîìó â
êëåòêàõ, äëèòåëüíîå âðåìÿ íàõîäÿùèõñÿ â óñëîâèÿõ ñû-
âîðîòî÷íîãî ãîëîäàíèÿ äëÿ èñòîùåíèÿ ñðåäû êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ïî ðîñòîâûì ôàêòîðàì è ãîðìîíàì, ïîäàâëÿåòñÿ
àêòèâàöèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ ðåöåïòîðîâ, ÷òî äîëæíî âû-
ðàæàòüñÿ â ñíèæåíèè óðîâíÿ ýíäîöèòîçà è óìåíüøåíèè
÷èñëà Rab5-ïîëîæèòåëüíûõ ýíäîñîì. Ñîîòâåòñòâåííî
äîëæíà ïàäàòü è àññîöèàöèÿ ÅÅÀ1 ñ ìåìáðàíàìè. Îäíàêî
äàæå â ãîëîäàþùèõ êëåòêàõ ðàçíûõ ëèíèé âûÿâëÿåòñÿ
áîëüøàÿ ïîïóëÿöèÿ ìåìáðàííî-ñâÿçàííîãî ÅÅÀ1, ïðè÷åì
åå âåëè÷èíà (îöåíèâàåìàÿ ïî èíòåãðàëüíîé ôëóîðåñöåí-
öèè ñèãíàëà ÅÅÀ1 ïî ïðîåêöèÿì ìàêñèìàëüíîé ÿðêîñòè
êëåòîê) îñòàåòñÿ ïîñòîÿííîé äàæå ïîñëå ñèíõðîííîé ñòè-
ìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ðåöåïòîðà ÝÔÐ âûñîêèìè êîíöåíò-
ðàöèÿìè ðîñòîâîãî ôàêòîðà (Çëîáèíà è äð., 2013).

Îäíî èç îáúÿñíåíèé íàëè÷èÿ ÅÅÀ1-âåçèêóë â íåñòè-
ìóëèðîâàííûõ êëåòêàõ ìîæåò çàêëþ÷àòüñÿ â òîì, ÷òî,
õîòÿ â óñëîâèÿõ ñûâîðîòî÷íîãî ãîëîäàíèÿ èñòîùàþòñÿ
ôàêòîðû âíåøíåé ñðåäû, ñïîñîáíûå ñòèìóëèðîâàòü ðå-
öåïòîðîïîñðåäîâàííûé ýíäîöèòîç, êëåòêè ÷àñòî ñïîñîá-
íû ñàìè ñèíòåçèðîâàòü è ñåêðåòèðîâàòü òàêèå ðîñòîâûå
ôàêòîðû, êàê TGF-a, ôîðìèðóþùèé êîìïëåêñû ñ òåì æå
ðåöåïòîðîì ÝÔÐ. Îäíàêî â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ðåöåï-

òîð-ïîçèòèâíûå âåçèêóëû â êëåòêàõ äî äîáàâëåíèÿ ÝÔÐ
îòñóòñòâîâàëè, êàê è íå âûÿâëÿëñÿ àêòèâèðîâàííûé (ò. å.
ôîñôîðèëèðîâàííûé ïî òèðîçèíó) ðåöåïòîð. Äðóãèì ïî-
ñòîÿííûì èñòî÷íèêîì ðàííèõ ýíäîñîì â êëåòêå ìîãóò
áûòü âåçèêóëû, îáñëóæèâàþùèå êîíñòèòóòèâíûé ýíäî-
öèòîç — ðàôòîïîñðåäóåìûé è æèäêîôàçíûé. Ê ñîæàëå-
íèþ, ïðîâåðèòü ýòî ïðåäïîëîæåíèå òðóäíî, ïîñêîëüêó
íåèçâåñòíû ýôôåêòèâíûå ñïîñîáû ïîäàâëåíèÿ êîíñòèòó-
òèâíîãî ýíäîöèòîçà, êðîìå ïðèìåíåíèÿ ðàçëè÷íîãî ðîäà
èíãèáèòîðîâ. Ïîñëåäíèå æå, êàê ïðàâèëî, èìåþò íåâûñî-
êóþ ñïåöèôè÷íîñòü, ê òîìó æå êëåòêè ïëîõî ïåðåíîñÿò
èõ ïðèñóòñòâèå â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ñóòîê — âðåìåíè,
íåîáõîäèìîãî äëÿ ñêîëüêî-íèáóäü çàìåòíîé äåãðàäàöèè
äîëãîæèâóùèõ ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ (Zeigerer et al.,
2012).

Îäíàêî îïèðàÿñü íà ìíîãîêðàòíî ïîäòâåðæäåííûå
äàííûå î òîì, ÷òî îñíîâíàÿ ìàññà ýíäîñîì, ñôîðìèðîâàí-
íûõ â ïðîöåññå êîíñòèòóòèâíîãî ýíäîöèòîçà, çàòåì ðå-
öèêëèðóåò, ìîæíî ïðîâåñòè àíàëîãèþ ñ ñóäüáîé êîíñòè-
òóòèâíî èíòåðíàëèçóåìîãî è ðåöèêëèðóþùåãî ðåöåïòîðà
òðàíñôåððèíà, äàæå íåñìîòðÿ íà èñïîëüçîâàíèå èì ðå-
öåïòîðîïîñðåäîâàííîãî ìåõàíèçìà èíòåðíàëèçàöèè. Òàê,
ïðè ñðàâíåíèè ýíäîöèòîçà ðåöåïòîðà ÝÔÐ è ðåöåïòîðà
òðàíñôåððèíà áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî åñëè ïåðâûé íà ðàí-
íèõ ñòàäèÿõ ïîëíîñòüþ êîëîêàëèçóåòñÿ ñ ÅÅÀ1-âåçèêóëà-
ìè, òî òðàíñôåððèíîâûé ðåöåïòîð âçàèìîäåéñòâóåò ñ
íèìè ëèøü êðàòêîâðåìåííî è íåýôôåêòèâíî (Leonard
et al., 2008). Òàêèì îáðàçîì, ïðîèñõîæäåíèå ÅÅÀ1-ïîçè-
òèâíûõ ïóçûðüêîâ îñòàåòñÿ íåÿñíûì, îäíàêî ìîæíî ãîâî-
ðèòü î ñóùåñòâîâàíèè ïîñòîÿííîãî ïóëà ÅÅÀ1-âåçèêóë,
èçáèðàòåëüíî âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ ïóçûðüêàìè, ñîäåð-
æàùèìè èíòåðíàëèçîâàííûé ãðóç.

Íàèáîëåå èçâåñòíàÿ ôóíêöèÿ áåëêà ÅÅÀ1 çàêëþ÷àåò-
ñÿ â çàÿêîðèâàíèè ðàííèõ ãîìîòèïè÷åñêèõ ýíäîñîì íà
ïåðâîé ñòàäèè èõ ñëèÿíèÿ. Ïîñêîëüêó ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî àñ-
ñîöèàöèÿ ÅÅÀ1 ñ ìåìáðàíîé ñòðîãî çàâèñèò îò íàëè÷èÿ
àêòèâíîãî Rab5, òî è EEA1, è Rab5 ðàññìàòðèâàþòñÿ èñ-
ñëåäîâàòåëÿìè êàê ýêâèâàëåíòíûå ìàðêåðû ðàííèõ ýíäî-
ñîì. Ìû âïåðâûå îáðàòèëè âíèìàíèå íà òî, ÷òî ïîïóëÿ-
öèÿ ÅÅÀ1-âåçèêóë íåîäíîðîäíà è ÷åòêî ðàçäåëÿåòñÿ íà
äâå ñóáïîïóëÿöèè: áëåêëûå, êàê ïðàâèëî ìåëêèå, âåçèêó-
ëû, ðàçáðîñàííûå ïî âñåé öèòîïëàçìå, è ÿðêèå, êàê ïðà-
âèëî áîëåå êðóïíûå, ÷àñòî ñëîæíîé ôîðìû, ñîáðàííûå â
îñíîâíîì â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè çà ñ÷åò âçàèìîäåéñò-
âèÿ ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè. Ìû ïîäòâåðäèëè, ÷òî ïåðâûé
òèï âåçèêóë äåéñòâèòåëüíî ñîäåðæèò ìåíüøå ÅÅÀ1, ÷åì
âòîðîé. Áîëåå òîãî, ëèøü 50 % ýòèõ ñëàáî äåêîðèðîâàí-
íûõ ÅÅÀ1-âåçèêóë ñîäåðæàò èäåíòèôèöèðóåìîå êîëè÷å-
ñòâî Rab5, ñ÷èòàþùåãîñÿ, êàê ãîâîðèëîñü âûøå, ñîâåð-
øåííî íåîáõîäèìûì äëÿ àññîöèàöèè ÅÅÀ1 ñ ìåìáðàíîé.
Ñòðîãî ãîâîðÿ, ÷óâñòâèòåëüíîñòü èììóíôëóîðåñöåíòíîãî
ìåòîäà íå èñêëþ÷àåò àññîöèàöèè ñ âåçèêóëîé î÷åíü ìà-
ëûõ êîëè÷åñòâ Rab5, îäíàêî ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî òà-
êèå ðàçëè÷èÿ äîëæíû êàêèì-òî îáðàçîì ðåãóëèðîâàòüñÿ,
ò. å. îíè ÿâëÿþòñÿ íåñëó÷àéíûìè.

Ðàíåå íà îñíîâàíèè àíàëèçà ïîâåäåíèÿ ÅÅÀ1 è ðåöåï-
òîðà ÝÔÐ â õîäå ñòèìóëèðîâàííîãî ÝÔÐ ýíäîöèòîçà ìû
ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ÿðêèå êðóïíûå ÅÅÀ1-ïîëîæèòåëüíûå
âåçèêóëû îïîñðåäóþò ñëèÿíèÿ âåçèêóë, ñîäåðæàùèõ ðå-
öåïòîð, ôîðìèðóÿ ñ íèìè ãèáðèäíûå îðãàíåëëû (Çëîáèíà
è äð., 2013). Ñëèÿíèå ýíäîñîì íà ýòîì ýòàïå íåîáõîäèìî
äëÿ óâåëè÷åíèÿ ïëîùàäè ïîâåðõíîñòè âåçèêóëû è ïîëó-
÷åíèÿ «èçáûòî÷íîé» ìåáðàíû, èç êîòîðîé â ïðîöåññå ñî-
çðåâàíèÿ ýíäîñîì áóäóò ôîðìèðîâàòüñÿ âíóòðåííèå ïó-
çûðüêè ìóëüòèâåçèêóëÿðíûõ ïîçäíèõ ýíäîñîì. Îáðàçîâà-
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íèå ýòèõ ïóçûðüêîâ ñîïðÿæåíî ñ ïåðåìåùåíèåì â íèõ
ìåìáðàííûõ áåëêîâ (íàïðèìåð, ñèãíàëüíûõ ðåöåïòîðîâ),
êîòîðûå â äàëüíåéøåì ïîäâåðãàþòñÿ ëèçîñîìíîé äåãðà-
äàöèè. Òàêèì îáðàçîì, ôóíêöèÿ ÿðêèõ îêîëîÿäåðíûõ
ÅÅÀ1-âåçèêóë çàêëþ÷àåòñÿ â ïðåäîñòàâëåíèè ïëàòôîð-
ìû äëÿ ñëèÿíèé è âîçìîæíîñòè ñîçðåâàíèÿ ðàííèõ ýíäî-
ñîì â ïîçäíèå. Ôóíêöèÿ æå áëåêëûõ ÅÅÀ1-âåçèêóë,
êàê Rab5-ïîëîæèòåëüíûõ, òàê è íå ñîäåðæàùèõ ýòîé ìà-
ëîé ÃÒÔàçû (èëè ñîäåðæàùèõ î÷åíü ìàëûå åå êîëè÷åñò-
âà), ïîêà íåÿñíà è íóæäàåòñÿ â äàëüíåéøèõ èññëåäîâà-
íèÿõ.

Ìû îáíàðóæèëè òàêæå ñóùåñòâåííîå ÷èñëî Rab5-ïî-
ëîæèòåëüíûõ âåçèêóë, íå íåñóùèõ ÅÅÀ1. Èõ ïðèðîäà
òàêæå íåÿñíà, îäíàêî ìîæíî ñäåëàòü ðÿä ïðåäïîëîæåíèé.
Òàê, ñóùåñòâóþò äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î òîì, ÷òî
àêòèâèðîâàííûé ðåöåïòîð ÝÔÐ ñðàçó ïîñëå èíòåðíàëèçà-
öèè ðåêðóòèðóåò íà ìåìáðàíó ýíäîñîìû áåëîê APPL1/2,
êîòîðûé ó÷àñòâóåò â àêòèâàöèè ãåíîâ ðàííåãî îòâåòà è
ïåðåìåùàåòñÿ â ÿäðî, ïðè÷åì åãî óõîä ñ ýíäîñîìû êîððå-
ëèðóåò ñ àññîöèàöèåé ñ ýíäîñîìíîé ìåìáðàíîé ÅÅÀ1
(Zoncu et al., 2009). Èíòåðåñ âûçûâàþò äàííûå î òîì, ÷òî
â îòâåò íà ñòèìóëÿöèþ ÝÔÐ â êëåòêå ïîÿâëÿþòñÿ
Rab5-ïîëîæèòåëüíûå âåçèêóëû, íåñóùèå ïðîòîííóþ
ïîìïó, êîòîðûå çàòåì ñëèâàþòñÿ ñ ðåöåïòîð- è ÅÅÀ1-ñî-
äåðæàùèìè ýíäîñîìàìè è îáåñïå÷èâàþò çàêèñëåíèå ýí-
äîñîìíîãî ëþìåíà, ÷òî òàêæå íåîáõîäèìî äëÿ ñîçðåâà-
íèÿ ýíäîñîì (Zhang et al., 2011). Åñëè â ïåðâîì ñëó÷àå ìû
èìååì äåëî ñ ñàìûì ðàííèì ýòàïîì ñóùåñòâîâàíèÿ ýíäî-
ñîìíûõ ñòðóêòóð, òî âî âòîðîì, ïî ìíåíèþ àâòîðîâ, èñ-
òî÷íèêîì âåçèêóë ÿâëÿåòñÿ òðàíññåòü àïïàðàòà Ãîëüäæè,
ò. å. áèîñèíòåòè÷åñêèé ïóòü. Î÷åâèäíî, ÷òî åñëè àâòîðû
ïðàâû, òî èñïîëüçîâàíèå Rab5 êàê ìàðêåðà ðàííèõ ýíäî-
ñîì îêàçûâàåòñÿ íåêîððåêòíûì.

Ñóùåñòâåííî, ÷òî â îáîèõ óïîìèíàåìûõ ñëó÷àÿõ ìû
èìååì äåëî ñ ýíäîöèòîçîì ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåê-
ñîâ. Âîçìîæíî, ñóùåñòâîâàíèå ñóáïîïóëÿöèè âåçèêóë,
íåñóùèõ Rab5, íî ëèøåííûõ ÅÅÀ1, îáúÿñíÿåòñÿ òåì, ÷òî
â ïîëÿðèçîâàííûõ êëåòêàõ ÅÅÀ1 ðàáîòàåò íà ïåðâîé ñòà-
äèè ýíäîöèòîçà òîëüêî â ñëó÷àå ôîðìèðîâàíèÿ áàçîëàòå-
ðàëüíûõ ýíäîöèòîçíûõ ïóçûðüêîâ, òîãäà êàê ïðè èíòåð-
íàëèçàöèè ñ àïèêàëüíîé ïîâåðõíîñòè ýòó ôóíêöèþ âû-
ïîëíÿåò áåëîê òóáóëàðèí (Wilson et al., 2000). Âîïðîñ î
òîì, ÷òî âàæíåå äëÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ÅÅÀ1-âåçèêóëà-
ìè — ìåñòî ôîðìèðîâàíèÿ âåçèêóëû èëè èíòåðíàëèçóå-
ìûé ãðóç, îñòàåòñÿ îòêðûòûì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 12-04-32256 è 12-04-00838) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà
ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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Çëîáèíà Ì. Â., Õàð÷åíêî Ì. Â., Êîðíèëîâà Å. Ñ. 2013. Àíà-
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ANALYSIS OF VESICLE SUBPOPULATIONS CARRYING EARLY ENDOSOMAL

AUTOANTIGENE EEA1
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Confocal immunofluorescent analysis of interphase HeLa cells has demonstrated that involved in regulati-
on of homotypic fusions early endosomal autoantigene EEA1 is associated with vesicles represented by two po-
pulations differing in apparent size, localization and the level of bound EEA1. Before analysis the cells have be-
en preincubated in serum-deprived medium for 12 h to minimize ligand-dependent endocytosis of serum
growth factors. The first subpopulation is mainly represented by large vesicles strongly decorated with EEA1.
These vesicles are localized presumably in juxtanuclear region. Microtubule depolimerization experiments ha-
ve shown that this localization is maintained by tubulin cytoskeleton. The second subpopulation consists of nu-
merous small vesicles slighltly stained by EEA1 antibody and localized more peripherally. Double indirect im-
munofluorescent ananlysis of fixed cell images has revealed that juxtanuclear vesicles enriched in EEA1 are
fully colocalized with key protein of early endosomes small GTPase Rab5, whereas about 50 % of slightly de-
corated peripheral vesicles are Rab5-negative. It is found that the number of Rab5-positive vesicles per cell is
higher than that of EEA1-positive vesicles. Thus, in serum-deprivated HeLa cells with low endocytic activity
two subpopulations of EEA1-vesicles are revealed: the first one carries the both EEA1 at high level and Rab5
(EEA1+++/Rab5+), and the second subpopulation oconsists of weakly decorated EEA1-vesicles, that can be
both Rab5-positive and -negative (EEA1+/Rab5– è EEA1+/Rab5+). Besides, there are vesicles carrying Rab5
only (EEA1–/Rab5+). The data obtained favor different functional role of all these subpopulations, which are
associated with proteins widely considered as equivalent markers of early endosomes.

K e y w o r d s: early endosomes, ÅÅÀ1, Rab5, confocal immunofluorescence, HeLa cells.
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