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Äëÿ ïðîâåðêè ãèïîòåçû îá ó÷àñòèè ÝÔÐ-ñòèìóëèðóåìîé ÌÀÐ-êèíàçû ERK1/2 â ðåãóëÿöèè ôóíêöè-
îíèðîâàíèÿ ñèñòåìû ìèêðîòðóáî÷åê (ÌÒ) èçó÷åíî âëèÿíèå äâóõ øèðîêî ïðèìåíÿåìûõ èíãèáèòîðîâ
ERK1/2 — U0126 è PD98095 — íà îðãàíèçàöèþ òóáóëèíîâîãî öèòîñêåëåòà â èíòåðôàçíûõ êóëüòèâèðóå-
ìûõ êëåòêàõ ëèíèè HeLa â õîäå ýíäîöèòîçà ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ. Îêàçàëîñü, ÷òî äîáàâëåíèå
íà 30 ìèí U0126 èëè PD98059 ê íå ñòèìóëèðîâàííûì ÝÔÐ êëåòêàì íå âëèÿëî íà ðàäèàëüíî îðãàíèçî-
âàííóþ ñèñòåìó ÌÒ. Îäíàêî óæå ÷åðåç 15 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ÝÔÐ â ñëó÷àå ïðåäâàðèòå-
ëüíîãî äîáàâëåíèÿ èíãèáèòîðà U0126 ÷èñëî ÌÒ óìåíüøàëîñü âïëîòü äî ïîëíîé èõ äåïîëèìåðèçàöèè.
Åñëè æå ñòèìóëÿöèþ ýíäîöèòîçà ÝÔÐ ïîâîäèëè â ïðèñóòñòâèè PD98059, íåçíà÷èòåëüíàÿ äåïîëèìåðèçà-
öèÿ ÌÒ ÷åðåç 15 ìèí íàáëþäàëàñü â îñíîâíîì ñ ìèíóñ-êîíöîâ ÌÒ, â òî âðåìÿ êàê ïðèìåìáðàííûå ó÷à-
ñòêè, íàïðîòèâ, ñòàáèëèçèðîâàëèñü, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâîâàëà âûñîêàÿ ñòåïåíü àöåòèëèðîâàíèÿ òóáóëè-
íà, è òàêàÿ êàðòèíà ñîõðàíÿëàñü â òå÷åíèå âñåãî âðåìåíè ýêñïåðèìåíòà. Âûÿñíèëîñü òàêæå, ÷òî èíãèáè-
òîðû âëèÿþò è íà äèíàìèêó ýíäîöèòîçà ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ. Êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç
ïîêàçàë, ÷òî ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà â ïðèñóòñòâèè U0126 ôîðìèðóåòñÿ áîëüøåå ÷èñëî ýíäîñîì
(ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì), íåçíà÷èòåëüíî èçìåíÿþùååñÿ â òå÷åíèå âñåãî âðåìåíè ýêñïåðèìåíòà; ýí-
äîñîìû ëîêàëèçóþòñÿ â ïðèìåìáðàííîé îáëàñòè. Ïîä äåéñòâèåì PD98059 ýíäîñîì ôîðìèðîâàëîñü ìå-
íüøå, ÷åì â êîíòðîëå, ïðè ýòîì, íåñìîòðÿ íà íàëè÷èå îòäåëüíûõ èíòàêòíûõ ÌÒ, îíè ìåäëåííåå êëàñòå-
ðèçîâàëèñü (ïåðåìåùàëèñü â îêîëîÿäåðíóþ îáëàñòü êëåòêè). Îáà èíãèáèòîðà ñóùåñòâåííî óìåíüøàëè
àññîöèàöèþ ñ áåëêîì ñëèÿíèÿ ðàííèõ ýíäîñîì ÅÅÀ1, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î çàìåäëåíèè ñëèÿíèé è ñî-
çðåâàíèÿ ýíäîñîì â îáîèõ ñëó÷àÿõ. Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ íà ïîÿâëåíèå ôîñôîðèëè-
ðîâàíûõ ôîðì ERK1/2 ðàçëè÷íî: U0126 ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿë ïîÿâëåíèå ôîñôî-ERK1/2; â ïðèñóòñòâèè
PD98059 ÷åðåç 15 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà îáå ôîðìû ERK ðåçêî àêòèâèðîâàëèñü, à ÷åðåç
60 ìèí îñòàâàëàñü àêòèâíîé òîëüêî ERK2. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ äèíàìèêà àêòèâàöèè ÌÀÐ-êèíàç ñóùåñòâåí-
íî îòëè÷àëàñü îò êîíòðîëüíîé. Ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà ó÷àñòèå ÝÔÐ-ñòèìóëèðîâàííîãî ÌÀÐ-êèíàç-
íîãî êàñêàäà â ðåãóëÿöèè öèòîñêåëåòà. Â òî æå âðåìÿ îíè äåìîíñòðèðóþò íåýêâèâàëåíòíîñòü äâóõ èñ-
ñëåäîâàííûõ íàìè è øèðîêî ïðèìåíÿåìûõ èíãèáèòîðîâ ïî îòíîøåíèþ ê âëèÿíèþ íå òîëüêî íà àêòèâ-
íîñòü ÌÀÐ-êèíàçû, íî è íà òàêèå âçàèìîñâÿçàííûå ïðîöåññû, êàê èçìåíåíèÿ îðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà è
äèíàìèêà ýíäîöèòîçà ñèãíàëüíîãî ðåöåïòîðà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìèêðîòðóáî÷êè, ýíäîöèòîç, ýíäîñîìû, ðåöåïòîð ÝÔÐ, ERK1/2, U0126,
PD98095, êëåòêè ëèíèè HeLa.

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,
ÖÎÌÒ — öåíòð îðãàíèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê, ÝÔÐ — ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà, PBS — ôîñôàò-
íî-ñîëåâîé áóôåðíûé ðàñòâîð.

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ÷åðåç 30—60 ìèí ïîñëå ñòè-
ìóëÿöèè ýíäîöèòçà ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ ðàäèà-
ëüíî îðãàíèçîâàííàÿ ñèñòåìà ìèêðîòðóáî÷åê (ÌÒ) ïðå-
òåðïåâàåò èçìåíåíèÿ: ïðîèñõîäÿò õàîòèçàöèÿ ÌÒ è èõ
ôðàãìåíòàöèÿ âïëîòü äî ïîëíîé äåïîëèìåðèçàöèè â ðÿäå
ýêñïåðèìåíòîâ. Íà áîëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ ðàäèàëüíîñòü
ïîëíîñòüþ âîññòàíàâëèâàåòñÿ. Ýòîò ýôôåêò íå ñâÿçàí ñ
ïðîöåññîì îõëàæäåíèÿ (íàãðåâàíèÿ) êëåòîê ïðè ñòèìóëÿ-
öèè ýíäîöèòîçà â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì ïðåäâàðè-
òåëüíîãî ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäà, è íå íàáëþäàåòñÿ â îòñóò-

ñòâèå ÝÔÐ (Õàð÷åíêî è äð., 2007; Kharchenko et al., 2007).
Î÷åâèäíî, ÷òî âîçíèêàåò âîïðîñ î ìåõàíèçìàõ, ðåãóëèðó-
þùèõ ýòè ðåîðãàíèçàöèè. Ïîñêîëüêó ýôôåêò ÿâëÿåòñÿ
ÝÔÐ-çàâèñèìûì, ìîæíî ïðåäïîëàãàòü ñóùåñòâîâàíèå íå-
ñêîëüêèõ ðàçëè÷íûõ ìåõàíèçìîâ. Ïåðâûé ñâÿçàí ñ ýíäî-
öèòîçîì êàê òàêîâûì, ïîñêîëüêó ñàì ïðîöåññ ôîðìèðîâà-
íèÿ ýíäîñîì, èõ àññîöèàöèè ñ ÌÒ ÷åðåç ïëþñ-êîíöåâûå
êýïïèðóþùèå áåëêè è äèíåèí-äèíàêòèíîâûé êîìïëåêñ
ìîæåò àêòèâèðîâàòü ðÿä ñîáûòèé, ïðèâîäÿùèõ ê ôðàã-
ìåíòàöèè è (èëè) äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ. Ñ äðóãîé ñòîðî-
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íû, ñâÿçûâàíèå ÝÔÐ ñ ðåöåïòîðîì — òðàíñìåìáðàííîé
òèðîçèíêèíàçîé — èíèöèèðóåò öåëûé ðÿä ñèãíàëüíûõ
êàñêàäîâ, íàïðèìåð ÌÀÐ-êèíàçíûé (Williams et al., 1993),
êîòîðûå òàêæå ìîãóò îïîñðåäîâàòü ýòîò ïðîöåññ. Òàê, â
÷àñòíîñòè, ñîîáùàëîñü, ÷òî àêòèâèðîâàííàÿ ÌÀÐ-êèíàçà
ERK1/2 äåêîðèðóåò ìèêðîòðóáî÷êè, ò. å. ñâÿçàíà ñ íèìè
íàïðÿìóþ (Morishima-Kawahima, Kosik, 1996). Ñ äðóãîé
ñòîðîíû, âîçìîæíû è áîëåå îïîñðåäîâàííûå âçàèìîîòíî-
øåíèÿ. Íàïðèìåð, îäèí èç ÌÒ-ïîâðåæäàþùèõ áåëêîâ,
ñòàòìèí, ÿâëÿåòñÿ ñóáñòðàòîì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ERK
1/2 (Marklund et al., 1993; Beretta et al., 1995). Èçâåñòíî
òàêæå, ÷òî âñå êîìïîíåíòû ÌÀÐ-êèíàçíîãî êàñêàäà ìî-
ãóò ñîáèðàòüñÿ íå òîëüêî íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå,
íî è íà ìåìáðàíå ýíäîñîì â êëåòêàõ, ñòèìóëèðîâàííûõ
ÝÔÐ (Fehrenbacher et al., 2009; Wortzel, Seger, 2011). Ïî-
ñêîëüêó ýíäîñîìû ïåðåìåùàþòñÿ ïî öèòîïëàçìå, èñïîëü-
çóÿ ÌÒ, ÷àñòü ïóëà àêòèâíîé ÌÀÐ-êèíàçû è ÌÒ ìîãóò
íàõîäèòüñÿ â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè äðóã îò äðóãà.
Òàêèì îáðàçîì, àêòèâíàÿ, ò. å. ôîñôîðèëèðîâàííàÿ,
ERK1/2 ñïîñîáíà â ñâîþ î÷åðåäü ôîñôîðèëèðîâàòü ñòàò-
ìèí è òåì ñàìûì ðåãóëèðîâàòü åãî ÌÒ-ïîâðåæäàþùóþ
àêòèâíîñòü. Îäíàêî äî ñèõ ïîð íåò äàííûõ î âçàèìîäåé-
ñòâèè ERK1/2, ÌÒ è ñòàòìèíà â õîäå ýíäîöèòîçà.

Âîçìîæíû òàêæå è äðóãèå âçàèìîñâÿçè ìåæäó
ÌÀÐ-êèíàçîé è ÌÒ, äàííûå î êîòîðûõ ïîëó÷åíû íà ðàç-
íûõ êëåòî÷íûõ ñèñòåìàõ. Òàê, ïîêàçàíî, ÷òî ñèãíàëû
ERK-êèíàçû ïðîòèâîäåéñòâóþò ñòàáèëèçàöèè ÌÒ-ñåòè â
êàðäèîìèîöèòàõ (Ng et al., 2011). Ïðîäåìîíñòðèðîâàíî,
÷òî òðàíñïîðò ìåëàíîñîì ðåãóëèðóåòñÿ ERK, ïîñêîëüêó
ïîäàâëåíèå åå àêòèâíîñòè ñ ïîìîùüþ U0126 áëîêèðîâà-
ëî äâóíàïðàâëåííûé òðàíñïîðò ìåëàíîñîì ïî ÌÒ, à àêòè-
âàöèÿ ERK åãî ñòèìóëèðîâàëà (Deacon et al., 2005). Äðó-
ãîé ïîäõîä áûë èñïîëüçîâàí â ýêñïåðèìåíòàõ ñ àãåíòàìè,
âëèÿþùèìè íà äèíàìèêó ñèñòåìû ÌÒ. Òàê, ñîîáùàëîñü î
òîì, ÷òî ïàêëèòàêñåëü, âûçûâàþùèé ñòàáèëèçàöèþ ÌÒ,
ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè ERK1/2 (Lee et al., 2003). Ñ äðóãîé
ñòîðîíû, îáíàðóæåíî (Stone, Chambers, 2000), ÷òî è ñòà-
áèëèçèðóþùèå (òàêñîë), è äåïîëèìåðèçóþùèå (êîëõèöèí
è âèíáëàñòèí) ÌÒ àãåíòû èíàêòèâèðóþò ERK1/2. Íàðÿäó
ñ óïîìÿíóòûìè ñóùåñòâóåò åùå öåëûé ðÿä äàííûõ, îäíà-
êî îíè âåñüìà ïðîòèâîðå÷èâû, à ïðè÷èíû ïðîòèâîðå÷èé
äàëåêè îò ïîíèìàíèÿ.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëàñü ïðîâåðêà òîãî, çà-
âèñÿò ëè îïèñàííûå íàìè ðåîðãàíèçàöèè ñèñòåìû ÌÒ â
õîäå ýíäîöèòîçà ÝÔÐ (Kharchenko et al., 2007) îò àêòèâ-
íîñòè ERK1/2. Äëÿ ýòîãî ìû èñïîëüçîâàëè øèðîêî ðàñ-
ïðîñòðàíåííûé èíãèáèòîðíûé ïîäõîä, ïîçâîëÿþùèé ïî-
äàâèòü ôîñôîðèëèðîâàíèå, à ñëåäîâàòåëüíî, è àêòèâàöèþ
ERK1/2. Êëåòêè HeLa ïåðåä ñòèìóëÿöèåé ýíäîöèòîçà èí-
êóáèðîâàëè ñ äâóìÿ íàèáîëåå ÷àñòî ïðèìåíÿåìûìè èíãè-
áèòîðàìè — U0126 è PD98059, ñ÷èòàþùèìèñÿ ýêâèâà-
ëåíòíûìè ïî âëèÿíèþ íà ôîñôîðèëèðîâàíèå ÌÀÐ-êèíà-
çû. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî îáà èíãèáèòîðà, íå âëèÿÿ íà
îðãàíèçàöèþ ñèñòåìû ÌÒ â îòñóòñòâèå ÝÔÐ, ïîñëå ñòè-
ìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ÝÔÐ ïðèâîäèëè ê èçìåíåíèÿì
ñòðóêòóðû òóáóëèíîâîãî öèòîñêåëåòà, íî, ê íàøåìó óäèâ-
ëåíèþ, ýòè èçìåíåíèÿ ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àëèñü äëÿ êàæ-
äîãî èç èíãèáèòîðîâ, òàê æå êàê è íàáëþäàåìûå èçìåíå-
íèÿ â äèíàìèêå ýíäîöèòîçà. Íàøè äàííûå ñâèäåòåëüñòâó-
þò, âî-ïåðâûõ, î òîì, ÷òî ERK1/2 äåéñòâèòåëüíî
âîâëå÷åíà â ðåãóëÿöèþ ðåîðãàíèçàöèè ÌÒ â õîäå ýíäîöè-
òîçà ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ, è, âî-âòîðûõ, ïîêà-
çûâàþò, ÷òî U0126 è PD98059 ðàçëè÷àþòñÿ ïî ìåõàíèç-
ìàì âëèÿíèÿ íà êëåòêè, ÷òî íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü ïðè
èíòåðïðåòàöèè ïîëó÷àåìûõ ðåçóëüòàòîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê H e L a. Êëåòêè ïî-
ëó÷åíû èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð
(Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùåé 8 % ôåòàëü-
íîé ñûâîðîòêè, ïðè 37 °Ñ â ÑÎ2-èíêóáàòîðå. Äëÿ îïûòîâ
ïî èììóíîôëóîðåñöåíöèè ïîêðîâíûå ñòåêëà ðàçìåðîì
8�8 ìì ïîìåùàëè â ïëàñòèêîâûå ÷àøêè Ïåòðè. Êëåòêè
âûðàùèâàëè äî 50—70%-íîãî ìîíîñëîÿ, çà 24 ÷ äî ýêñïå-
ðèìåíòà èõ ïåðåâîäèëè íà ñðåäó, ñîäåðæàùóþ 0.25 % ñû-
âîðîòêè.

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. Èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà: ïîëèêëîíàëüíûå
êðîëè÷üè, óçíàþùèå ýêñòðàêëåòî÷íûé äîìåí ðåöåïòîðà
ÝÔÐ ÷åëîâåêà (Cell Signaling, ÑØÀ), â ðàçâåäåíèè
1 : 100; ìîíîêëîíàëüíûå ìûøèíûå àíòèòåëà ïðîòèâ a-òó-
áóëèíà è àöåòèë-a-òóáóëèíà (Sigma-Aldrich, ÑØÀ) â ðàç-
âåäåíèè 1 : 2000; ìîíîêëîíàëüíûå ìûøèíûå, óçíàþùèå
EEA1 (Transduction Lab., ÑØÀ), â ðàçâåäåíèè 1 : 1000.
Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë 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 PBS, pH 7.4, ñîäåðæàùåì
1 % ÁÑÀ. Äëÿ èììóíîáëîòèíãà èñïîëüçîâàëè êðîìå óïî-
ìÿíóòûõ âûøå àíòèòåëà ïðîòèâ ôîñôîðèëèðîâàííîé
ôîðìû Erk1/2 (Ñell Signaling, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèÿõ, ðåêî-
ìåíäóåìûõ ôèðìîé-ïðîèçâîäèòåëåì. Â êà÷åñòâå âòîðûõ
àíòèòåë â èììóíîáëîòèíãå èñïîëüçîâàëè GAR-HRP è
GAM-HRP (Sigma, ÑØÀ).

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 óñ-
ëîâèÿõ «ïðåäâàðèòåëüíîãî ñâÿçûâàíèÿ» ëèãàíäà. Äëÿ äî-
ñòèæåíèÿ ðàâíîâåñíîãî ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäà ñ ðåöåïòîðà-
ìè ìîíîñëîéíûå êóëüòóðû êëåòîê èíêóáèðîâàëè â ðàáî-
÷åé ñðåäå (ñðåäà Èãëà, ñîäåðæàùàÿ 0.1 % ÁÑÀ è 20 ìÌ
HEPES, pH 7.4) ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 60 ìèí â ïðèñóòñòâèè
25 íã/ìë ÝÔÐ. Ïîñëå 5-êðàòíîé îòìûâêè PBS îò íåñâÿ-
çàâøåãîñÿ ðîñòîâîãî ôàêòîðà ýíäîöèòîç ñòèìóëèðîâàëè
ïåðåâîäîì êëåòîê â ðàáî÷óþ ñðåäó, íå ñîäåðæàùóþ ëè-
ãàíäà, ñ òåìïåðàòóðîé 37 °Ñ íà óêàçàííîå âðåìÿ.

Î á ð à á î ò ê à ê ë å ò î ê è í ã è á è ò î ð à ì è. Êëåòêè
äî íà÷àëà ïðåäâàðèòåëüíîãî ñâÿçûâàíèÿ ñ ÝÔÐ èíêó-
áèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 °Ñ â ðàáî÷åé ñðåäå,
ñîäåðæàùåé U0126 â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ èëè PD98059
â êîíöåíòðàöèè 50 ìêÌ (Sigma, Ãåðìàíèÿ). Âñå äàëü-
íåéøèå èíêóáàöèè (â òîì ÷èñëå õîëîäîâûå) ïðîâîäè-
ëè ïðè ïîñòîÿííîì ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà 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 óêàçàííûõ â òåêñòå èíêóáàöèé
ïîêðîâíûå ñòåêëà ïåðåíîñèëè â ïëàñòèêîâûå ÷àøêè äèà-
ìåòðîì 35 ìì, äâàæäû ïðîìûâàëè PBS, ïîñëå ÷åãî ôèê-
ñèðîâàëè ëèáî 4%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëèíà (Sigma-Al-
drich, ÑØÀ) â PBS ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è èñïîëü-
çîâàëè äëÿ âûÿâëåíèÿ àíòèãåíîâ, ëîêàëèçîâàííûõ íà
ìåìáðàíàõ, ëèáî ãëóòàðàëüäåãèäíûì ôèêñàòîðîì (PBS,
ñîäåðæàùèé 3 % ôîðìàëèíà, 0.25 % Òðèòîíà X-100 è
0.2 % ãëóòàðàëüäåãèäà) â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 37 °Ñ äëÿ
äàëüíåéøåãî îêðàøèâàíèÿ öèòîñêåëåòà. Ïîñëå ôîðìàëè-
íîâîé ôèêñàöèè êëåòêè ïðîìûâàëè 5 ðàç ïî 3 ìèí ðàñòâî-
ðîì PBS è îáðàáàòûâàëè 15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå ðàñòâîðîì PBS, ñîäåðæàùèì 0.5 % Òðèòîíà X-100.
Ïîñëå ãëóòàðîâîé ôèêñàöèè êëåòêè ïðîìûâàëè 2 ðàçà ïî
10 ìèí ðàñòâîðîì PBS. Êîãäà áûëî íåîáõîäèìî èññëåäî-
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âàòü îäíîâðåìåííî öèòîñêåëåò è ýíäîñîìû, èñïîëüçîâàëè
ôîðìàëèíîâóþ ôèêñàöèþ. Íåñïåöèôè÷åñêîå îêðàøèâà-
íèå áëîêèðîâàëè èíêóáàöèåé â PBS, ñîäåðæàùåì 1 %
ÁÑÀ, â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ñ
ïåðâûìè àíòèòåëàìè êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
íî÷è ïðè 4 °Ñ. Äàëåå ïðîìûâàëè 3 ðàçà ïî 5 ìèí ðàñòâî-
ðîì PBS, ñîäåðæàùèì 0.1 % Tween-20 (BioRad, ÑØÀ).
Ñî âòîðûìè àíòèòåëàìè (GAR äëÿ ïîëèêëîíàëüíûõ àíòè-
òåë, GAM — äëÿ ìîíîêëîíàëüíûõ) êëåòêè èíêóáèðîâàëè
30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òåìíîòå è çàòåì
ïðîìûâàëè, êàê îïèñàíî âûøå. Ñòåêëà çàêëþ÷àëè â ñðå-
äó, ñîäåðæàùóþ 9 ìë ãëèöåðèíà, 1 ìë PBS, 1 ìë ÄÌÑÎ,
80 ìë ïðîïèëãàëàòà è 1 ìêã/ìë êðàñèòåëÿ DAPI.

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 % Òðèòîíà X-100, êîììåð÷åñêèé
êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ (Sigma) è 1 ìÌ îðòîâàíàäàòà íàò-
ðèÿ. Êîíöåíòðàöèþ áåëêà îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó Áðýä-
ôîðä, èñïîëüçóÿ ÁÑÀ äëÿ ïîñòðîåíèÿ êàëèáðîâî÷íîé
êðèâîé. Êàæäàÿ ïðîáà ñîäåðæàëà 50 ìêã áåëêà. Ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ ëèçàòà ïðîâîäèëè â
10%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè äîäå-
öèëñóëüôàòà íàòðèÿ â ìîäèôèêàöèè Ëýììëè. Èììóíî-
áëîòèíã ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäèêîé ECL
Western blotting protocol (Amersham, Øâåöèÿ). Äëÿ óñèëå-
íèÿ ñèãíàëà èñïîëüçîâàëè ñèñòåìó ECL (Amersham, Øâå-
öèÿ).

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 äâîéíîé íåïðÿ-
ìîé ìèêðîñêîïèè íà êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå Leica
TCS SL (Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Çåëåíóþ ôëóîðåñöåíöèþ âîç-
áóæäàëè àðãîíîâûì ëàçåðîì (488 íì), êðàñíóþ — He-
Ne-ëàçåðîì (543 íì). Ôëóîðåñöåíöèþ íà ðàçíûõ äëèíàõ
âîëí ñêàíèðîâàëè ðàçäåëüíî ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Leica
Confocal Software. Ñðåç ñêàíèðîâàíèÿ âûáèðàëè íèæå
ÿäðà èëè â íèæíåé åãî ÷àñòè, ò. å. òàì, ãäå ëîêàëèçóåòñÿ
îñíîâíàÿ ìàññà ýíäîñîì è ìèêðîòðóáî÷åê â êëåòêàõ
HeLa.

Ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ î á ð à á à ò û â à ë è ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàìì Leica Confocal Software (Zeiss, Ãåðìà-
íèÿ) è ImageJ 1.40g (National Institute of Health, ÑØÀ) â
ñîîòâåòñòâèè ñ àëãîðèòìîì, ïîäðîáíî îïèñàííûì ðàíåå
(Çëîáèíà è äð., 2013). Òàê, äëÿ îöåíêè ñ ò å ï å í è ê ë à ñ -
ò å ð è ç à ö è è ðàññ÷èòûâàëè îòíîøåíèå ïëîùàäè öåëîé
êëåòêè ê ïëîùàäè, çàíÿòîé âåçèêóëàìè, èñïîëüçóÿ ïàðà-
ìåòð Area ôóíêöèè Measure â ïðîãðàììå ImageJ. Ïîëó-
÷åííîå îòíîøåíèå îáîçíà÷àëè êîýôôèöèåíòîì êëàñòåðè-
çàöèè Dclust, çíà÷åíèå êîòîðîãî ïðÿìî ïðîïîðöèîíàëüíî
ñòåïåíè êëàñòåðèçàöèè. Ïðè âûïîëíåíèè ýòîé îïåðàöèè
íå âûñòàâëÿëè íèêàêîãî ïîðîãîâîãî çíà÷åíèÿ èíòåíñèâ-
íîñòè. Ä ë ÿ î ö å í ê è ê î ë î ê à ë è ç à ö è è èñïîëüçîâàëè
ïëàãèí JACoP äëÿ ïðîãðàììû ImageJ è îöåíèâàëè âåëè-
÷èíó êîëîêàëèçàöèè ñèãíàëà ìàðêåðà ðàííèõ ýíäîñîì
ÅÅÀ1 è ðåöåïòîðà ïî êîýôôèöèåíòó Ïèðñîíà. Î ö å í ê ó
ñ ð å ä í å ã î ê î ë è ÷ å ñ ò â à â å ç è ê ó ë íà êëåòêó ïðîâî-
äèëè ïî ïðîåêöèè ìàêñèìàëüíîé ÿðêîñòè, ïðåäñòàâëÿþ-
ùåé ñîáîé ñóììó âñåõ îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ ñåðèè îò ñòåêëà
äî âåðõà êëåòêè (10—14 ñðåçîâ ñ øàãîì â 500—1000 íì),
ïðè ýòîì ïîëîæåíèå âåçèêóëû àâòîìàòè÷åñêè îïðåäåëÿ-
åòñÿ ñîîòâåòñòâóþùèì ïîëîæåíèþ ñðåçà ñ ñàìûì âûñî-
êèì óðîâíåì ÿðêîñòè. Òàì, ãäå óêàçàíî, ïðåäñòàâëåíû îò-
äåëüíûå îïòè÷åñêèå ñðåçû â îáëàñòè íàèáîëüøåé ðàñïëàñ-
òàííîñòè êëåòêè. Çàòåì âûñòàâëÿëè ïîðîãîâîå çíà÷åíèå

èíòåíñèâíîñòè èñõîäÿ èç ìàêñèìàëüíîãî ñîîòâåòñòâèÿ
ìåæäó âèäèìûì ãëàçîì è êîìïüþòåðíûì èçîáðàæåíèåì.
Ñëåäóþùèì øàãîì âûäåëÿëè èíòåðåñóþùóþ íàñ îáëàñòü
èçîáðàæåíèÿ, ñîîòâåòñòâóþùóþ îäíîé êëåòêå, è ïðîâî-
äèëè àíàëèç ÷àñòèö ñ ïîìîùüþ ôóíêöèè Analyze Partic-
les. Â ðåçóëüòàòå ïîëó÷àëè äàííûå îá îáùåì êîëè÷åñòâå
÷àñòèö â àíàëèçèðóåìîé êëåòêå. Ïîäîáíûì îáðàçîì àíà-
ëèçèðîâàëè íå ìåíåå 15—30 êëåòîê ñ òðåõ ïîëåé äëÿ êàæ-
äîé âðåìåíí *îé òî÷êè. Äàííûå îáðàáàòûâàëè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ïàêåòà àíàëèçà ïðîãðàììû Microsoft Excel, ðå-
çóëüòàò âûðàæàëè ñðåäíèì çíà÷åíèåì è åãî 95%-íûì
äîâåðèòåëüíûì èíòåðâàëîì. Êàæäûé ýêñïåðèìåíò ïðîâî-
äèëè íå ìåíåå òðåõ ðàç. Ïðåäñòàâëåííûå èçîáðàæåíèÿ
áûëè õàðàêòåðíû äëÿ áîëüøèíñòâà êëåòîê â äàííûõ óñëî-
âèÿõ.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Äëÿ ñèíõðîíèçàöèè ïðîöåññîâ, èíèöèèðóåìûõ àêòè-
âàöèåé ðåöåïòîðà ÝÔÐ, áûë èñïîëüçîâàí ïðîòîêîë ñòè-
ìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ñ ïðåäâàðèòåëüíûì ñâÿçûâàíèåì ëè-
ãàíäà, êàê îïèñàíî â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà».
Ïðîòîêîë îñíîâàí íà òîì, ÷òî ïðè 4 °Ñ ÝÔÐ ñâÿçûâàåòñÿ
ñî ñâîèìè ðåöåïòîðàìè íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå, äî-
ñòèãàÿ ðàâíîâåñíîãî ñîñòîÿíèÿ çà 1 ÷, íî íå èíòåðíàëèçó-
åòñÿ, ïîñêîëüêó ôîðìèðîâàíèå èíâàãèíàöèé ïðîèñõîäèò
ëèøü ïðè òåìïåðàòóðàõ âûøå 20 °Ñ. Ïåðåíîñ êëåòîê â
ñðåäó ñ îïòèìàëüíîé òåìïåðàòóðîé 37 °Ñ ñòèìóëèðóåò
ñîáûòèÿ, ñâÿçàííûå ñ ôîðìèðîâàíèåì ýíäîñîì ÷åðåç
êëàòðèíçàâèñèìûé ïóòü, â âèäå ñèíõðîííîé âîëíû ìîëå-
êóëÿðíûõ ñîáûòèé. Èíãèáèòîðû ââîäèëè â èíêóáàöèîí-
íóþ ñðåäó ïðè 37 °Ñ çà 30 ìèí äî íà÷àëà ïðåäâàðèòåëüíî-
ãî ñâÿçûâàíèÿ ÝÔÐ, è äàëåå îíè ïðèñóòñòâîâàëè â ñðåäå
êàê â õîäå ïðåäâàðèòåëüíîãî ñâÿçûâàíèÿ ñ ÝÔÐ, òàê è ïðè
ïîñëåäóþùèõ èíêóáàöèÿõ. Â óêàçàííûé ìîìåíò âðåìåíè
êëåòêè ôèêñèðîâàëè, îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè ê a-òóáó-
ëèíó è ðåöåïòîðó ÝÔÐ è èçîáðàæåíèÿ èññëåäîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà. Èç äàííûõ, ïðåä-
ñòàâëåííûõ íà ðèñ. 1, ñëåäóåò, ÷òî êëåòêè, çàôèêñèðîâàí-
íûå ïðè 37 °Ñ äî îõëàæäåíèÿ, â êîíòðîëå (ò. å. áåç ÝÔÐ è
èíãèáèòîðîâ), òàê æå êàê è â ïðèñóòñòâèè îäíîãî èç èíãè-
áèòîðîâ, íî áåç ÝÔÐ, íå ðàçëè÷àþòñÿ ïî íàëè÷èþ ãóñòîé
ñåòè ÌÒ (ïåðâûé ñòîëáåö). Ïðè ýòîì âî âñåõ ýòèõ ñëó÷à-
ÿõ äèôôóçíîå ðàñïðåäåëåíèå ðåöåïòîðà ÝÔÐ â ïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíå íå èçìåíÿëîñü (âòîðîé ñòîëáåö).

Íåò ðàçëè÷èÿ è â êîíöå ïåðèîäà ïðåäâàðèòåëüíîãî
ñâÿçûâàíèÿ ÝÔÐ: âî âñåõ òðåõ ñëó÷àÿõ íàáëþäàþòñÿ ïîë-
íàÿ äåïîëèìåðèçàöèÿ ÌÒ, õàðàêòåðíàÿ äëÿ ýïèòåëèàëü-
íûõ êëåòîê ïðè îõëàæäåíèè (ðèñ. 1, òðåòèé ñòîëáåö), è
ðàâíîìåðíîå ðàñïðåäåëåíèå ðåöåïòîðà ÝÔÐ (ðèñ. 1, ÷åò-
âåðòûé ñòîëáåö). Òàêèì îáðàçîì, êàê â îòñóòñòâèå ÝÔÐ,
òàê è ïðè ïîíèæåííîé òåìïåðàòóðå, êîãäà ÝÔÐ ñâÿçàí
òîëüêî ñ ìåìáðàíîé, äåéñòâèå èíãèáèòîðîâ íèêàê íå ñêà-
çûâàåòñÿ.

Ñòèìóëÿöèÿ ýíäîöèòîçà, îäíàêî, âûçûâàåò ñóùåñò-
âåííûå èçìåíåíèÿ â îðãàíèçàöèè ñèñòåìû ÌÒ (ðèñ. 2).
Â êîíòðîëå (ò. å. â îòñóòñòâèå èíãèáèòîðîâ) äåïîëè-
ìåðèçîâàííûå íà õîëîäå ÌÒ ÷åðåç 15 ìèí ïîñëå çàïóñêà
ýíäîöèòîçà ïîëíîñòüþ âîññòàíàâëèâàþòñÿ, çàòåì ôðàã-
ìåíòèðóþòñÿ (30—60 ìèí) è ÷åðåç 90 ìèí âîçâðàùàþòñÿ
ê èñõîäíîìó ñîñòîÿíèþ (ðèñ. 2, ëåâûé ñòîëáåö). Â ïðè-
ñóòñòâèè U0126 íàáëþäàåòñÿ òîëüêî íåêîòîðîå âîññòà-
íîâëåíèå ðàäèàëüíîé ñèñòåìû ÌÒ ÷åðåç 15 ìèí ïîñëå
ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà, à â äàëüíåéøåì ïðîèñõîäèò ïî-
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ñòåïåííàÿ äåïîëèìåðèçàöèÿ ÌÒ âïëîòü äî ïîëíîãî èñ÷åç-
íîâåíèÿ èíòàêòíûõ ÌÒ (ðèñ. 2, ñðåäíèé ñòîëáåö). Ñòå-
ïåíü ýòîé äåïîëèìåðèçàöèè ìîæåò îòëè÷àòüñÿ îò îïûòà ê
îïûòó, îäíàêî îïèñûâàåìûé ôåíîìåí ðåîðãàíèöçàöèè
ñèñòåìû ÌÒ ïðèñóòñòâóåò âñåãäà. Îäíàêî â ïðèñóòñòâèè
èíãèáèòîðà PD98059 íàáëþäàåòñÿ ñîâåðøåííî èíàÿ êàð-
òèíà: ñèñòåìà ÌÒ âîññòàíàâëèâàåòñÿ ÷åðåç 15 ìèí, à äà-
ëåå (30—90 ìèí) ëèøü óâåëè÷èâàåò ñâîþ ïëîòíîñòü íà
ïåðèôåðèè êëåòêè (ðèñ. 2, ïðàâûé ñòîëáåö), õîòÿ ÷èñëî
ÌÒ, ñõîäÿùèõñÿ ê ÖÎÌÒ, ñóùåñòâåííî óìåíüøàåòñÿ ïî
ñðàâíåíèþ ñ íè÷åì íå îáðàáîòàííûìè êëåòêàìè.

Èììóíîáëîòèíã òîòàëüíûõ ëèçàòîâ êëåòîê (ðèñ. 3)
ïîêàçàë, ÷òî ñðàçó ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà â êîíò-
ðîëüíûõ êëåòêàõ (ðèñ. 3, âåðõíÿÿ ïàíåëü) àêòèâèðóþòñÿ
îáå ôîðìû ÌÀÐ-êèíàçû ERK, ïðè÷åì àêòèâàöèÿ ERK1
(ð44) ñóùåñòâåííî ñëàáåå, ÷åì ERK2 (p42). Ïðè ýòîì ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèå ERK2 ëèøü íåçíà÷èòåëüíî ñíèæàåòñÿ ÷å-
ðåç 120 ìèí ïîñëå çàïóñêà ýíäîöèòîçà (ðèñ. 3, âåðõíÿÿ ïà-
íåëü, äîðîæêà 7), à àêòèâàöèÿ ERK1 (ð44), èìååò äâóõ-
ôàçíûé õàðàêòåð ñ ìàêñèìóìàìè ÷åðåç 15 (äîðîæêà 3) è
â ïåðèîä ìåæäó 60-é è 90-é (äîðîæêè 5, 6) ìèí, ìèíèìó-
ìîì ÷åðåç 30 ìèí (äîðîæêà 4) è ôàêòè÷åñêè ïîëíûì èñ-
÷åçíîâåíèåì ýòîé ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ÷åðåç
90 ìèí (äîðîæêà 7). Èíòåðåñíî, ÷òî ïîçäíåé âîëíå àêòè-
âàöèè ERK1 ñîîòâåòñòâóåò óñèëåíèå àöåòèëèðîâàíèÿ ÌÒ,

÷òî ïðèíÿòî ðàññìàòðèâàòü êàê ñâèäåòåëüñòâî èõ ñòàáè-
ëèçàöèè.

Â ïðèñóòñòâèè U0126 (ðèñ. 3, ñðåäíÿÿ ïàíåëü) íàáëþ-
äàþòñÿ ïîëíîå ïîäàâëåíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ îáåèõ
ôîðì ERK-êèíàçû â òå÷åíèå âñåãî âðåìåíè ýêñïåðèìåí-
òà, à òàêæå è ïîëíîå îòñóòñòâèå àöåòèëèðîâàííîãî òóáó-
ëèíà, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ, ïîäòâåðæ-
äàåìîé äàííûìè ðèñ. 2.

Íà íèæíåé ïàíåëè ðèñ. 3 âèäíî, ÷òî â ïðèñóòñòâèè
èíãèáèòîðà PD98059 â îòëè÷èå îò U0126 ïðîèñõîäèò
ñèëüíîå ôîñôîðèëèðîâàíèå ÌÀÐ-êèíàçû â êëåòêàõ ÷åðåç
15 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà, ïðè÷åì óðîâíè àê-
òèâàöèè ERK1 (p44) è ERK2 (ð42) ñðàâíèìû äðóã ñ äðó-
ãîì â îòëè÷èå îò àêòèâàöèè ERK1 â êîíòðîëå. Íà áîëåå
ïîçäíèõ ñòàäèÿõ âûÿâëÿåòñÿ òîëüêî ñëàáîôîñôîðèëèðî-
âàííàÿ ôîðìà ERK2 (ðèñ. 3, íèæíÿÿ ïàíåëü). Òàêèì îáðà-
çîì, âìåñòî ïîäàâëåíèÿ àêòèâàöèè ERK1/2 íàáëþäàåòñÿ
åå ðåçêîå êðàòêîâðåìåííîå óâåëè÷åíèå ÷åðåç 15 ìèí, ñìå-
íÿåìîå ñëàáûì óðîâíåì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ â òå÷åíèå
îñòàëüíîãî âðåìåíè ýêñïåðèìåíòà. Åñëè â êîíòðîëå àöå-
òèëèðîâàíèå òóáóëèíà íà÷èíàåò ïðîÿâëÿòüñÿ ÷åðåç
60 ìèí, òî ïðè äåéñòâèè PD98059 ñóùåñòâåííàÿ ÷àñòü òó-
áóëèíà îêàçûâàåòñÿ àöåòèëèðîâàííîé óæå íà íà÷àëüíîì
ýòàïå ýíäîöèòîçà è äàëåå òîëüêî óâåëè÷èâàåòñÿ, ÷òî ïîä-
òâåðæäàåòñÿ è äàííûìè èììóíîôëóîðåñöåíöèè, ïîêàçû-

272 Ì. Â. Çëîáèíà è äð.

Ðèñ. 1. Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ êèíàç ERK1/2 íà ñòðóêòóðó òóáóëèíîâîãî öèòîñêåëåòà è ðàñïðåäåëåíèå ðåöåïòîðà ÝÔÐ â êëåòêàõ
HeLa â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè 25 íã/ìë ÝÔÐ (60 ìèí ïðè 4 °Ñ).

Èíãèáèòîðû U0126 (10 ìêÌ) è PD98059 (50 ìêÌ) äîáàâëÿëè íà 30 ìèí ïðè 37 °Ñ äî äîáàâëåíèÿ ÝÔÐ. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè è îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè
íà òóáóëèí è ðåöåïòîð ÝÔÐ, êàê îïèñàíî â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà». Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, îá. 63�. Ïðåäñòàâëåíû õàðàêòåðíûå äëÿ

êàæäîãî ñëó÷àÿ îïòè÷åñêèå ñðåçû.



âàþùèìè íàëè÷èå ñåòè èíòàêòíûõ ÌÒ â êëåòêàõ (ðèñ. 2,
ïðàâûé ñòîëáåö).

Èçâåñòíî, ÷òî ÌÒ ó÷àñòâóþò â îðãàíèçàöèè ïåðåìå-
ùåíèÿ ýíäîñîì ïî ÌÒ. Ïîýòîìó ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå
èíãèáèòîðîâ íà êîëè÷åñòâî ôîðìèðóþùèõñÿ ýíäîñîì è
äèíàìèêó åãî èçìåíåíèÿ â õîäå ýíäîöèòîçà, íà êëàñòåðè-

çàöèþ, îïðåäåëÿåìóþ êàê îòíîøåíèå âñåé ïëîùàäè êëåò-
êè ê ïëîùàäè îáëàñòè, çàíÿòîé îñíîâíîé ìàññîé ýíäîñîì
(Dclust) è îòðàæàþùóþ ýôôåêòèâíîñòü ïåðåìåùåíèÿ ýí-
äîñîì, à òàêæå íà àññîöèàöèþ ðåöåïòîðñîäåðæàùèõ
ñòðóêòóð ñ ìàðêåðîì ðàííèõ ýíäîñîì, áåëêîì çàÿêîðèâà-
íèÿ ÅÅÀ1 (èçîáðàæåíèÿ êëåòîê, îêðàøåííûõ íà ÅÅÀ1, íå
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Ðèñ. 2. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ òóáóëèíîâîãî öèòîñêåëåòà ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ÝÔÐ â êîíòðîëå è â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòî-
ðà U0126 èëè PD98059.

Ïðåäñòàâëåíû îïòè÷åñêèå ñðåçû êëåòîê, ôèêñèðîâàííûõ ÷åðåç 15, 30, 60 è 90 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ïåðåâîäîì êëåòîê HeLa èç õîëîäíîé
ñðåäû (4 °Ñ) â ñðåäó ñ òåìïåðàòóðîé 37 °Ñ. Èíãèáèòîð ïðèñóòñòâîâàë â ñðåäå â òå÷åíèå âñåãî ýêñïåðèìåíòà. Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, îá. 63�.



ïðèâîäÿòñÿ), ñâèäåòåëüñòâóþùóþ îá ýôôåêòèâíîñòè ñëè-
ÿíèé è ñîçðåâàíèÿ ýíäîñîì (ðèñ. 4, 5).

Íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåíû îïòè÷åñêèå ñðåçû òåõ æå êëå-
òîê, ÷òî è íà ðèñ. 2, íî îêðàøåííûõ àíòèòåëàìè ê ðåöåï-
òîðó ÝÔÐ. Âèäíî, ÷òî äèíàìèêà ýíäîöèòîçà ñóùåñòâåííî
ðàçëè÷àåòñÿ âî âñåõ òðåõ ñëó÷àÿõ. Òàê, â êîíòðîëüíûõ
êëåòêàõ (ðèñ. 4, ëåâûé ñòîëáåö) ïîâåäåíèå ðåöåïòîðñî-
äåðæàùèõ ýíäîñîì ñîîòâåòñòâóåò ìíîãîêðàòíî îïèñàííî-
ìó ðàíåå: ìåëêèå ïåðèôåðè÷åñêèå ýíäîñîìû, óêðóïíÿÿñü
ñî âðåìåíåì, ïåðåìåùàþòñÿ â îêîëîÿäåðíóþ îáëàñòü è
÷åðåç 90 ìèí ïðàêòè÷åñêè èñ÷åçàþò áëàãîäàðÿ âçàèìî-
äåéñòâèþ ñ ëèçîñîìàìè è äåãðàäàöèè â íèõ ÝÔÐ è ñàìîãî
ðåöåïòîðà. Êîëè÷åñòâåííàÿ îáðàáîòêà ïðîåêöèé ìàêñè-
ìàëüíîé ÿðêîñòè, ïîçâîëÿþùàÿ îöåíèâàòü îáùåå ÷èñëî
ñòðóêòóð âî âñåé êëåòêå, à íå òîëüêî íà îòäåëüíîì îïòè-
÷åñêîì ñðåçå (ðèñ. 5), ïðîâåäåííàÿ ïî ðàçðàáîòàííîìó
íàìè ðàíåå ïðîòîêîëó (Çëîáèíà è äð., 2013), ïîêàçàëà,
÷òî ÷åðåç 15 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà â êîíò-
ðîëüíûõ êëåòêàõ â ñðåäíåì âûÿâëÿåòñÿ îêîëî 70 ðåöåï-
òîðñîäåðæàùèõ ñòðóêòóð íà êëåòêó, ýòî ÷èñëî óæå ÷åðåç
30 ìèí ñîêðàùàåòñÿ âäâîå, à ÷åðåç 120 ìèí íå ïðåâûøàåò
10 íà êëåòêó (ðèñ. 5, à). Óìåíüøåíèå ÷èñëà ýíäîñîì íà

ðàííèõ ýòàïàõ ñâÿçàíî ñ ýôôåêòèâíûìè ãîìîòèïè÷åñêè-
ìè ñëèÿíèÿìè ýíäîñîì, ÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ êàê âèçóàëü-
íûì óâåëè÷åíèåì èõ ðàçìåðîâ â òå÷åíèå 15—60 ìèí
(ðèñ. 4, ëåâûé ñòîëáåö), òàê è îòíîñèòåëüíî âûñîêèì
óðîâíåì êîëîêàëèçàöèè ñ áåëêîì ÅÅÀ1, îïîñðåäóþùèì
ïåðâóþ ñòàäèþ ñëèÿíèÿ (ðèñ. 5, â). Èíòåðåñíî, ÷òî, íå-
ñìîòðÿ íà ïåðèîä õàîòèçàöèè ñèñòåìû ÌÒ, íàñòóïèâøèé
÷åðåç 30—60 ìèí, ýíäîñîìû î÷åíü ýôôåêòèâíî êëàñòåðè-
çóþòñÿ â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè, ñ ìàêñèìóìîì êëàñòåðè-
çàöèè ÷åðåç 60—90 ìèí (ðèñ. 2; 5, á). Òàêèì îáðàçîì, íà-
áëþäàåìûå â êîíòðîëå ïðîöåññû ôðàãìåíòàöèè (äåïîëè-
ìåðèçàöèè) ÌÒ ïðèâîäÿò íå ê çàìåäëåíèþ ïåðåìåùåíèÿ
ïî íèì, à ê óñêîðåíèþ.

Ðèñ. 4 è 5 äåìîíñòðèðóþò òàêæå, ÷òî â ïðèñóòñòâèè
èíãèáèòîðà U0126 âîçíèêàåò â ñðåäíåì áîëüøå ýíäîñîì,
îäíàêî îíè ëîêàëèçîâàíû ïîäìåìáðàííî è ïðàêòè÷åñêè
íå ïåðåìåùàþòñÿ â îêîëîÿäåðíóþ îáëàñòü, õîòÿ ÷åðåç
90 ìèí íåêîòîðûå óêðóïíÿþòñÿ, ïî-âèäèìîìó çà ñ÷åò
ñëèÿíèé íå èçìåíèâøèõ ëîêàëèçàöèþ ýíäîñîì. Ïîñêîëü-
êó â ýòîì ñëó÷àå ìû íàáëþäàëè ïîëíóþ äåïîëèìåðèçà-
öèþ ÌÒ ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà, â 3 ðàçà ìåíüøàÿ
ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì ñòåïåíü êîëîêàëèçàöèè ðåöåï-
òîðà ñ áåëêîì ñëèÿíèÿ ÅÅÀ1 (ðèñ. 5, â) ñâèäåòåëüñòâóåò â
ïîëüçó âàæíîñòè èíòàêòíîé, íî äèíàìè÷íîé ñèñòåìû ÌÒ
íå òîëüêî äëÿ ïåðåìåùåíèé ýíäîñîì, íî è äëÿ èõ ñëèÿ-
íèé.

Îáðàáîòêà êëåòîê èíãèáèòîðîì PD98059, íàïðîòèâ,
ïðèâîäèò ê íåêîòîðîìó çàìåäëåíèþ ôîðìèðîâàíèÿ ýíäî-
ñîì, êîòîðûõ îáðàçóåòñÿ äàæå ìåíüøå, ÷åì â êîíòðîëå,
ïðè÷åì èõ ÷èñëî â äàëüíåéøåì èçìåíÿåòñÿ òàêæå íåçíà-
÷èòåëüíî, âîçìîæíî âñëåäñòâèå íåýôôåêòèâíîñòè ñëèÿ-
íèé â ýòèõ óñëîâèÿõ, õîòÿ êàæóùèéñÿ ðàçìåð òàêèõ ýíäî-
ñîì áîëüøå, ÷åì â ïðåäûäóùåì ñëó÷àå (ðèñ. 4, ïðàâûé
ñòîëáåö). Ñòåïåíü êîëîêàëèçàöèè ñ ÅÅÀ1 (ðèñ. 5, â) òàê-
æå íåçíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì ïðè äåéñòâèè U0126, íî ñó-
ùåñòâåííî íèæå êîíòðîëüíîé. Îäíàêî â ðàññìàòðèâàå-
ìîì ñëó÷àå ïåðåìåùåíèå ýíäîñîì â îêîëîÿäåðíóþ îá-
ëàñòü âñå æå ïðîèñõîäèò, õîòÿ êëàñòåðèçàöèÿ îñòàåòñÿ
çíà÷èòåëüíî ìåíåå âûðàæåííîé, ÷åì â êîíòðîëå (ðèñ. 5,
á). Ó÷èòûâàÿ, ÷òî PD98059 íå ïðèâîäèë ê ðàçáîðêå âñåõ
ÌÒ, à, íàïðîòèâ, âûçûâàë èõ ñòàáèëèçàöèþ (ðèñ. 2, 3),
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íå ñòîëüêî èíòàêòíûå, ñêîëüêî
èìåííî äèíàìè÷íûå ÌÒ âàæíû êàê íà ñòàäèè ïîèñêà è
çàõâàòà âíîâü ôîðìèðóåìûõ ïîä ìåìáðàíîé ýíäîñîì, òàê
è äëÿ èõ òðàíñïîðòèðîâêè ïî ÌÒ.

Òàêèì îáðàçîì, äâà èíãèáèòîðà ERK1/2 âëèÿþò ïðî-
òèâîïîëîæíûì îáðàçîì íà íàëè÷èå, êîëè÷åñòâî, ñòàáèëü-
íîñòü è îðãàíèçàöèþ èíòàêòíûõ ÌÒ, à òàêæå íà ëîêàëèçà-
öèþ è êëàñòåðèçàöèþ ýíäîñîì è ýôôåêòèâíîñòü èõ ñëèÿ-
íèé. Ñóùåñòâåííî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî õîòÿ âñå ýòè
ðàçëè÷èÿ ðàçíîíàïðàâëåííû ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì,
îáà èíãèáèòîðà ïîäàâëÿþò äåãðàäàöèþ ðåöåïòîðà ÝÔÐ,
÷òî ÿñíî ñëåäóåò èç äàííûõ ðèñ. 3 (äîðîæêà ÝÔÐ-Ð íà
âñåõ òðåõ ïàíåëÿõ). Òîëüêî â ýòîì ñìûñëå èíãèáèòîðû
ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ýêâèâàëåíòíûå. Õàðàêòåð èõ
âëèÿíèÿ êàê íà ôîñôîðèëèðîâàíèå ERK1/2, òàê è íà ïîâå-
äåíèå ñèñòåìû ÌÒ è äèíàìèêó ýíäîöèòîçà ñóùåñòâåííî
ðàçíûé.

Åñëè ðàññìàòðèâàòü äåéñòâèå U0126 â êîíòåêñòå
«ñòàòìèíîâîé ãèïîòåçû», òî ïîëó÷åííûå äàííûå ãîâîðÿò
â åå ïîëüçó. Äåéñòâèòåëüíî, ïîñêîëüêó ÌÀÐ-êèíàçà, ôîñ-
ôîðèëèðóÿ ñòàòìèí, ïîäàâëÿåò åãî ÌÒ-ïîâðåæäàþùóþ
àêòèâíîñòü, àêòèâàöèÿ êèíàçû äîëæíà ïðèâîäèòü ê ñòàáè-
ëèçàöèè ÌÒ, à åå èíãèáèðîâàíèå — ê óñèëåíèþ ðàáîòû
ñòàòìèíà è äåïîëèìåðèçàöèè ÌÒ. Ïîñêîëüêó ýêñïåðè-
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Ðèñ. 3. Âûÿâëåíèå â òîòàëüíûõ ýêñòðàêòàõ êëåòîê HeLa ðåöåï-
òîðà ÝÔÐ, àöåòèëèðîâàííîãî òóáóëèíà è àêòèâèðîâàííûõ
ôîðì ERK1/2 â êîíòðîëå è â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà PD98059

èëè U0126 â õîäå ýíäîöèòîçà ÝÔÐ.

Âûÿâëÿåìûå áåëêè îáîçíà÷åíû ñëåâà îò ñîîòâåòñòâóþùåé ïîëîñû êàæ-
äîé ïàíåëè. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ðàâíîìåðíîñòè íàãðóçêè áëîòû îêðàøèâà-
ëè òàêæå íà òóáóëèí. 1 — êëåòêè äî îáðàáîòêè èíãèáèòîðàìè è ÝÔÐ; 2 —
êëåòêè ïîñëå õîëîäîâîé èíêóáàöèè ñ ÝÔÐ; 3—7 — ÷åðåç 15, 30, 60, 90 è

120 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ÝÔÐ ñîîòâåòñòâåííî.



ìåíòàëüíîå äîáàâëåíèå èíãèáèòîðà âëèÿåò íà ERK1/2-çà-
âèñèìûå ïðîöåññû íå ëîêàëüíî, êàê ýòî èìååò ìåñòî â ôè-
çèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ (ò. å. ïðè äåéñòâèè ÝÔÐ), à òî-
òàëüíî, ýôôåêò ìîæåò áûòü áîëåå ÿðêî âûðàæåííûì.
Â ðåçóëüòàòå ìû íàáëþäàåì ïðàêòè÷åñêè ïîëíóþ äåïîëè-
ìåðèçàöèþ ÌÒ, ñîõðàíÿþùóþñÿ â òå÷åíèå âñåãî ýêñïåðè-
ìåíòà, òîãäà êàê â íîðìå ïåðèîä ôðàãìåíòàöèè (äåïîëè-
ìåðèçàöèè) ÌÒ íà÷èíàåòñÿ ÷åðåç 15—30 ìèí è çàêàí÷è-
âàåòñÿ ÷åðåç 60—90 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà
ÝÔÐ. Íàáëþäàåìûé â íîðìå ïåðèîä õàîòèçàöèè ÌÒ, êîð-
ðåëèðóþùèé ñ ýôôåêòèâíîé êëàñòåðèçàöèåé, ìîæåò îáú-
ÿñíÿòüñÿ òåì, ÷òî àêòèâèðîâàííûé ñòàòìèí ïîñëå óõîäà

ÌÀÐ-êèíàçû ñ ýíäîñîìû ïðåäñòàâëåí íåáîëüøèì ïóëîì,
ñâÿçàííûì ñ ýíäîñîìîé, è ïðîÿâëÿåò ñâîþ äåñòàáèëèçè-
ðóþùóþ àêòèâíîñòü ïî îòíîøåíèþ ê ñîñåäíèì ÌÒ, à íå
ê «ñîáñòâåííîé» ÌÒ, ðàñ÷èùàÿ, òàêèì îáðàçîì, ïðî-
ñòðàíñòâî ïåðåä äâèæóùåéñÿ ïî íåé ýíäîñîìîé.

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, äåéñòâèå PD98059 ïðîòèâîïîëîæ-
íî òàêîâîìó U0126 è ôàêòè÷åñêè çàêëþ÷àåòñÿ â ñòàáè-
ëèçàöèè ÌÒ, ïî êðàéíåé ìåðå èõ ïëþñ-êîíöåâûõ ÷àñòåé,
ëîêàëèçîâàííûõ â ïðèìåìáðàííîé îáëàñòè. Ñëåäóåò ïîä-
÷åðêíóòü, îäíàêî, ÷òî â îáëàñòè ÖÎÌÒ âñå æå íàáëþäà-
åòñÿ óìåíüøåíèå ÷èñëà ÌÒ, ò. å. äåéñòâèå äâóõ èíãèáèòî-
ðîâ â ýòîì ñìûñëå ïîõîæå. Ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ñó-
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Ðèñ. 4. Ðàñïðåäåëåíèå ðåöåïòîðà ÝÔÐ â êëåòêàõ ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ÝÔÐ â êîíòðîëå è â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà
U0126 èëè PD98059.

Ïðåäñòàâëåíû îïòè÷åñêèå ñðåçû êëåòîê òåõ æå êëåòîê, ÷òî è íà ðèñ. 2, ôèêñèðîâàííûõ ÷åðåç 15, 30, 60 è 90 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ïåðåâî-
äîì â ñðåäó ñ òåìïåðàòóðîé 37 °C. Èíãèáèòîð ïðèñóòñòâîâàë â ñðåäå â òå÷åíèå âñåãî ýêñïåðèìåíòà. Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, îá. 63�.



ùåñòâóþò äîïîëíèòåëüíûå ôàêòîðû â ñëó÷àå PD98059,
â ðåçóëüòàòå êîòîðûõ íàáëþäàþòñÿ ýòè ýôôåêòû. Äåéñò-
âèòåëüíî, åùå â 2003 ã. áûëî ïîêàçàíî, ÷òî PD98059 â îò-
ëè÷èå îò U0126 îïîñðåäóåò óñèëåííîå îáðàçîâàíèå àê-
òèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà â ìèòîõîíäðèÿõ, êîòîðûå ìîãóò
âûçûâàòü ôîñôîðèëèðîâàíèå ERK1/2 ÷åðåç Raf-1-íåçàâè-

ñèìûé ïóòü, íî çàâèñèìûé îò ÌÅK-êèíàçû, ñòîÿùåé
âûøå â êàñêàäå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî îòíîøåíèþ ê ERK
(Cerioni et al., 2003). Íàáëþäàåìîå íàìè ðåçêîå óñèëåíèå
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ERK2 è îñîáåííî ERK1 (p44) â ïðè-
ñóòñòâèè PD98059 íà ðàííåé ñòàäèè ýíäîöèòîçà, íåõàðàê-
òåðíîå äëÿ äåéñòâèÿ îäíîãî òîëüêî ÝÔÐ, ìîæåò âûçûâà-
òüñÿ îêèñëèòåëüíûì ñòðåññîì êàê ïîáî÷íûì ýôôåêòîì
äåéñòâèÿ PD98059. Êðîìå òîãî, ñëåäóåò ó÷èòûâàòü ðàçëè-
÷èÿ ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ äâóõ èíãèáèòîðîâ. Õîòÿ èõ
ïðèâû÷íî íàçûâàþò èíãèáèòîðàìè ERK1/2, ðåàëüíûì
ñóáñòðàòîì ýòèõ âåùåñòâ ÿâëÿåòñÿ êèíàçà MEK. Ïðè ýòîì
PD98059 ïðåïÿòñòâóåò ôîñôîðèëèðîâàíèþ (à ñëåäîâà-
òåëüíî, è àêòèâàöèè) ÌÅK åå âûøåñòîÿùèìè àêòèâàòîðà-
ìè, èñêëþ÷àÿ òåì ñàìûì âîçìîæíîñòü àêòèâàöèè è
ERK1/2 ïî ìåõàíèçìó êàñêàäíîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ,
òîãäà êàê U0126, íå ïðåäîòâðàùàÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ñà-
ìîé ÌÅK, ïðåïÿòñòâóåò ôîñôîðèëèðîâàíèþ ERK1/2-êè-
íàçû àêòèâèðîâàííîé ÌÅK-êèíàçîé (Lee et al., 2003).

Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàííûå íàìè èíãèáèòîðû íå
ìîãóò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê ýêâèâàëåíòíûå, è ïðè âûáîðå
îäíîãî èç íèõ äîëæíû ó÷èòûâàòüñÿ âñå îáñóæäàåìûå ðàç-
ëè÷èÿ. Íàøè äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî âûçûâàåìûå èìè
ýôôåêòû ìîãóò áûòü äàæå ïðîòèâîïîëîæíûìè è ñóùåñò-
âåííî èñêàæàòü èíòåðïðåòàöèþ ïîëó÷àåìûõ äàííûõ. Òåì
íå ìåíåå ïåðòóðáàöèè â ñèñòåìå ÌÀÐ-êèíàçíîãî êàñêàäà
îêàçûâàþò ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà äèíàìèêó ýíäîöèòî-
çà ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ â îñíîâíîì ÷åðåç âëèÿ-
íèå íà îðãàíèçàöèþ òóáóëèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Äåéñòâè-
òåëüíî, îòñóòñòâèå ÌÒ îæèäàåìî ïðåïÿòñòâóåò ïåðåìå-
ùåíèþ ýíäîñîì â îêîëîÿäåðíóþ îáëàñòü, òîãäà êàê
ñòàáèëèçàöèÿ ÌÒ íà êðàþ êëåòêè ìîæåò âëèÿòü íà ýôôåê-
òèâíîñòü ìåõàíèçìà ïîèñêà è çàõâàòà ýíäîñîì äèíàìè÷-
íûìè ïëþñ-êîíöàìè ÌÒ, â ìåíüøåé ñòåïåíè âëèÿÿ íà ýô-
ôåêòèâíîñòü ñëèÿíèé ýíäîñîì. Çàìåäëåííàÿ òðàíñëîêà-
öèÿ ýíäîñîì ïðè äåéñòâèè PD98059, íåñìîòðÿ íà íàëè÷èå
ÌÒ, ñõîäÿùèõñÿ â ÖÎÌÒ, ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ ïðåäïî÷-
òåíèåì â èñïîëüçîâàíèè äèíàìè÷íûõ, à íå ñòàáèëüíûõ
ÌÒ â êà÷åñòâå «ðåëüñîâ», ÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ ïîëó÷åí-
íûìè íàìè ðàíåå äàííûìè (Çëîáèíà è äð., 2010).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 12-04-00838) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëå-
êóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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INHIBITORS OF MAP-KINASE PATHWAY U0126 AND PD98059

DIFFERENTLY AFFECT ORGANIZATION OF TUBULIN CYTOSKELETON

AFTER STIMULATION OF EGF RECEPTOR ENDOCYTOSIS

M. V. Zlobina,1 Yu. Yu. Steblyanko,1, 2 M. A. Shklyaeva,1, 2 V. V. Kharchenko,1

A. V. Salova,1 E. S. Kornilova1, 2, *
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To confirm the hypothesis about the involvement of EGF-stimulated MAP-kinase ERK1/2 in the regulati-
on of microtubule (MT) system, the influence of two widely used ERK1/2 inhibitors, U0126 and PD98059, on
the organization of tubulin cytoskeleton in interphase HeLa cells during EGF receptor endocytosis has been in-
vestigated. We have found that addition of U0126 or PD98059 to not-stimulated with EGF ells for 30 min has
no effect on radially organized MT system. However, in the case of U0126 addition before EGF endocytosis
stimulation, the number of MT per cell decreased within 15 min after such stimulation and was followed by
complete MT depolymerization by 60—90 min. Stimulation of EGF endocytosis in the presence of PD98059
resulted only in insignificant depolymerization of MT and it could be detected mainly from their minus-ends.
At the same time, MT regions close to plasma membrane became stabilized, which was proved by increase in
tubulin acetylation level. This situation was characteristic for all period of the experiment. It has been also fo-
und that the inhibitors affect endocytosis dynamics of EGF-receptor complexes. Quantitative analysis demonst-
rated that the stimulation of endocytosis in the presence of U0126 generated a greater number of endosomes
compared to control cells, and their number did not change significantly during the experiment. All these endo-
somes were localized peripherally. Effect of PD98059 resulted in the formation of lower number of endosomes
that in control, but they demonstrated very slow clusterization despite the presence of some intact MT. Both in-
hibitors decreased EGFR colocolization with early endosomal marker EEA1, which indicated a delay in endo-
some fusions and maturation. The inhibitors were also shown to affect differently phospho-ERK 1 and 2 forms:
U0126 completely inhibited phospho-ERK1 and 2, white, in the presence of PD98059, the two ERK forms de-
monstrated sharp transient activation in 15 min after stimulation, but only phospho-ERK2 could be detected af-
ter 60 min of endocytosis. In both cases, MAP-kinase activation dynamics was significantly different from the
control. Our results suggest involvement of EGF-stimulated MAP-kinase pathway in cytoskeleton regulation.
At the same time, they demonstrate that the two studied and widely used inhibitors are not equivalent with res-
pect to not only the effect on MAP-kinase activity but also to such interdependent processes such as changes in
cytoskeleton organization and signaling receptor’ endocytosis.

K e y w o r d s: microtubules, endocytosis, endosomes, EGF receptor, ERK1/2, U0126, PD98059, HeLa cell
line.

Èíãèáèòîðû ÌÀÐ-êèíàçíîãî ïóòè U0126 è PD98059 ïî-ðàçíîìó âëèÿþò íà îðãàíèçàöèþ... 277


