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Â. Â. Êîøåâåðîâà è äð.
Âåçèêóëû, íåñóùèå EEA1, íå ÿâëÿþòñÿ àóòîôàãîñîìàìè â êëåòêàõ HeLa

Â ñîîòâåòñòâèè ñ ñîâðåìåííîé ìîäåëüþ, ñòèìóëÿöèÿ ýíäîöèòîçà ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ
ïðèâîäèò ê ðåêðóòèðîâàíèþ íà ðàííèå ýíäîñîìû öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî çàÿêîðèâàþùåãî áåëêà ÅÅÀ1,
íåîáõîäèìîãî äëÿ èõ äàëüíåéøåãî ñëèÿíèÿ. Îäíàêî ÅÅÀ1-ïîçèòèâíûå âåçèêóëû âûÿâëÿþòñÿ è â íå ñòè-
ìóëèðîâàííûõ ðîñòîâûì ôàêòîðîì êëåòêàõ, èíêóáèðîâàâøèõñÿ â óñëîâèÿõ ëèøåíèÿ ñûâîðîòêè. Èçâå-
ñòíî òàêæå, ÷òî äëèòåëüíîå ñûâîðîòî÷íîå ãîëîäàíèå èíäóöèðóåò â êëåòêàõ îáðàçîâàíèå àóòîôàãîñîì, â
êîòîðîì ìîãóò ïðèíèìàòü ó÷àñòèå è êîìïàðòìåíòû ýíäîöèòîçíîãî ïóòè. ×òîáû ïðîâåðèòü, íå ÿâëÿþòñÿ
ëè EEA1-âåçèêóëû, âûÿâëÿåìûå â êëåòêàõ â óñëîâèÿõ ñûâîðîòî÷íîãî ãîëîäàíèÿ, àóòîôàãîñîìàìè, ìû
èññëåäîâàëè äèíàìèêó èçìåíåíèÿ êîëè÷åñòâà è ñðåäíèõ ðàçìåðîâ EEA1- è LC3-ïîëîæèòåëüíûõ âåçè-
êóë, à òàêæå îöåíèëè êîëîêàëèçàöèþ áåëêà EEA1 ñ ìàðêåðîì àóòîôàãîñîì LC3 â êëåòêàõ HeLa, êóëüòè-
âèðóåìûõ â òå÷åíèå 12—36 ÷ â ñðåäå ñ äåôèöèòîì êîìïîíåíòîâ ñûâîðîòêè. Îêàçàëîñü, ÷òî êîëè÷åñòâî
àóòîôàãîñîì â ñðåäíåì ãîðàçäî ìåíüøå ÷èñëà ÅÅÀ1-âåçèêóë íà êëåòêó. Ïîêàçàíî, ÷òî èíäóêöèÿ ãîëîäà-
íèÿ ïðèâîäèëà ê óâåëè÷åíèþ ëèøü ñðåäíåãî ðàçìåðà àóòîôàãîñîì, â òî âðåìÿ êàê êîëè÷åñòâî è ñðåäíèé
ðàçìåð EEA1-âåçèêóë íå èçìåíÿëèñü. Êîëîêàëèçàöèÿ áåëêîâ EEA1 è LC3 â êëåòêàõ, êóëüòèâèðóåìûõ â
áåññûâîðîòî÷íûõ óñëîâèÿõ â òå÷åíèå 12—18 ÷, áûëà î÷åíü íèçêîé è íåçíà÷èòåëüíî âîçðàñòàëà ê 36 ÷.
Áëîêèðîâàíèå áèîñèíòåòè÷åñêîãî ïóòè ñ ïîìîùüþ áðåôåëüäèíà À, âûçûâàþùåãî ðàçáîðêó àïïàðàòà
Ãîëüäæè, ïðèâîäèëî ê óìåíüøåíèþ ÷èñëà è óâåëè÷åíèþ ñðåäíåãî ðàçìåðà EEA1-âåçèêóë, à òàêæå óâå-
ëè÷åíèþ ñðåäíåãî ðàçìåðà LC3-âåçèêóë è óñèëåíèþ èõ êîëîêàëèçàöèè ñ EEA1. Òàêèì îáðàçîì, áîëü-
øèíñòâî EEA1-âåçèêóë, ïðèñóòñòâóþùèõ â êëåòêàõ, êóëüòèâèðóåìûõ â óñëîâèÿõ ñûâîðîòî÷íîãî ãîëî-
äàíèÿ, íå ÿâëÿþòñÿ àóòîôàãîñîìàìè. Áîëåå âûðàæåííûé ýôôåêò áðåôåëüäèíà À óêàçûâàåò íà òî, ÷òî îí,
ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ áîëåå ñèëüíûì ôàêòîðîì ñòðåññà ïî ñðàâíåíèþ ñ ëèøåíèåì ñûâîðîòêè, à òàêæå
ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü ñóùåñòâåííóþ ðîëü áèîñèíòåòè÷åñêîãî ïóòè â áèîãåíåçå EEA1-âåçèêóë.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: EEA1, LC3, ðàííèå ýíäîñîìû, ñûâîðîòî÷íîå ãîëîäàíèå, àóòîôàãîñîìû, áðå-
ôåëüäèí A, êëåòêè HeLa.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÝÏÑ — ýíäîïëàçìàòè÷åñêàÿ ñåòü, ÝÑ — ýìáðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà,
ÝÔÐ — ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà, ÅÅÀ1 — early endosomal autoantigen1, LC3 — microtubule-associa-
ted protein 1 light chain 3, PIP3 — ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-3-ôîñôàò.

Èçâåñòíî, ÷òî áåëîê EEA1, ðàáîòàþùèé íà ïåðâîé
ñòàäèè ñëèÿíèÿ ðàííèõ ýíäîñîì (Christofordis et al., 1999),
íå èìååò òðàíñìåìáðàííûõ äîìåíîâ è ñâÿçûâàåòñÿ ñ ìåì-
áðàíîé ýíäîñîìû çà ñ÷åò âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ìàëîé ÃÒÔà-
çîé Rab5 è ëèïèäîì ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-3-ôîñôà-
òîì (PIP3) (Patki et al., 1998; Simonsen et al., 1998). Ñî-
ãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, èíòåðíàëèçàöèÿ
ëèãàíä-ðåöåïòîðíîãî êîìïëåêñà â êëåòêó â ïðîöåññå ýí-
äîöèòîçà ïðèâîäèò ê ðåêðóòèðîâàíèþ èç öèòîïëàçìû íà
ïîâåðõíîñòü ðàííåé ýíäîñîìû ìàëîé ÃÒÔàçû Rab5 è åå
àêòèâàöèè. Îíà â ñâîþ î÷åðåäü ïðèâëåêàåò ôîñôàòèäèëè-
íîçèòîë-3-êèíàçó Vps34, êîòîðàÿ ñîçäàåò íà ìåìáðàíå ðàí-
íåé ýíäîñîìû ó÷àñòêè, îáîãàùåííûå PIP3. Òàêèì îáðàçîì,
ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî â îòñóòñòâèå â êëåòêàõ ýíäîöèòîçà EEA1 ëî-
êàëèçîâàí â öèòîïëàçìå, â òî âðåìÿ êàê åãî ñòèìóëÿöèÿ
ïðèâîäèò ê ðåêðóòèðîâàíèþ áåëêà íà ïîâåðõíîñòü ðàííèõ
ýíäîñîì (Simonsen et al., 1998; Liu et al., 2007).

Îäíàêî ìû çàìåòèëè, ÷òî â êëåòêàõ è äî ñòèìóëÿöèè
ýíäîöèòîçà ýïèäåðìàëüíûì ôàêòîðîì ðîñòà (ÝÔÐ) âûÿâ-
ëÿåòñÿ ïîïóëÿöèÿ âåçèêóë, íåñóùèõ EEA1 (EEA1-âåçèêó-
ëû) (Çëîáèíà è äð., 2013, 2014), ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ íàáëþ-
äåíèÿìè äðóãèõ àâòîðîâ (Zoncu et al., 2009; Verma et al.,
2015).

Ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî EEA1 ðåêðóòèðóåòñÿ íà ýí-
äîñîìû, êîòîðûå ôîðìèðóþòñÿ ïðè èíòåðíàëèçàöèè ôàê-
òîðîâ ðîñòà, ñîäåðæàùèõñÿ â ñûâîðîòêå. Ýòè êîìïîíåíòû
ñûâîðîòêè ñïîñîáíû òàêæå âëèÿòü íà ñèãíàëüíûå ïóòè,
àêòèâèðóåìûå ôàêòîðîì ðîñòà, íàïðèìåð ÝÔÐ. Äëÿ ìè-
íèìèçàöèè ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ êîìïîíåíòîâ ñûâîðîòêè
ïðè èññëåäîâàíèè ñèãíàëüíûõ ïóòåé è ñâÿçàííûõ ñ íèìè
ïðîöåññîâ, çàïóñêàåìûõ îïðåäåëåííûì ñòèìóëîì, íàïðè-
ìåð ÝÔÐ, øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ óæå äàâíî ðàçðàáîòàííûé
ïðîòîêîë. Ñîãëàñíî ýòîìó ïðîòîêîëó êóëüòèâèðóåìûå
êëåòêè çà 6—24 ÷ äî äîáàâëåíèÿ ñòèìóëà ïåðåâîäÿò â ñðå-
äó ñî çíà÷èòåëüíî ñíèæåííûì ñîäåðæàíèåì ñûâîðîòêè
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(0.1—0.25 % âìåñòî îáùåïðèíÿòûõ 10) (Lee et al., 2006;
Siddiqui et al., 2007). Ìû ïåðåâîäèëè êëåòêè íà ñðåäó, ñî-
äåðæàùóþ 0.25 % ñûâîðîòêè, çà 12 ÷ äî ñòèìóëÿöèè ýí-
äîöèòîçà ðåöåïòîðà ÝÔÐ (Çëîáèíà è äð., 2014). Îêà-
çàëîñü, ÷òî è â ýòîì ñëó÷àå áåëîê EEA1 ëîêàëèçîâàëñÿ
ïðåèìóùåñòâåííî íå â öèòîïëàçìå, à íà ïîâåðõíîñòè
âåçèêóë, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ðàçìåðàì è êîëè÷åñòâó àñ-
ñîöèèðîâàííîãî ñ íèìè EEA1 (Çëîáèíà è äð., 2013,
2014).

Ïîäîáíîå ïîâåäåíèå ìîæíî îáúÿñíèòü öåëûì ðÿäîì
ïðè÷èí. Òàê, ó÷èòûâàÿ äëèòåëüíîå ñûâîðîòî÷íîå ãîëîäà-
íèå êëåòîê, ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî â íèõ ðàçâèâàåòñÿ
ïðîöåññ àóòîôàãèè.

Ïðîöåññ àóòîôàãèè èíèöèèðóåòñÿ ïðè ðàçëè÷íûõ
ñòðåññîâûõ âîçäåéñòâèÿõ, â òîì ÷èñëå â óñëîâèÿõ íåäî-
ñòàòêà ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ, ïîëó÷àåìûõ êëåòêîé èçâíå.
Íåäîñòàòîê ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ ìîæåò áûòü âûçâàí
ïðåæäå âñåãî äåôèöèòîì êîìïîíåíòîâ ñûâîðîòêè â ñðåäå
äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ïðîöåññ îáðàçîâàíèÿ àóòîôàãîñîì ïîäðîáíî îïèñàí
â ðÿäå ðàáîò (Simonsen et al., 2009; Alers et al., 2012; Ïó-
ïûøåâ è äð., 2014). Èçâåñòíî, ÷òî ïðîöåññ àóòîôàãèè ðå-
ãóëèðóåòñÿ ýâîëþöèîííî êîíñåðâàòèâíîé ãðóïïîé áåëêîâ
Atg. Îáùåïðèíÿòûì ìàðêåðîì àóòîôàãîñîì ÿâëÿåòñÿ
ìåìáðàííî-ñâÿçàííàÿ ôîðìà áåëêà LC3 — LC3-II. LC3-II
ïîÿâëÿåòñÿ íà ìåìáðàíå àóòîôàãîñîìû â õîäå ïðîöåññà,
íàçûâàåìîãî LC3-êîíâåðñèåé. Òàê, â ïðîöåññå ôîðìèðî-
âàíèÿ èçîëèðîâàííîé ìåìáðàíû àóòîôàãîñîìû (ôàãîôî-
ðà) öèòîïëàçìàòè÷åñêèé áåëîê LC3 âçàèìîäåéñòâóåò c
Atg4, ÷òî ïðèâîäèò ê ðàñùåïëåíèþ åãî Ñ-êîíöåâîé ÷àñòè
ñ îáðàçîâàíèåì LC3-I. Çàòåì ê LC3-I ïðèñîåäèíÿåòñÿ
ôîñôàòèäèëýòàíîëàìèí, â ðåçóëüòàòå ÷åãî LC3-II âñòðàè-
âàåòñÿ â ìåìáðàíó ôîðìèðóþùåéñÿ àóòîôàãîñîìû (Lamb
et al., 2013). Íà êîíå÷íîì ýòàïå ôîðìèðîâàíèÿ àóòîôàãî-
ñîìû áåëêè Atg äèññîöèèðóþò ñ ìåìáðàíû, íî LC3 îñòà-
åòñÿ âñòðîåííûì â íåå. Ìåìáðàíà ôàãîôîðà ñìûêàåòñÿ, è
LC3 îêàçûâàþòñÿ âî âíóòðåííåì ïðîñòðàíñòâå àóòîôàãî-
ñîìû. Ïîñòîÿííàÿ ìåìáðàííàÿ ëîêàëèçàöèÿ LC3 ïîçâîëÿ-
åò èñïîëüçîâàòü ýòîò áåëîê â êà÷åñòâå íàäåæíîãî ìàðêåðà
àóòîôàãîñîì (Fader et al., 2009).

Òî÷íî íåèçâåñòíî, ìåìáðàíû êàêèõ îðãàíåëë ìîãóò
ÿâëÿòüñÿ äîíîðîì äëÿ îáðàçîâàíèÿ àóòîôàãîñîì. Èñòî÷-
íèêîì àóòîôàãîñîì ïðèíÿòî ñ÷èòàòü ýíäîïëàçìàòè÷å-
ñêóþ ñåòü (ÝÏÑ), íî îïðåäåëåííûé âêëàä â ôîðìèðîâà-
íèå àóòîôàãîñîì ìîãóò âíîñèòü òàêæå àïïàðàò Ãîëüäæè,
ïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà è, ÷òî íàèáîëåå èíòåðåñíî â
íàøåì ñëó÷àå, ýíäîñîìû (Lamb et al., 2013). Èçâåñòíî,
÷òî ñôîðìèðîâàâøàÿñÿ àóòîôàãîñîìà ìîæåò ïðåòåðïå-
âàòü ïðîöåññ ñîçðåâàíèÿ ïóòåì âçàèìîäåéñòâèÿ, â ÷àñòíî-
ñòè, ñ êîìïîíåíòàìè ýíäîöèòîçíîãî ïóòè ñ îáðàçîâàíèåì
òàê íàçûâàåìûõ àìôèñîì. Òàê, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àìôè-
ñîìû ìîãóò áûòü îáîãàùåíû EEA1, à òàêæå ìàðêåðàìè
ïîçäíèõ ýíäîñîì (Berg et al., 1998; Razi et al., 2009). Â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ïóòè àóòîôàãèè è ýíäîöè-
òîçà òåñíî âçàèìîäåéñòâóþò â êëåòêå.

Òàêèì îáðàçîì, îñíîâíàÿ öåëü äàííîãî èññëåäîâàíèÿ
çàêëþ÷àëàñü â òîì, ÷òîáû âûÿñíèòü, ÿâëÿþòñÿ ëè
EEA1-âåçèêóëû, íàáëþäàåìûå íàìè â êëåòêàõ, êóëüòèâè-
ðóåìûõ ïðîäîëæèòåëüíîå âðåìÿ â óñëîâèÿõ ìèíèìàëüíîé
ýíäîöèòîçíîé àêòèâíîñòè, àóòîôàãîñîìàìè èëè æå èìå-
þò èíîå ïðîèñõîæäåíèå.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å è î á ð à á î ò ê à ê ë å ò î ê è í -
ã è á è ò î ð î ì. Êëåòêè ëèíèè HeLa áûëè ïîëó÷åíû èç
Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð (Èíñòèòóò öè-
òîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè
â ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé òå-
ëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (ÝÑ), ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % CO2.
Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî èììóíîôëóîðåñöåíöèè êëåòêè êóëü-
òèâèðîâàëè äî äîñòèæåíèÿ èìè ïëîòíîñòè 50—70 % ìî-
íîñëîÿ íà ïîâåðõíîñòè ïîêðîâíûõ ñòåêîë ðàçìåðîì
10�10 ìì â ÷àøêàõ Ïåòðè. Äëÿ èíèöèàöèè ñûâîðîòî÷íî-
ãî ãîëîäàíèÿ êëåòêè ïåðåâîäèëè íà ñðåäó, ñîäåðæàùóþ
0.25 % ÝÑ, íà îïðåäåëåííîå âðåìÿ.

Â ðÿäå ýêñïåðèìåíòîâ êëåòêè îáðàáàòûâàëè èíãèáè-
òîðîì áðåôåëüäèíîì À â êîíöåíòðàöèè 10 ìã/ìë (ICN
Biomedicals, ÑØÀ). Ïåðåä äîáàâëåíèåì èíãèáèòîðà êëåò-
êè êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 12 ÷ â óñëîâèÿõ ñûâîðîòî÷-
íîãî ãîëîäàíèÿ èëè â ïðèñóòñòâèè 10 % ÝÑ. Çàòåì ê íèì
äîáàâëÿëè áðåôåëüäèí À, ðàñòâîðåííûé â ñðåäå, ñîäåðæà-
ùåé ñîîòâåòñòâóþùåå êîëè÷åñòâî ñûâîðîòêè, è êóëüòèâè-
ðîâàëè êëåòêè â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà â òå÷åíèå 24 ÷.

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. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìà-
ëèíà, ïðèãîòîâëåííûì íà PBS, ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå â òå÷åíèå 15 ìèí. Çàòåì ñòåêëà ñ êëåòêàìè ïðîìûâàëè
PBS 5 ðàç ïî 5 ìèí, ïîñëå ÷åãî êëåòêè ïåðìåàáèëèçîâûâà-
ëè 0.5%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà X-100 â PBS (15 ìèí).
Íåñïåöèôè÷åñêîå îêðàøèâàíèå áëîêèðîâàëè èíêóáàöèåé
êëåòîê â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â
ðàñòâîðå PBS, ñîäåðæàùåì 1 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî
àëüáóìèíà (ÁÑÀ). ×àñòü ïðåïàðàòîâ èíêóáèðîâàëè ñ ïåð-
âûìè àíòèòåëàìè ê LC3 â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ, ïîñëå
÷åãî äîêðàøèâàëè êëåòêè 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
àíòèòåëàìè ê EEA1. Äðóãóþ ÷àñòü ïðåïàðàòîâ èíêóáèðî-
âàëè îäíîâðåìåííî ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ðåöåïòîðà ÝÔÐ
è áåëêà p230 â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ. Äàëåå êëåòêè ïðî-
ìûâàëè 5 ðàç ïî 5 ìèí ðàñòâîðîì PBS, ñîäåðæàùèì 0.1 %
Tween 20 (BioRad, ÑØÀ), ïîñëå ÷åãî èõ èíêóáèðîâàëè
ñ ðàñòâîðîì ñîîòâåòñòâóþùèõ âòîðè÷íûõ àíòèòåë
GAR-Alexa Fluor 568 èëè GAM-Alexa Fluor 488 â òå÷åíèå
15 ìèí ïðè 37 °Ñ. Ïðåïàðàòû çàêëþ÷àëè â ãëèöåðèíîâóþ
ñðåäó, ñîäåðæàùóþ 0.2 M DABCO (1,4 äèàçàáèöèê-
ëî[2.2.2] îêòàí) (Sigma-Aldrich, ÑØÀ).

À í ò è ò å ë à. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ïåðâè÷íûå ïîëè-
êëîíàëüíûå êðîëè÷üè àíòèòåëà, óçíàþùèå áåëîê LC3
(åãî öèòîçîëüíóþ è àññîöèèðîâàííóþ ñ ìåìáðàíàìè ôîð-
ìû), â ðàçâåäåíèè 1 : 300 (MBL, ßïîíèÿ); êðîëè÷üè àíòè-
òåëà, óçíàþùèå ýêñòðàêëåòî÷íûé äîìåí ðåöåïòîðà ÝÔÐ
÷åëîâåêà (Cell Signaling, ÑØÀ), â ðàçâåäåíèè 1 : 100; ìî-
íîêëîíàëüíûå ìûøèíûå àíòèòåëà ïðîòèâ áåëêà EEA1
(1 : 200, Transduction Lab, ÑØÀ), à òàêæå ìîíîêëîíàëü-
íûå àíòèòåëà ïðîòèâ áåëêà p230 (1 : 150, Transduction
Lab, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè
GAR-Alexa Fluor 568 (Molecular Probes, ÑØÀ) è
GAM-Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, ÑØÀ) â ðàçâåäå-
íèè 1 : 200. Àíòèòåëà ðàçâîäèëè â ðàñòâîðå PBS, ñîäåð-
æàùåì 1 % ÁÑÀ.

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÷åííûõ áåëêîâ â êëåòêå èçó÷àëè ñ ïî-
ìîùüþ ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî êîíôîêàëüíîãî ìèêðî-
ñêîïà Leica TCS SP5 (Leica Microsystems, Ãåðìàíèÿ), èñ-
ïîëüçóÿ ìàñëÿíûé îáúåêòèâ ñ óâåëè÷åíèåì 40�. Ôëóî-
ðåñöåíöèþ GAM-Alexa Fluor 488 âîçáóæäàëè àðãîíîâûì
ëàçåðîì (488 íì, äèàïàçîí äåòåêöèè 500—560 íì),
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GAR-Alexa Fluor 568 — He-Ne-ëàçåðîì (543 íì, äèàïàçîí
äåòåêöèè 580—660 íì). Ôëóîðåñöåíöèþ íà ðàçíûõ äëè-
íàõ âîëí ñêàíèðîâàëè ðàçäåëüíî ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû
Leica Confocal Software. Ñíèìàëè 3—5 ïîëåé çðåíèÿ â ðå-
æèìå XYZ, ïîëó÷àÿ ñåðèþ îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ êëåòîê ñ
øàãîì ïî îñè Z 0.5 ìêì. Äëÿ àíàëèçà âûáèðàëè êëåòêè ñ
ìàêñèìàëüíîé ñòåïåíüþ ðàñïëàñòûâàíèÿ, íà êðàþ èëè
âíå îñòðîâêîâ ìîíîñëîÿ. Ïðåäñòàâëåííûå èçîáðàæåíèÿ
áûëè õàðàêòåðíû äëÿ áîëüøèíñòâà êëåòîê â äàííûõ óñëî-
âèÿõ.

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 ïðîãðàììû
ImageJ 1.48v (National Institute of Health, ÑØÀ). Îöåíêó
÷èñëà âåçèêóë íà 1 êëåòêó è âû÷èñëåíèå èõ ðàçìåðîâ ïðî-
âîäèëè íà îñíîâå ìàêñèìàëüíûõ ïðîåêöèé îïòè÷åñêèõ
ñðåçîâ ïî ñëåäóþùåìó àëãîðèòìó. Íà àíàëèçèðóåìîì
èçîáðàæåíèè óñòàíàâëèâàëè ñîîòâåòñòâèå ìåæäó ðàçìå-
ðîì èçîáðàæåíèÿ â ïèêñåëÿõ è åãî ëèíåéíûì ðàçìåðîì ñ
èñïîëüçîâàíèåì ôóíêöèè «Set Scale». Çàòåì âûñòàâëÿëè
ïîðîãîâîå çíà÷åíèå èíòåíñèâíîñòè èñõîäÿ èç ìàêñèìàëü-
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Ðèñ. 1. Âåçèêóëû, íåñóùèå EEA1 è LC3, â êëåòêàõ HeLa ïîñëå ñòèìóëÿöèè ñûâîðîòî÷íîãî ãîëîäàíèÿ. Èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ.
Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè (ÝÑ, êîíòðîëü), â åå îòñóòñòâèå (–ÝÑ) â òå÷åíèå 12, 18 è 36 ÷. Íà ñíèìêàõ ñëåâà
áåëîé ëèíèåé âûäåëåíû êîíòóðû êëåòîê. Ó÷àñòêè êëåòîê, çàêëþ÷åííûå â êâàäðàò, ïðåäñòàâëåíû â áîëüøåì óâåëè÷åíèè â ïðàâîé ÷àñòè ðèñóíêà.

Ñòðåëêàìè îòìå÷åíû ñòðóêòóðû, ñîäåðæàùèå îäíîâðåìåííî ñèãíàëû EEA1 è LC3.



íîãî ñîîòâåòñòâèÿ ìåæäó èñõîäíûì è áèíàðèçîâàííûì
èçîáðàæåíèÿìè. Ñëåäóþùèì øàãîì âûäåëÿëè èíòåðåñó-
þùóþ íàñ îáëàñòü èçîáðàæåíèÿ, ñîîòâåòñòâóþùóþ îä-
íîé êëåòêå, è ïðîâîäèëè àíàëèç ÷àñòèö ñ ïîìîùüþ ôóíê-
öèè «Analyze Particles». Â ðàñ÷åò áðàëè ÷àñòèöû, ïëîùàäü
êîòîðûõ áûëà íå ìåíüøå 20 000 íì2.

Äëÿ îöåíêè êîëîêàëèçàöèè áåëêîâ èñïîëüçîâàëè ïëà-
ãèí JACoP äëÿ ïðîãðàììû ImageJ (Bolte, Cordelieres,
2006). Êîëîêàëèçàöèþ îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ êîýôôèöè-
åíòîâ Ìàíäåðñà Ì1 è Ì2. Êîýôôèöèåíò Ì1 îòðàæàåò
ñóììàðíóþ èíòåíñèâíîñòü ñèãíàëà ïèêñåëåé ïåðâîãî êà-
íàëà, ñîäåðæàùèõ è âòîðîé ñèãíàë, ïî îòíîøåíèþ ê ñóì-
ìàðíîé èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëîâ âñåõ ïèêñåëåé ïåðâîãî
êàíàëà. Êîýôôèöèåíò M2 îòðàæàåò ñóììàðíóþ èíòåíñèâ-
íîñòü ñèãíàëà ïèêñåëåé âòîðîãî êàíàëà, ñîäåðæàùèõ è
ïåðâûé êàíàë, ïî îòíîøåíèþ ê ñóììàðíîé èíòåíñèâíî-
ñòè ñèãíàëîâ âñåõ ïèêñåëåé âòîðîãî êàíàëà (Manders
et al., 1993). Â íàøåì ñëó÷àå ñèãíàëàìè ïåðâîãî êàíàëà
ÿâëÿëàñü èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ âòîðè÷íûõ àíòèòåë
GAR-Alexa Fluor 568, ñïåöèôè÷íûõ äëÿ àíòèòåë ïðîòèâ
áåëêà LC3 è ðåöåïòîðà ÝÔÐ; ñèãíàëàìè âòîðîãî êàíà-
ëà — èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ âòîðè÷íûõ àíòèòåë
GAM-Alexa Fluor 488, ñïåöèôè÷íûõ äëÿ àíòèòåë ê áåë-
êàì EEA1 è p230.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à. Äëÿ êàæäîãî âà-
ðèàíòà (âðåìåíí*îé òî÷êè) ýêñïåðèìåíòà àíàëèçèðîâàëè
15—30 êëåòîê. Êàæäûé ýêñïåðèìåíò ïðîâîäèëè íå ìåíåå
òðåõ ðàç. Àíàëèç äàííûõ ïðîèçâîäèëè â ïðîãðàììå SPSS
statistics 19 (IBM, ÑØÀ), èñïîëüçóÿ U-êðèòåðèé Ìàí-
íà—Óèòíè. Ðåçóëüòàòû ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè
P < 0.05. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèìè è èõ îøèáêàìè.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Äëÿ òîãî ÷òîáû ïðîâåðèòü, ÿâëÿþòñÿ ëè EEA1-âåçè-
êóëû, âûÿâëÿåìûå â êëåòêàõ ïðè äëèòåëüíîì ñûâîðîòî÷-
íîì ãîëîäàíèè, àóòîôàãîñîìàìè, ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè
êîëîêàëèçàöèþ âåçèêóë, íåñóùèõ EEA1 è LC3, èõ êîëè-
÷åñòâî è ñðåäíèé ðàçìåð â êëåòêàõ, êóëüòèâèðóåìûõ â
ñðåäå ñ ïîíèæåííûì ñîäåðæàíèåì ñûâîðîòêè íà ïðîòÿ-
æåíèè 12—36 ÷.

Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû ïðîåêöèè ìàêñèìàëüíîé ÿð-
êîñòè êëåòîê, ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûõ àíòèòåëàìè ïðî-
òèâ EEA1 è LC3. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî â êîíòðîëüíûõ
êëåòêàõ, êóëüòèâèðóåìûõ â ñðåäå ñ îïòèìàëüíûì ñî-
äåðæàíèåì ñûâîðîòêè (10 %), âûÿâëÿåòñÿ îêîëî 30—40
LC3-ïîëîæèòåëüíûõ âåçèêóë (ðèñ. 2, à). Ïðèìåðíî òàêîå
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Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ñûâîðîòî÷íîãî ãîëîäàíèÿ íà ÷èñëî (à), ñðåäíèé ðàçìåð (á) è ñòåïåíü êîëîêàëèçàöèè EEA1- è LC3-âåçèêóë (â, ã)
â êëåòêàõ HeLa.

×èñëî (à) è ñðåäíèé ðàçìåð (á) âåçèêóë, íåñóùèõ EEA1 (ñåðûå ñòîëáöû) è LC3 (÷åðíûå ñòîëáöû), îöåíèâàëè â êëåòêàõ HeLa, êóëüòèâèðóåìûõ â òå÷å-
íèå 12, 18 è 36 ÷ â îòñóòñòâèå ÝÑ. Øòðèõîâîé ëèíèåé (á) ïîêàçàíî äîñòîâåðíîå ðàçëè÷èå (P < 0.05) ìåæäó ïàðàìåòðàìè LC3-âåçèêóë. Êîëîêàëèçàöèþ
LC3 ñ EEA1 (â, ã) îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ðàñ÷åòà êîýôôèöèåíòîâ Ìàíäåðñà Ì1 è Ì2 ñîîòâåòñòâåííî (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»). Íåïðåðûâ-

íîé ëèíèåé óêàçàíû äîñòîâåðíûå îòëè÷èÿ (P < 0.05).
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå áðåôåëüäèíà À (ÁÔÀ) íà ÷èñëî è ìîðôîëîãèþ EEA1- è LC3-âåçèêóë â êëåòêàõ HeLa. Èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ.
Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

à — êóëüòèâèðîâàíèå â ïðèñóòñòâèè òîëüêî 10 % ÝÑ, à òàêæå â ïðèñóòñòâèè ÝÑ è 10 ìã/ìë áðåôåëüäèíà À (ÁÔÀ) â òå÷åíèå 24 ÷; èììóíîôëóîðåñöåíò-
íîå ìå÷åíèå ðåöåïòîðà ÝÔÐ (ÐÝÔÐ) è áåëêà p230 (ìàðêåðà òðàíññåòè àïïàðàòà Ãîëüäæè). á — êóëüòèâèðîâàíèå â ïðèñóòñòâèè ÁÔÀ (24 ÷ íà ôîíå ãîëî-
äàíèÿ) èëè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 10 % ÝÑ è ÁÔÀ (ÝÑ + ÁÔÀ). Íà ñíèìêàõ ñëåâà áåëîé ëèíèåé âûäåëåíû êîíòóðû êëåòîê. Ó÷àñòêè êëåòîê, çàêëþ÷åííûå
â êâàäðàò, ïðåäñòàâëåíû â áîëüøåì óâåëè÷åíèè â ïðàâîé ÷àñòè ðèñóíêà. Ñòðåëêàìè ïîêàçàíû ñòðóêòóðû, ñîäåðæàùèå îäíîâðåìåííî ñèãíàëû EEA1

è LC3.



æå êîëè÷åñòâî âåçèêóë âûÿâëÿëîñü è â êëåòêàõ, ãîëîäàþ-
ùèõ íà ïðîòÿæåíèè 12—36 ÷ (ðèñ. 2, à). Îäíàêî ñðåäíèé
ðàçìåð LC3-âåçèêóë ïðè óâåëè÷åíèè ïðîäîëæèòåëüíîñòè
ñûâîðîòî÷íîãî ãîëîäàíèÿ âîçðàñòàë. Òàê, ïðè 36-÷àñîâîì
ãîëîäàíèè èõ ðàçìåð áûë â ïðèìåðíî 1.5 ðàçà áîëüøå,
÷åì ó êîíòðîëüíûõ (Ð = 0.001; ðèñ. 2, á). Íàïðîòèâ,
EEA1-âåçèêóëû íå ïðåòåðïåâàëè íèêàêèõ èçìåíåíèé: èõ
êîëè÷åñòâî è ðàçìåð îñòàâàëèñü òàêèìè æå, êàê â êîíòðî-
ëå, äàæå â êëåòêàõ, ïîäâåðãíóòûõ ñûâîðîòî÷íîìó ãîëîäà-
íèþ â òå÷åíèå 36 ÷ (ðèñ. 2, à, á).

Êîëîêàëèçàöèþ EEA1 ñ LC3-âåçèêóëàìè èññëåäîâàëè
ìåòîäîì äâîéíîé íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè, à åå
ñòåïåíü îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ êîýôôèöèåíòîâ Ìàíäåðñà
Ì1 è Ì2 (Manders et al., 1993), êàê îïèñàíî â ðàçäåëå
«Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà». Êîýôôèöèåíò Ì1 âûðàæàåò îò-
íîøåíèå ñóììàðíîé èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëà ïåðâîãî êà-
íàëà (LC3), ñîäåðæàùåãî è ñèãíàë âòîðîãî êàíàëà
(EEA1), ê ñóììàðíîé èíòåíñèâíîñòè âñåãî ñèãíàëà ïåðâî-
ãî êàíàëà. Àíàëîãè÷íî Ì1 êîýôôèöèåíò Ì2 âûðàæàåò îò-
íîøåíèå èíòåíñèâíîñòåé ñèãíàëà âòîðîãî êàíàëà, ñîäåð-
æàùåãî ïåðâûé, ïî îòíîøåíèþ ê ñóììàðíîé èíòåíñèâíî-
ñòè ñèãíàëà âòîðîãî êàíàëà. Îêàçàëîñü, ÷òî çíà÷åíèå
êîýôôèöèåíòîâ êîëîêàëèçàöèè M1 è M2 â êîíòðîëüíûõ
êëåòêàõ áûëî ìåíåå 0.05 è íå èçìåíÿëîñü ïîñëå 12 è 18 ÷

ñûâîðîòî÷íîãî ãîëîäàíèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì, íå
ïðåâûøàÿ çíà÷åíèÿ 0.1 (ðèñ. 2, â, ã). Òàêàÿ âåëè÷èíà êî-
ýôôèöèåíòîâ M1 è M2 ôàêòè÷åñêè ìîæåò áûòü èíòåðïðå-
òèðîâàíà êàê îòñóòñòâèå êîëîêàëèçàöèè äâóõ ñèãíàëîâ
(Manders et al., 1993). Çíà÷åíèÿ êîýôôèöèåíòîâ Ìàíäåðñà
Ì1 è M2 âîçðàñòàëè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì òîëüêî â
êëåòêàõ, ãîëîäàþùèõ â òå÷åíèå 36 ÷ (Ð = 0.06 è Ð = 0.011
ñîîòâåòñòâåííî; ðèñ. 2, â, ã). Îäíàêî ýòè çíà÷åíèÿ òàêæå
îñòàâàëèñü íèçêèìè (íå áîëåå 0.2). Â êëåòêàõ, ïîäâåðãàâ-
øèõñÿ ãîëîäàíèþ â òå÷åíèå 36 ÷, EEA1- è LC3-âåçèêóëû
ðàñïîëàãàëèñü ïðåèìóùåñòâåííî â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè
áëèçêî äðóã ê äðóãó (ðèñ. 1). Íà èçîáðàæåíèÿõ ó÷àñòêîâ
îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè ýòèõ êëåòîê âèäíî, ÷òî òîëüêî
÷àñòü âåçèêóë ñîäåðæàëà îáà ñèãíàëà (ðèñ. 1). Äëÿ ñðàâíå-
íèÿ íà ðèñ. 1 â á*îëüøåì óâåëè÷åíèè ïðåäñòàâëåíû ó÷àñò-
êè îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè êîíòðîëüíûõ êëåòîê, â êîòîðûõ
íå îáíàðóæèâàëîñü âåçèêóë, ñîäåðæàùèå îäíîâðåìåííî
EEA1- è LC3-áåëêè. Ïîñêîëüêó êîëîêàëèçàöèÿ EEA1- è
LC3-áåëêîâ â êëåòêàõ, êóëüòèâèðóåìûõ â áåññûâîðîòî÷-
íûõ óñëîâèÿõ â òå÷åíèå 12 è 18 ÷, íå âîçðàñòàëà ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êîíòðîëåì, ó÷àñòêè ýòèõ êëåòîê íå ïðåäñòàâ-
ëåíû.

Ýòè ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ ñîîáùåíèÿìè î òîì,
÷òî â êëåòêàõ, êóëüòèâèðóåìûõ â ñðåäå ñ îïòèìàëüíûì
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Ðèñ. 4. Âëèÿíèå áðåôåëüäèíà À (ÁÔÀ) íà ÷èñëî (à), ñðåäíèé ðàçìåð (á) è ñòåïåíü êîëîêàëèçàöèè EEA1- è LC3-âåçèêóë (â, ã)
â êëåòêàõ HeLa.

Âåçèêóëû, ïîëîæèòåëüíûå ïî EEA1 (ñåðûå ñòîëáöû) è LC3 (÷åðíûå ñòîëáöû), îöåíèâàëè â êëåòêàõ, êóëüòèâèðóåìûõ â ïðèñóòñòâèè áðåôåëüäèíà À
â òå÷åíèå 24 ÷ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 10 % ÝÑ èëè ëèøåííîé åå. Øòðèõîâîé ëèíèåé (á) ïîêàçàíû äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ (P < 0.05) ìåæäó ïàðàìåòðàìè
LC3-âåçèêóë, íåïðåðûâíîé ëèíèåé (à, á) — ìåæäó ïàðàìåòðàìè EEA-âåçèêóë. Êîëîêàëèçàöèþ LC3 ñ EEA1 (â, ã) îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ðàñ÷åòà êîýô-
ôèöèåíòîâ Ìàíäåðñà Ì1 è Ì2 ñîîòâåòñòâåííî (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»); íåïðåðûâíîé ëèíèåé (â, ã) óêàçàíû äîñòîâåðíûå îòëè÷èÿ

(P < 0.05).



ñîäåðæàíèåì ñûâîðîòêè, áåëêè EEA1 è LC3 êîëîêàëèçî-
âàíû êðàéíå íåçíà÷èòåëüíî (Schmid et al., 2007), à ïðè
èíäóêöèè ñûâîðîòî÷íîãî ãîëîäàíèÿ èõ êîëîêàëèçàöèÿ
íåñêîëüêî âîçðàñòàåò (Razi at al., 2009). Òàêèì îáðàçîì,
äàæå â êëåòêàõ, ïîäâåðãíóòûõ ãîëîäàíèþ â òå÷åíèå
12—18 ÷, ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî EEA1-âåçèêóë,
ïî-âèäèìîìó, íå èìååò îòíîøåíèÿ ê àóòîôàãîñîìàì.

Ñóùåñòâîâàíèå â êëåòêå äëèòåëüíî æèâóùèõ âåçèêóë
ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî îíè ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé íå ïîñòîÿííî âîçíèêàþùèå è èñ÷åçàþùèå òðàíñ-
ïîðòíûå ïóçûðüêè, à ÿâëÿþòñÿ «ïðåäñóùåñòâóþùèì»
êîìïàðòìåíòîì êëåòêè, ÷åé áèîãåíåç ñâÿçàí ñ áèîñèíòå-
òè÷åñêèì òðàíñïîðòíûì ïóòåì. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåä-
ïîëîæåíèÿ ìû êóëüòèâèðîâàëè êëåòêè â òå÷åíèå äëèòåëü-
íîãî âðåìåíè (24 ÷) â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà áðåôåëü-
äèíà À, âûçûâàþùåãî ñëèÿíèå àïïàðàòà Ãîëüäæè ñ ÝÏÑ
è òàêèì îáðàçîì áëîêèðóþùåãî áèîñèíòåòè÷åñêèé ïóòü.
Äåéñòâèòåëüíî, â êëåòêàõ, ïîäâåðãíóòûõ äåéñòâèþ áðå-
ôåëüäèíà À, ìàðêåð òðàíññåòè àïïàðàòà Ãîëüäæè áåëîê
p230 íå âûÿâëÿåòñÿ (ðèñ. 3, à). Êàê âèäíî íà ðèñ. 3, á, äëè-
òåëüíîå âîçäåéñòâèå âûçûâàåò çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ
ìîðôîëîãèè EEA1-âåçèêóë. Òàê, â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ
èíãèáèòîðîì, êîëè÷åñòâî EEA1-âåçèêóë óìåíüøàåòñÿ â
1.5—2 ðàçà âíå çàâèñèìîñòè îò òîãî, äîáàâëÿëè èíãèáè-
òîð â ñðåäó ñ îïòèìàëüíûì èëè ïîíèæåííûì ñîäåðæàíè-
åì ñûâîðîòêè (Ð = 1�10–4 è Ð = 0.008 ñîîòâåòñòâåííî;
ðèñ. 4, à). Ïðè ýòîì ñðåäíèé ðàçìåð EEA1-âåçèêóë âîçðà-
ñòàë ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè, íå ïîäâåðãíóòûìè äåéñò-
âèþ áðåôåëüäèíà À (ðèñ. 4, á). Ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî
â òàêèõ êëåòêàõ ïðîöåññ ðåöåïòîðîïîñðåäîâàííîãî ýíäî-
öèòîçà ìîæåò áûòü íàðóøåí. Êîñâåííî ýòî ïðåäïîëîæå-
íèå ïîäòâåðæäàåòñÿ äàííûìè èç ëèòåðàòóðû. Òàê, ïîäàâ-
ëåíèå ýêñïðåññèè ñóáúåäèíèö áåëêà îêàéìëåíèÿ COPI,
ó÷àñòâóþùåãî â òðàíñïîðòå ìåæäó öèñòåðíàìè àïïàðàòà
Ãîëüäæè è èç íåãî â ÝÏÑ, ïðèâîäèëî ê ôðàãìåíòàöèè àï-
ïàðàòà Ãîëüäæè è âìåñòå ñ òåì ê çíà÷èòåëüíîìó ñíèæå-
íèþ èíòåðíàëèçàöèè ÝÔÐ-ðåöåïòîðíîãî êîìïëåêñà (Razi
et al., 2009).

Ìû òàêæå îáíàðóæèëè, ÷òî áðåôåëüäèí À â çíà÷è-
òåëüíîé ñòåïåíè âëèÿë è íà àóòîôàãîñîìû, ïîñêîëüêó
äåéñòâèå èíãèáèòîðà ïðèâîäèëî ê óâåëè÷åíèþ ñðåäíèõ
ðàçìåðîâ LC3-âåçèêóë (ðèñ. 4, á). Ïîäîáíîå âëèÿíèå áðå-
ôåëüäèíà À íà ôîðìèðîâàíèå àóòîôàãîñîì õîðîøî èçâå-
ñòíî (Kouroku et al., 2007). Òàê, îêàçûâàÿ äåéñòâèå íà
ÝÏÑ, êîòîðàÿ ñ÷èòàåòñÿ îñíîâíûì èñòî÷íèêîì ïðåäøå-
ñòâåííèêà àóòîôàãîñîìû — ôàãîôîðà (Fader et al., 2009),
áðåôåëüäèí À íàðÿäó ñ êëåòî÷íûì ãîëîäàíèåì ÿâëÿåòñÿ
ìîùíûì ôàêòîðîì ñòðåññà, ïðèâîäÿùèì ê ðåêðóòèðîâà-
íèþ LC3 íà ïîâåðõíîñòü ôàãîôîðà (LC3-êîíâåðñèè) (Ko-
uroku et al., 2007).

Äåéñòâèòåëüíî, íàøè äàííûå ïîäòâåðæäàþò ýòî çà-
êëþ÷åíèå. Èíòåðåñíî, ÷òî äåéñòâèå áðåôåëüäèíà À ïðè-
âîäèëî ê ãîðàçäî áîëåå ñóùåñòâåííîìó óâåëè÷åíèþ êîëî-
êàëèçàöèè EEA1- è LC3-âåçèêóë, ÷åì äàæå 36-÷àñîâîå ãî-
ëîäàíèå (ðèñ. 4, â, ã). Ýòîò ðåçóëüòàò ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî EEA1 ìîæåò ó÷àñòâîâàòü â ïðîöåññå ñîçðåâàíèÿ
àóòîôàãîñîì ïðè äåéñòâèè ñèëüíîãî ñòðåññà, êàêîâûì ÿâ-
ëÿåòñÿ äåéñòâèå áðåôåëüäèíà À.

Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ ìîæíî çàêëþ÷èòü,
÷òî ñûâîðîòî÷íîå ãîëîäàíèå íà ïðîòÿæåíèè 12—36 ÷ íå
âûçûâàåò âèäèìûõ èçìåíåíèé íè ìîðôîëîãèè, íè êîëè-
÷åñòâà EEA1-âåçèêóë, à òàêæå ñóùåñòâåííîãî âîçðàñòà-
íèÿ èõ êîëîêàëèçàöèè ñ ìàðêåðîì àóòîôàãîñîì LC3. Ýòî
ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî îáíàðóæåííîå íàìè ðàíåå íà-
ëè÷èå EEA1-âåçèêóë â êëåòêàõ, êóëüòèâèðóåìûõ â óñëî-

âèÿõ ìèíèìàëüíîé ýíäîöèòîçíîé àêòèâíîñòè, íå ñâÿçàíî
ñ èíäóêöèåé â íèõ ïðîöåññà àóòîôàãèè. Áëîêèðîâàíèå
áèîñèíòåòè÷åñêîãî ïóòè, íàïðîòèâ, çíà÷èòåëüíî âëèÿåò
íà ïîïóëÿöèþ EEA1-âåçèêóë, óìåíüøàÿ èõ êîëè÷åñòâî
è óâåëè÷èâàÿ èõ ðàçìåðû. Ýòî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî êàê ñ
áîëüøîé ðîëüþ áèîñèíòåòè÷åñêîãî ïóòè â áèîãåíåçå
EEA1-âåçèêóë, òàê è ñ ðåàêöèåé íà ñòðåññ.

Àâòîðû ãëóáîêî áëàãîäàðíû Â. À. Ïîñïåëîâó (Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ) çà ïðåäîñòàâëåíèå àíòèòåë ê
áåëêó LC3.
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EEA1 CARRYING VESICLES ARE NOT AUTOPHAGOSOMES IN SERUM-DEPRIVED HeLa CELLS
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According to current model, stimulation of EGF-receptor endocytosis results in recruitment onto early en-
dosomes cytosolic tether protein EEA1 necessary for their further fusions. However, EEA1-positive vesicles
are found in the cells not treated with growth factor, that were incubated in serum-free conditions. It is known
also that prolonged serum deprivation induces autophagosomes formation, the process possibly involving endo-
cytic compartments. To check whether EEA1-positive vesicles seen in serum-deprived HeLa cells are autopha-
gosomes, we here evaluated colocalization of EEA1 and autophagosome marker LC3 and studied dynamics of
the EEA1- and LC3-vesicles’ number and size during 12—36 h cell cultivation in serum-free medium. It was
found that the number of autophagosomes per cell is significantly less than the number of EEA1-vesicles. We
show that serum starvation results in increase of only mean autophagosomes’ size, while the number and size of
EEA1-vesicles did not changed. Colocalization of EEA1 and LC3 in serum-free cells was very low during first
12—18 h of starvation and increased insignificantly only by 36 h. Biosynthetic pathway inhibition by Golgi ap-
paratus disruption by brefeldin A, decreased the number and increased the size of EEA1-vesicles. LC3-vesicles
also demonstrated an increase of mean size and growth of colocalization with EEA1. Thus, we conclude that
the majority of EEA1-vesicles in serum-starved cells are not autophagosomes. More pronounced effect of bre-
feldin A indicates that blockade of biosynthetic pathway is more strong stress factor comparing to serum depri-
vation in HeLa cells. This also suggests that this pathway is involved in EEA1-vesicles biogenesis.

K e y w o r d s: EEA1, LC3, early endosomes, serum starvation, autophagosomes, brefeldin A, HeLa cells.
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