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Исследовали влияние разборки микротрубочек нокодазолом и деполимеризации актинового цитоскелета
цитохалазином Д, а также их сочетанного действия на динамику эндоцитоза комплексов эпидермального
фактора роста и его рецептора в клетках HeLa. С помощью конфокальной микроскопии показали, что в
клетках, фиксированных через разные промежутки времени после стимуляции эндоцитоза, на его ранних
стадиях имеет место высокая степень колокализации рецептора с маркером ранних эндосом ЕЕА1, корре-
лирующая с укрупнением эндосом в результате слияний, и перемещение эндосом на более поздних стади-
ях в околоядерную область (ОЯО). Перемещение в ОЯО зависит от микротрубочек. Нокодазол не препят-
ствует формированию эндосом, но блокирует их слияния и перемещение. В то же время разрушение ак-
тиновых микрофиламентов, не нарушая процесса ЕЕА1-зависимых слияний и транспортировки эндосом
в ОЯО, приводит к укрупнению эндосом, препятствуя разделению ранних эндосом и созревших мульти-
везикулярных эндосом. При разрушении обоих типов цитоскелета вновь сформированные рецептор-со-
держащие эндоцитозные пузырьки не укрупняются, не созревают и не перемещаются в ОЯО. Прижизнен-
ная съемка эндосом с ЭФР, связанным с квантовыми точками, подтвердила данные, полученные на фик-
сированных клетках, и позволила проанализировать характер перемещений эндосом. Оказалось, что
редкие периоды быстрого линейного пробега сменяются длительными хаотическими колебаниями в пре-
делах небольшой области, при этом направления линейных пробегов могут быть совершено различными,
а не только в сторону ЦОМТ. Наши данные позволяют предположить, что роль микротрубочек заключа-
ется не только в обеспечении перемещения эндосом, но и в обеспечении платформы для их слияний. Это
предположение может объяснить и кажущиеся хаотичными перемещения эндосом, позволяющие повы-
сить вероятность их контактов и, следовательно, слияний.
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Система тубулиновых микротрубочек и актино-
вых микрофиламентов выполняет в эукариотиче-
ских клетках множество функций – от придания ме-
ханической прочности клетке до участия в ее деле-
нии. В культивируемых эпителиальных клетках
система микротрубочек организована радиально,
имея центр схождения (ЦОМТ) в околоядерной об-
ласти, в непосредственной близости от аппарата
Гольджи и большей части лизосом. В связи с этим
сложилось устойчивое представление об интерфаз-

ных микротрубочках как о “рельсах”, обеспечиваю-
щих перемещения везикул и аггресом на большие
(по меркам клетки) расстояния с помощью мотор-
ных белков. Такая организация позволяет упорядочи-
вать процессы эндоцитоза, в ходе которых везикулы с
грузом, формируемые практически на всей поверхно-
сти плазматической мембраны, могут концентриро-
ваться в околоядерной области (ОЯО), что повышает
вероятность их взаимодействия, в частности, с лизосо-
мами, и увеличивает эффективность деградации гру-
за (Matteoni, Kreis, 1987). Радиальные микротрубоч-
ки также обеспечивают эффективность доставки эк-
зоцитозных пузырьков и секреторных гранул от
транс-сети аппарата Гольджи к плазматической
мембране.

Принятые сокращения: КТ – квантовые точки; ОЯО – около-
ядерная область; ЦОМТ – центр организации микротрубочек;
ЭФР – эпидермальный фактор роста; ЕЕА1 – early endosomal
autoantigen 1; TSA – трихостатин А; ЭФР-КТ – эпидермаль-
ный фактор роста, связанный с квантовой точкой.

УДК 57.085.23:57.044
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Таким образом, за микротрубочками закрепилась
роль основных “транспортных артерий” в клетках
разных типов. В связи с этим в последние годы интерес
исследователей сместился в сторону анализа взаимо-
действия и роли актиновых филаментов в транспорт-
ных процессах (Delevoye et al., 2016; MacDonald et al.,
2018; Muriel et al., 2016), в том числе в ремоделирова-
нии мембран везикул в ходе их слияний, тубуляции
и разделения.

Однако целый ряд вопросов, часто парадоксаль-
ных, остался без ответа. Так, можно считать установ-
ленным, что эндосомы, сформировавшиеся в ходе
рецептор-опосредованного эндоцитоза, перемеща-
ются от периферии в околоядерную область клетки с
помощью моторного белка динеина. По существую-
щим оценкам, динеин развивает скорость, при кото-
рой он способен преодолеть вместе с грузом расстоя-
ние от плазматической мембраны до ОЯО за 1–5 мин
(Минин, Кулик, 2004). Однако на практике это рас-
стояние проходится в среднем за 20–40 мин. Общей
точки зрения на то, чем обусловлен этот “временной
парадокс кластеризации эндосом”, не существует.

Эндоцитоз рецептора ЭФР является классиче-
ской моделью так называемого деградационного пу-
ти (Beguinot et al., 1984; Корнилова и др., 1987). По-
сле связывания ЭФР с рецептором на мембране
формируются везикулы, которые доставляются
ЭФР-рецепторные комплексы в так называемые
ранние эндосомы – популяцию везикул, осуществ-
ляющих сортировку входящих грузов. В ходе этого
процесса часть из них возвращается на мембрану
(рециклирует), тогда как везикулы с направляемыми
на деградацию грузами (ЭФР-рецепторные ком-
плексы в их числе) увеличиваются в размерах за счет
слияния друг с другом. Слияния обеспечиваются за
счет того, что ранние эндосомы несут все белки, не-
обходимые для слияний, в том числе белок заякори-
вания ЕЕА1 (early endosomal autoantigen 1). Этот бе-
лок считают классическим маркером ранних эндо-
сом (Simonsen et al., 1998). В результате слияний
размер эндосом увеличивается, за счет чего создает-
ся избыток мембраны, позволяющий в дальнейшем
формировать внутренние пузырьки эндосом, куда
отсортировываются грузы, которые после слияния с
лизосомами подвергаются деградации (Babst, 2011).
Такие эндосомы с внутренними пузырьками назы-
вают мультивезикулярными телами, и часто рас-
сматривают как поздние эндосомы.

В целом описанный процесс называется созрева-
нием. Зрелые поздние эндосомы теряют способ-
ность сливаться с ранними эндосомами, но могут
взаимодействовать с лизосомами, формируя, со-
гласно работам группы Луцио, гибридные эндолизо-
сомы (Luzio et al., 2001). Таким образом, в ходе эндо-
цитоза рецептор-содержащие эндосомы укрупняют-
ся в размерах на раннем этапе и сливаются с
лизосомами на позднем, перемещаясь при этом из
периферической области клетки в ОЯО.

В настоящей работе, используя нокодазол и ци-
тохалазин Д, деполимеризующие микротрубочки и
актиновые филаменты соответственно, мы рассмот-
рели влияние целостности этих структур на такие ас-
пекты эндоцитоза ЭФР-рецепторных комплексов в
клетках HeLa, как характер перемещения, слияния
(разделения) и созревания рецептор-содержащих
эндосом.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Культивирование клеток. В работе использованы
клетки карциномы шейки матки человека HeLa, по-
лученные из Европейской коллекции клеточных
культур. HeLa, экспрессирующие GFP-α-тубулин
(линия HeLa H5-1), были любезно предоставлены
О.В. Микитась (Институт полиомиелита и вирусных
энцефалитов им. Чумакова, РАМН, Москва). Клет-
ки культивировали в среде ДМЕМ (ПанЭко, Рос-
сия), содержащей 8% фетальной сыворотки (PAA, Ав-
стрия) при 37°С в атмосфере 5% СО2. Для клеток ли-
нии HeLa H5-1 в среду также добавляли 500 мкг/мл
генетицина (G418) (Mediatechnic, США). Клетки
растили до 60–70% монослоя. Для экспериментов с
иммунофлуоресцентным окрашиванием клетки сея-
ли на покровные стекла размером 10 × 10 мм, а для
прижизненной микроскопии – в камеры с тонким
стеклянным дном (Nunclon Surface, Дания).

Лиганды и их производные. Для стимуляции эндо-
цитоза использовали рекомбинантный ЭФР (Sigma-
Aldrich, США) в концентрации 50 нг/мл. Для при-
жизненной микроскопии лиганд метили с помощью
квантовых точек (КТ) на основе CdSe/ZnS, покры-
тых полиэтиленгликолем (с пиками эмиссии в крас-
ной (КТ655) области спектра) и конъюгированных
со стрептавидином (Invitrogen, США). Комплексы
ЭФР-КТ формировали, инкубируя 4 нМ биотини-
лированного ЭФР (Invitrogen, США) c КТ в концен-
трации 1 нМ в среде ДМЕМ, содержащей 0.1% бы-
чьего сывороточного альбумина (БСА) и 20 мМ
HEPES, pH 7.4 (среда А), в течение 30 мин при 4°С,
при постоянном покачивании.

Антитела. Для мечения рецептора ЭФР использо-
вали поликлональные антитела кролика (Cell Signal-
ing, США) в разведении 1 : 100 и моноклональные
мышиные: против α-тубулина (Sigma-Aldrich,
США) в разведении 1 : 2000, против EEA1 (Transduc-
tion Lab, США) в разведении 1 : 1000 и антитела,
узнающие LAMP1 (маркер лизосом) (Abcam, Ан-
глия) в разведении 1 : 200. В качестве вторых антител
использовали GAR-Alexa Fluor 568, GAM-Alexa Flu-
or 488 (Invitrogen, США), GAM-Cy3 (Jackson, США)
в разведении 1 : 500. Антитела разводили в фосфат-
но-солевом буферном растворе (PBS, pH 7.4), содер-
жащем 1% БСА.

Стимуляция эндоцитоза. Использовали схему
предварительного связывания: ЭФР инкубировали с
клетками 60 мин при 4°С для достижения равновес-
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ного связывания лиганда с рецепторами. В таких
условиях интернализация лиганд-рецепторных ком-
плексов не происходит. После отмывки с помощью
PBS не связавшегося лиганда эндоцитоз стимулиро-
вали переводом клеток в среду А, не содержащую
ЭФР, при 37°С на указанное время, что позволяло
инициировать синхронную волну событий.

Ингибиторы. Для деполимеризации МТ клетки
инкубировали в среде А, содержащей 20 мкМ ноко-
дазола (Sigma-Aldrich, США), для стабилизации –
500 нг/мл трихостатина А (TSA) (Sigma-Aldrich,
США). Для разрушения актиновых микрофиламен-
тов использовали цитохалазин Д (Sigma-Aldrich,
США) в концентрации 10 мкМ. Ингибиторы добав-
ляли к клеткам за 30 мин до стимуляции эндоцитоза
по отдельности или в комбинации. Стимуляцию эн-
доцитоза проводили при постоянном присутствии
ингибиторов в рабочей среде.

Иммунофлуоресцентное окрашивание клеток. По-
сле окончания инкубации покровные стекла трижды
промывали PBS, после чего фиксировали 3.6%-ным
раствором формалина (Sigma-Aldrich, США) в PBS в
течение 15 мин при комнатной температуре. Затем
клетки промывали 5 раз по 3 мин раствором PBS и
проводили пермеабилизацию в течение 15 мин при
комнатной температуре раствором 0.5%-ного Три-
тона X-100 в PBS (Sigma-Aldrich, США). Неспеци-
фическое мечение блокировали 1%-м раствором
БСА в PBS в течение 30 мин при комнатной темпера-
туре. Далее клетки инкубировали с первыми антитела-
ми в течение ночи при 4°С. Далее промывали 5 раз по
2 мин раствором PBS. Инкубацию со вторыми анти-
телами проводили 15 мин при 37°С в темноте. Затем
клетки промывали, как описано выше. Препараты
монтировали с использованием глицериновой залив-
ки, содержащей 1% DABCO (Sigma-Aldrich, США).

Лазерная сканирующая конфокальная микроско-
пия. Распределение флуоресцентно меченых белков
в клетках исследовали с помощью лазерных скани-
рующих конфокальных микроскопов Leica TCS SL и
Leica TCS SP5 (Leica Microsystems, Германия) с им-
мерсионным масляным объективом с увеличением
100 × 1.40 или 63 × 1.32. Прижизненные наблюдения
проводили с помощью микроскопа Leica TCS SP5 с
термостатируемой камерой. Зеленую флуоресцен-
цию возбуждали аргоновым лазером (488 нм), крас-
ную – He-Ne-лазером (543 нм). Флуоресценцию на
разных длинах волн сканировали раздельно с помо-
щью программы Leica Confocal Software. Размер
изображения был 1024 × 1024 пикселей, частота ска-
нирования 400–700 Гц. Интервал между съемкой
кадров при прижизненной микроскопии составлял
1.5–3 с. Проводили 2- или 3-кратное усреднение по
линиям.

Анализ и обработка изображений. Полученные
изображения обрабатывали с помощью программы
ImageJ 1.40g (National Institute of Health, США). Для
оценки колокализации использовали плагин JACoP

для ImageJ (Bolte, Cordelières, 2006). В расчет брали
коэффициент Мандерса М1, отражающий долю пик-
селей с красным сигналом, содержащих и зеленый
сигнал, по отношению к общему сигналу с красного
канала (Manders et al., 1993). Для построения треков
эндосом использовался плагин для ImageJ Manual
Tracking (Fabrice Cordeli, Institut Curie, Франция).

Математическая обработка данных по перемеще-
нию эндосом. Для исследования направленных пере-
мещений эндосом их координаты пересчитывали с
целью изменения их ориентации по отношению к
ЦОМТ. При этом строили дополнительную ось 0х′
(между координатой начала движения каждой кон-
кретной эндосомы и ЦОМТ), по отношению к кото-
рой полученные ранее координаты xy преобразовы-
вались по формуле параллельного сдвига и поворота
осей координат:

где: x, y – координаты до преобразования; x', y' – ко-
ординаты после преобразования; a, b – начальные
координаты эндосомы; α – угол поворота оси х.

Статистическая обработка данных. Каждый экс-
перимент проводили как минимум 3 раза. Числовые
данные обрабатывали с помощью программы Micro-
soft Excel. Представленные изображения типичны
для большинства клеток. Для каждой группы анали-
зировали от трех до семи полей (15–30 клеток). На
графиках приведены средние значения с довери-
тельными интервалами.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 1 представлены организация системы

микротрубочек (левая колонка) и типичное распре-
деление эндосом, содержащих рецептор ЭФР в клет-
ках HeLa, через 15 и 90 мин после стимуляции эндо-
цитоза ЭФР (правая колонка). В контроле микротру-
бочки формируют радиальную систему, при этом на
раннем этапе эндоцитоза (15 мин) множество отно-
сительно мелких ярких рецептор-содержащих вези-
кул распределено в подмембранной области клетки.
Через 90 мин общий вид микротрубочек не изменил-
ся, тогда как рецептор ЭФР локализован в крупных
кластерах везикул в ОЯО, а периферические эндосо-
мы практически отсутствуют. При инкубации кле-
ток в присутствии нокодазола (рис. 1, нижняя па-
нель) мы видим полностью деполимеризованные
микротрубочки: тубулин равномерно распределен
по всему объему цитоплазмы. В то же время эндосо-
мы и через 15, и через 90 мин распределены по клет-
ке, при этом их яркость и кажущийся размер незна-
чительно уменьшаются.

Такой же эффект наблюдается при действии но-
кодазола на распределение популяции везикул, не-
сущих маркер ранних эндосом ЕЕА1 (рис. 2): в кон-
троле, в необработанных ЭФР клетках яркие ЕЕА1-

( ) ( )
( ) ( )

' cos sin ,
' sin cos ,
x x a y b

y x a y b
= − α + − α

= − − α + − α
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Рис. 1. Локализация эндосом при стимуляции эндоцитоза рецептора ЭФР в контрольных клетках и при действии 20 мкМ но-
кодазола. Представлены конфокальные изображения клеток, меченных антителами против α-тубулина (левый столбец) и ре-
цептора ЭФР (правый столбец). Эндоцитоз стимулировали добавлением 50 нг/мл ЭФР, как описано в разделе “Материал и
методика”; клетки фиксировали в указанное на рисунке время.

15
 м

ин

Контроль
α-тубулин рЭФР

90
 м

ин

10 мкм

Нокодазол
α-тубулин рЭФР

15
 м

ин
90

 м
ин



360

ЦИТОЛОГИЯ  том 62  № 5  2020

ХАРЧЕНКО и др.

положительные эндосомы локализуются в области
вокруг ядра, тогда как после деполимеризации мик-
ротрубочек они “рассыпаются” по цитоплазме, в ос-
новном по периферии, и их яркость и (или) кажу-
щийся размер уменьшаются.

Эти данные позволяют утверждать, что микро-
трубочки участвуют, во-первых, в позиционирова-
нии EEA1-положительных эндосом и, во-вторых, в
процессе перемещения рецептор-содержащих эндо-
сом из примембранной области в ОЯО. Надо отме-
тить, что наши предыдущие работы, посвященные ди-
намике эндоцитоза рецептора ЭФР подтверждают
представленные данные на рис. 1 и 2 (Kharchenko et al.,
2007; Zlobina et al., 2013). В общем, эти исследования
позволяют предполагать, что формирование около-
ядерных кластеров происходит постепенно и равно-
мерно. Однако объяснить на основе этого представ-
ления временной парадокс кластеризации невоз-
можно.

Поэтому мы обратились к прижизненной съемке
процесса перемещения эндосом, использовав в ка-
честве лиганда ЭФР, связанный с полупроводнико-
выми флуоресцентными нанокристаллами, называ-
емыми квантовыми точками (КТ). Такой лиганд
(ЭФР-КТ), содержащий 4–6 молекул ЭФР на одну
КТ, интересен своей яркостью и фотостабильно-
стью, что особенно важно для прижизненных мик-
роскопических наблюдений. В специально прове-
денных работах мы показали, что ЭФР-КТ интерна-

лизуются только в комплексе с рецептором, и не
вносят каких либо искажений в процессы слияний эн-
досом, формирования мультивезикулярных тел и пе-
ремещений эндосом по микротрубочкам (Salova et al.,
2017, 2016).

Наблюдения за поведением эндосом, меченных
ЭФР-КТ, показали, что характер перемещения ве-
зикул не соответствует равномерному поступатель-
ному однонаправленному движению. На рис. 3
представлены клетки с треками некоторых эндосом,
которые оставались в фокальной плоскости в тече-
ние времени наблюдения. Из этих изображений
видно, что на стадии пребывания ЭФР-КТ в ранних
эндосомах (рис. 3а) основной тип движения – до-
вольно хаотичное перемещение на небольшие рас-
стояния, ограниченное небольшой областью, т.е.
фактически “топтание на месте”. Но даже в тех слу-
чаях, когда отмечали относительно длинные линей-
ные пробеги, их направление отнюдь не соответ-
ствовало перемещению к ЦОМТ. Везикула могла
двигаться параллельно плазматической мембране,
резко изменить направление на противоположное,
остановиться и начать движение под углом 45 градусов
к первоначальному. В любом случае, таких быстрых
перемещений за 7 мин (с 15-ой по 22-ю) наблюдали не-
много, большую часть времени везикулы колебались в
пределах небольших ограниченных областей.

Для наглядности мы представили все треки в из-
мененных координатах: строили дополнительную

Рис. 2. Деполимеризация микротрубочек под действием 20 мкМ нокодазола приводит к уменьшению размера ЕЕА1-везикул
и изменяет их распределение в клетке. Представлены конфокальные изображения клеток, меченных антителами против
EEA1 (верхний ряд) и α-тубулина (нижний ряд).
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ось 0х' между координатой начала движения каждой
конкретной эндосомы (х, y) и ЦОМТ, и эти коорди-
наты преобразовывали по формуле параллельного
сдвига и поворота осей координат, начальная точка
трека соответствовала координатам (0,0). Таким об-
разом, в идеальном случае треки частиц, двигавших-
ся к ЦОТМ, были бы выстроены от нулевой коорди-
наты вдоль оси 0х'. В реальности, из рис. 3в (график)
следует, что такую “целеустремленность” проявля-
ют единичные эндосомы. Тем не менее, на поздних
сроках (40–47 мин, рис. 3б, г) эндосомы все же кла-
стеризуются в ОЯО, и длина линейных пробегов со-
кращается, хотя хаотичность их направления остает-
ся. Все же в общем, можно сказать, что приближение
к ЦОМТ делает эндосомы менее подвижными. Так-
же очевидно, что суммарное расстояние, пройден-
ное везикулой за время съемки, гораздо больше, чем
расстояние, на которое она приближается к ОЯО, и

время, затрачиваемое на образование кластера, бу-
дет существенно превышать то, которое требовалось
бы при линейном строго направленном движении
везикулы, определяемое скоростью перемещения
моторного белка.

Пытаясь интерпретировать подобные данные,
следует учитывать то обстоятельство, что сеть мик-
ротрубочек в использованных нами клетках HeLa,
представляет собой не систему сильно натянутых
строго радиальных прямых трубочек, а скорее дей-
ствительно густую переплетенную сеть, в которой
линейные прямые участки микротрубочек могут на
плюс-концевых участках сильно изгибаться, порой
приобретая кажущуюся “антипараллельность” (How-
ard, Hyman, 2009). К тому же эта сеть трехмерна и от-
дельные участки демонстрируют колебательные дви-
жения, наподобие волн.

Рис. 3. Перемещения эндосом на разных стадиях эндоцитоза в контроле (а–г) и под действием 500 нг/мл TSA (д) и 20 мкМ
нокодазола (е). Эндоцитоз стимулировали в клетках, экспрессирующих α-тубулин-GFP (зеленый цвет), добавлением ЭФР-
КТ (красный цвет), как описано в разделе “Материал и методика”. а, д, е – Результирующие треки перемещения некоторых
эндосом в интервале 15–22 мин после запуска эндоцитоза; е – через 40–47 мин, белыми стрелками указаны эндосомы для
сравнения их кажущихся размеров. в, г – Треки эндосом в координатах, измененных так, что начало трека находится в точке
(0,0), а ось 0x' показывает направление на ЦОМТ (см. “Материал и методика”).
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Таким образом, разнонаправленные движения не
обязательно обеспечиваются участием и динеина, и
кинезина, что предполагается в модели “перетягива-
ния каната” (Welte, 2004). Везикула, движущаяся с
помощью динеина к минус-концу микротрубочки
(т.е. к ЦОМТ), может просто сбиваться другой мик-
ротрубочкой, проходящей поперек ее пути, и эта ве-
зикула попадает в ячейку сети из микротрубочек и
будет находиться там, пока не появится возмож-
ность прикрепиться к свободной молекуле динеина
и проскочить на ней дальше. Она при этом может
прикрепиться и к динеину на другой микротрубоч-
ке, идущей под углом к исходной, или к участку мик-
ротрубочки, делающей петлю и изогнутой так, что
движение все в том же направлении к минус-концу
трубочки кажется движением в противоположную
сторону. В пользу наших рассуждений говорит тот
факт, что в конечном итоге все эндосомы, которые
должны попасть в ОЯО, доставляются туда, несмот-
ря на временные затраты.

Мы проанализировали также, что происходит с
ЭФР-рецепторными комплексами в живых клетках,
в которых микротрубочки разрушены нокодазолом
или стабилизированы ингибитором деацетилазы
HDAC6 (TSA). Как известно, ацетилирование микро-
трубочек связано с их стабилизацией, в результате чего
подавляется процесс динамической нестабильности
их плюс-концов, необходимый для поиска и захвата
отделившихся от мембраны только что сформирован-
ных эндосом (Matsuyama et al., 2002; Deribe et al., 2009;
Lomakin et al., 2009; Gao et al., 2010). На рис. 3д по-
казана клетка, обработанная TSA, на которой нане-
сены треки рецептор-содержащих эндосом через
15–22 мин после стимуляции эндоцитоза. Как мы
показали, несмотря на все сложности перемещения
везикул в контрольных клетках на этом сроке выяв-
ляются длинные линейные пробеги эндосом, часто
направленные к центру клетки. Однако обработка
TSA приводит, во-первых, к формированию запу-
танной сети утолщенных микротрубочек, а, во-вто-
рых, сформированные эндосомы совершают только
незначительные перемещения параллельно плоско-
сти мембраны в довольно ограниченных областях.
Следует отметить, что сами эндосомы в этом случае
гораздо крупнее контрольных, что говорит о воз-
можности слияний эндосом, но невозможности за-
висимых от микротрубочек перемещений в условиях
их стабилизации.

В случае же разборки микротрубочек нокодазо-
лом (рис. 3е) мы видим лишь колебательные под-
мембранные движения эндосом, при том, что сами
они очень маленькие. Поскольку в обоих случаях мы
не затрагивали сеть коритикального актина, можно
предположить, что актиновые филаменты могут в
какой-то мере поддерживать движение, но не ли-
нейное, а хаотичное, и также способны поддержи-
вать слияния эндосом в присутствии стабильных
микротрубочек, тогда как при их деполимеризации
ни длинные перемещения, ни слияния невозможны.

Наши данные говорят в пользу того, что микро-
трубочки могут быть не только рельсами, по кото-
рым движутся эндосомы, но и платформами, даю-
щими точки опоры для мембранных структур при их
взаимодействии. Чтобы проверить это предположе-
ние, мы проанализировали поведение эндосом на
разных стадиях эндоцитоза, включая стадию их наи-
более интенсивных слияний (рис. 4) Видно, что в
контроле через 15 мин после стимуляции эндоцитоза
мелкие рецептор-содержащие везикулы колокализо-
ваны с ЕЕА1-положительными везикулами, что сви-
детельствует о начале процессов слияния и укрупне-
ния эндосом. Действительно, через 30 мин видны
укрупненные эндосомы, тогда как с 60-ой мин эти
крупные эндосомы уже не колокализуются с ЕЕА1. В
клетках, предобработанных нокодазолом, рецептор-
содержащие везикулы формируются (как уже было по-
казано на рис. 3) и даже колокализуются с ЕЕА1, но
никакой динамики в дальнейшем не наблюдается – в
отсутствие микрорубочек эндосомы так и остаются
мелкими и не укрупняются, даже несмотря на ча-
стичную колокализацию с EEA1.

В присутствии цитохалазина Д, т.е. в условиях, ко-
гда актиновые филаменты не функционируют, а мик-
ротрубочки интактны, даже на ранних сроках наблю-
дается укрупнение везикул, причем через 15 мин мы
видим еще не очень большие рецепторные везику-
лы, но существенно увеличенные ЕЕА1-позитивные
ранние эндосомы. В дальнейшем процесс слияний
только усиливается, приводя к формированию всего
нескольких, но очень крупных рецептор- и ЕЕА1-
позитивных эндосом. Если эндоцитоз стимулирует-
ся в отсутствие интактных микротрубочек и актино-
вых нитей, то колокализация рецептор-содержащих
везикул с ЕЕА1 лишь к 90-й мин после стимуляции
превышает контроль.

На рис. 5а представлена динамика колокализа-
ции рецептора ЭФР и ЕЕА1, полученная на основе
обработки результатов экспериментов, аналогичных
описанному выше. Мы оценивали степень колока-
лизации, используя коэффициент Мандерса, соот-
ветствующий доле пикселей изображения, содержа-
щих сигнал в красном канале (рецептор ЭФР) и в зе-
леном канале (ЕЕА1) по отношению к общему
количеству пикселей с красным сигналом. Согласно
этим расчетам, степень колокализации рецептора
ЭФР с EEA1 максимальна через 15–30 мин после
стимуляции эндоцитоза, а затем (через 60 мин) резко
снижается. В параллельных экспериментах, изобра-
жения которых не представлены в этой статье, мы
определяли колокализацию рецептора ЭФР с марке-
ром лизосом Lamp1 (рис. 5б) и показали ее увеличе-
ние к 60 мин после стимуляции эндоцитоза. При
действии нокодазола колокализация с ЕЕА1 была
исходно меньше, чем в контроле, при этом она слег-
ка увеличивалась к 30-ой мин, возможно, за счет
примембранных слияний, и далее не изменялась,
оставаясь на уровне более высоком, чем в контроле.
Действительно, на рис. 4 видно, что везикулы как бы
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“замерли” на стадии формирования ранних двудо-
менных структур, локализованных вблизи от плаз-
матической мембраны. Практически полное отсут-
ствие колокализации с Lamp1 говорит о том, что со-
зревания эндосом в этом случае действительно не
происходит.

Разрушение актиновых нитей цитохалазином Д
при интактных микротрубочках демонстрирует вы-
сокую степень колокализации, уменьшающуюся
только после 60-ой мин и не достигающую к 90-ой
мин контрольного уровня, что подтверждает наше
предположение о важности актиновых филаментов
для сегрегации ранних эндосом и мультивезикуляр-
ных тел. Совместное же действие нокодазола и цито-
халазина Д демонстрирует очень низкую степень ко-
локализации двух сигналов, что говорит о том, что
упорядоченного процесса слияния и созревания эн-
досом и их разделения на поздних этапах не проис-
ходит.

Таким образом, наши данные говорят о том, что и
микротрубочки, и актиновые нити способны под-
держивать слияния везикул эндоцитозного пути, од-
нако такой эффект актиновых филаментов проявля-
ется лишь на начальной стадии в отсутствие микро-
трубочек или при их неспособности захватывать
только что сформированные рецептор-содержащие
везикулы. Если же при нефункциональных актино-
вых филаментах в клетке присутствуют микротру-
бочки, то слияния продолжаются гораздо дольше и
приводят к более значительному укрупнению вези-
кул, чем в контроле.

Кроме того, показано, что микротрубочки участву-
ют в слиянии аутофагосом с эндосомами (Köchl et al.,
2006). Таким образом, микротрубочки являются
первичным элементом цитоскелета с точки зрения
обеспечения слияний, тогда как в норме функция
филаментов заключается в отделении сформировав-
шихся мультивезикулярных тел от ЕЕА1-позитивных
ранних эндосом, делая возможным их дальнейшую
доставку в лизосомы и деградации ЭФР-рецепторных
комплексов. Действительно, участие высокодина-
мичных Arp2/3-зависимых актиновых сетей в ис-
кривлении, тубуляции мембран и в процессах разде-
ления мембранных структур были показы в ряде ра-
бот (Derivery et al., 2009).

Вполне вероятно, что процессы сближения и сли-
яния везикул, как и их разделения, заключающиеся
в реорганизации и объединении мембранных слоев в
первом случае и их разрыва во втором, требуют фик-

сации взаимодействующих структур на определен-
ное время на некой платформе, которой выступают
микротрубочки, и эта их роль столь же важна, как и
роль путей сообщения. С точки зрения этого пред-
положения, становится понятным и кажущийся ха-
отичным способ-зависимого от микротрубочек пе-
ремещения везикул по клетке. Действительно, в слу-
чае непрерывного равномерного направленного
движения по трубочкам вероятность контактов меж-
ду эндосомами (учитывая соотношения их размера и
масштаба клетки) была бы очень низка, однако ка-
жущееся хаотичным движение с множеством оста-
новок существенно повышает шанс таких взаимо-
действий.
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Рис. 5. Колокализация рецептора ЭФР и с маркерами
ранних эндосом (EEA1, а) и лизосом (Lamp1, б) в ходе эн-
доцитоза в контроле и при действии 20 мкМ нокодазола
(Нок) и (или) 10 мкМ цитохалазина Д (ЦитД). Колокали-
зацию оценивали с помощью коэффициента Мандерса
M1 (Коэф. Мандерса) (доля пикселей, содержащих сиг-
нал рецептора ЭФР и EEA1/Lamp1, по отношению к об-
щему сигналу рецептора ЭФР).
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Рис. 4. Локализация рецептора ЭФР и ЕЕА1 в ходе эндо-
цитоза в контроле и при действии 20 мкМ нокодазола и
(или) 10 мкМ цитохалазина Д. Показаны совмещенные
изображения клеток, меченных антителами против ЕЕА1
(зеленый цвет) и рецептора ЭФР (красный цвет). Рамкой
выделены участки, представленные в увеличенном мас-
штабе справа от каждого изображения для всех случаев.
Эндоцитоз стимулировали добавлением 50 нг/мл ЭФР,
клетки фиксировали в указанное на рисунке время.



ЦИТОЛОГИЯ  том 62  № 5  2020

МИКРОТРУБОЧКИ И АКТИНОВЫЕ ФИЛАМЕНТЫ УЧАСТВУЮТ В ОБЕСПЕЧЕНИИ 365

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Авторы заявляют об отсутствии экспериментов с уча-
стием животных или людей.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
Корнилова Е.С., Соркин А.Д., Никольский Н.Н. 1987. Дина-

мика компартментализации эпидермального фактора
роста в клетках А431. Цитология. Т. 29. № 8. С. 904.
(Kornilova E.S., Sorkin A.D., Nikol’ski  N.N. 1987.Com-
partmentalization dynamics of the epidermal growth factor
in A431 cells. Tsitologiya. V. 29. № 8. P. 904.)

Минин А.А., Кулик А.В. 2004. Внутриклеточный транспорт.
Принципы регуляции. Успехи биол. химии. Т. 44.
С. 225. (Minin A.A., Kulik A.V. 2004. Intracellular trans-
port. Principles of regulation. Uspekhi Biol. Khimii. V. 44.
P. 225.)

Babst M. 2011. MVB vesicle formation: ESCRT-dependent,
ESCRT-independent and everything in between. Curr.
Opin. Cell Biol. V. 23. P. 452.

Beguinot L., Lyall R.M., Willingham M.C., Pastan I. 1984.
Down-regulation of the epidermal growth factor receptor
in KB cells is due to receptor internalization and subse-
quent degradation in lysosomes. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. V. 81. P. 2384.

Bolte S., Cordelières F.P. 2006. A guided tour into subcellular
colocalization analysis in light microscopy. J. Microsc.
V. 224. P. 213.

Delevoye C., Heiligenstein X., Ripoll L., Gilles-Marsens F., Den-
nis M.K., Linares R,A, Derman L., Gokhale A., More l. E.,
Faundez V., Marks M.S., Raposo G. 2016. BLOC-1 brings
together the actin and microtubule cytoskeletons to gener-
ate recycling endosomes. Curr. Biol. V. 26. P. 1.

Deribe Y.L., Wild P., Chandrashaker A., Curak J., Schmidt M.H.H.,
Kalaidzidis Y., Milutinovic N., Kratchmarova I., Buerkle L.,
Fetchko M.J., Schmidt P., Kittanakom S., Brown K.R., Ju-
risica I., Blagoev B. et al. 2009. Regulation of epidermal
growth factor receptor trafficking by lysine deacetylase
HDAC6. Sci. Signal. V. 2. P. ra84.

Derivery E., Sousa C., Gautier J.J., Lombard B., Loew D.,
Gautreau A. 2009. The Arp2/3 activator WASH controls
the fission of endosomes through a large multiprotein
complex. Dev. Cell. V. 17. № 5. P. 712–723.

Gao Y., Hubbert C.C., Yao T.-P. 2010. The microtubule-associ-
ated histone deacetylase 6 (HDAC6) regulates epidermal
growth factor receptor (EGFR) endocytic trafficking and
degradation. J. Biol. Chem. V. 285. P. 11219.

Howard J., Hyman A.A. 2009. Growth, f luctuation and switch-
ing at microtubule plus ends. Nat. Rev. Mol. Cell Biol.
V. 10. P. 569.

Kharchenko M.V., Aksyonov A.A., Melikova M.M., Kornilova E.S.
2007. Epidermal growth factor (EGF) receptor endocytosis
is accompanied by reorganization of microtubule system in
HeLa cells. Cell Biol. Int. V. 31. P. 349.

Köchl R. Hu X.W., Chan E.Y., Tooze S.A. 2006. Microtubules
facilitate autophagosome formation and fusion of autopha-
gosomes with endosomes. Traffic. V. 7. P. 129.

Lomakin A.J, Semenova I., Zaliapin I., Kraikivski P., Nadezhdi-
na E., Slepchenko B.M., Akhmanova A., Rodionov V. 2009.
CLIP-170-dependent capture of membrane organelles by
microtubules initiates minus-end directed transport. Dev.
Cell. V. 17. P. 323.

Luzio J.P., Mullock B.M., Pryor P.R., Lindsay M.R., James D.E.,
Piper R.C. 2001. Relationship between endosomes and ly-
sosomes. Biochem. Soc. Trans. V. 29. P. 476.

MacDonald E., Brown L., Selvais A., Liu H., Waring T., New-
man D., Bithell J., Grimes D., Urbé S., Clague M.J., Zech T.
2018. HRS–WASH axis governs actin-mediated endoso-
mal recycling and cell invasion J. Cell Biol. V. 217. P. 2549.

Manders E.M.M., Verbeek F.J., Aten J.A. 1993. Measurement of
co-localization of objects in dual-colour confocal images.
J. Microsc. V. 169. P. 375.

Matsuyama A. Shimazu T., Sumida Y., Saito A., Yoshimatsu Y.,
Seigneurin-Berny D., Osada H., Komatsu Y., Nishino N.,
Khochbin S., Horinouchi S., Yoshida M. 2002. In vivo desta-
bilization of dynamic microtubules by HDAC6-mediated
deacetylation. EMBO J. V. 21. P. 6820.

Matteoni R., Kreis T.E. 1987. Translocation and clustering of
endosomes and lysosomes depends on microtubules.
J. Cell Biol. V. 105. P. 1253.

Muriel O., Tomas A., Scott C.C., Gruenberg J. 2016. Moesin and
cortactin control actin-dependent multivesicular endo-
some biogenesis. Mol. Biol. Cell. V. 27. P. 3305.

Salova A.V., Belyaeva T.N., Leontieva E.A., Zlobina M.V.,
Kharchenko M.V., Kornilova E.S. 2016. Quantum dots im-
plementation as a label for analysis of early stages of EGF
receptor endocytosis: A comparative study on cultured
cells. Oncotarget. V. 7. P. 6029.

Salova A. V., Belyaeva T.N., Leontieva E.A., Kornilova E.S. 2017.
EGF receptor lysosomal degradation is delayed in the cells
stimulated with EGF-Quantum dot bioconjugate but earli-
er key events of endocytic degradative pathway are similar
to that of native EGF. Oncotarget. V. 8. P. 44335.

Simonsen A., Lippé R., Christoforidis S., Gaullier J.M., Brech A.,
Callaghan J., Toh B.H., Murphy C., Zerial M., Stenmark H.
1998. EEA1 links PI(3)K function to Rab5 regulation of
endosome fusion. Nature. V. 394. P. 494.

Welte M.A. 2004. Bidirectional transport along microtubules.
Curr. Biol. V. 14. P. 525.

Zlobina M.V., Kharchenko M.V., Kornilova E.S. 2013. Analysis
of EGF receptor endocytosis dynamics based on semi-
quantitative processing of confocal immunofluorescent
images of fixed cells. Cell Tiss. Biol. V. 7. P. 382.

�ι



366

ЦИТОЛОГИЯ  том 62  № 5  2020

ХАРЧЕНКО и др.

MICROTUBULES AND ACTIN FILAMENTS ARE INVOLVED IN FACILITATING 
OF FUSIONS AND FISSIONS OF VESICLES OF EGF-RECEPTOR COMPLEXES’ 

ENDOCYTIC PATHWAY
M. V. Kharchenkoa, *, M. V. Zlobinaa, c, R. S. Kamentsevaa, and E. S. Kornilovaa, b
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Effect of microtubule depolymerization by nocodazole and actin cytoskeleton disassembly by cytochalazine D alone
and in combination, on the dynamics of endocytosis of epidermal growth factor receptor complexes with EGF
(EGF-R) in HeLa cells was studied. The use of confocal microscopy on the cells fixed at different time intervals after
stimulation of endocytosis showed that at the early stages there is a high degree of the receptor colocalization with
early endosome marker EEA1, which correlates with enlargement of the endosomes as a result of fusions, and the
movement of endosomes at later stages to the perinuclear region (PR). Translocation to PR depends on microtu-
bules. Nocodazole does not prevent endosomes’ formation, but blocks their fusions and movement. At the same
time, the destruction of actin microfilaments, without disturbing the process of EEA1-dependent fusions and the
transport of endosomes in the PR, leads to enlargement of endosomes, preventing the separation of early endosomes
and mature multivesicular endosomes. With the destruction of both types of cytoskeleton, the newly formed recep-
tor-containing endocytic vesicles do not enlarge, do not mature and do not move to the PR. Live imaging of endo-
somes using EGF-quantum dots complexes confirmed the data obtained on fixed cells and allowed us to analyze the
nature of the movements of endosomes. It turned out that rare periods of fast linear runs alternates with more fre-
quent periods of chaotic oscillations within a small area. The directions of linear paths can be different, and not just
in the direction of MTOC. Our data suggest that the role of MT is not only to facilitate endosomes’ movements, but
also to provide a platform for their fusion and fissions. This assumption can also explain the seemingly chaotic move-
ments of endosomes, which increase the probability of their contacts and, therefore, fusions.

Keywords: EGF receptor, endocytosis, endosomes, fusion, ЕЕА1, microtubules, microfilaments, nocodazole, cyto-
chalazine D



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


