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GTPaзы Rab ‒ главные регуляторы мембранного трафика. Профилирование протеома выявило де-
сятки белков Rab, ассоциированных с липидными каплями (LD), но установлены функции лишь
некоторых из них. Белок Cidec, которым обогащены участки контактов LD‒LD, опосредует слия-
ние и рост LD. Нами изучена роль Rab3D в хранении липидов в адипоцитах. Подтверждено, что
уровень транскриптов Rab3D в адипоцитах выше, чем у других членов семейства Rab3; различия
были наиболее выраженными в белой жировой ткани. Более того, нами показано, что Rab3D спо-
собствует дозозависимому росту LD в преадипоцитах 3T3-L1 независимо от опосредованного Cidec
слияния LD. Наконец, подтверждено, что GTP-связанная форма Rab3D способствует росту LD; в
ходе дифференцировки адипоцитов эта форма транслоцируется в LD из других везикул. Напротив,
Rab3D-GDP остается в цитоплазме и не влияет на размеры LD. Получены данные, доказывающие
участие Rab3D в контролируемом образовании крупных LD в адипоцитах. Можно заключить, что
Rab3D ‒ это новый регулятор LD, свойства которого отличаются от свойств идентифицированных
ранее белков Rab18 и Rab8a, ассоциированных с LD.
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ВВЕДЕНИЕ

Липидные капли (LD) ‒ высокодинамичные
субклеточные органеллы, обнаруженные у раз-
ных организмов ‒ от дрожжей до млекопитаю-
щих [1]. LD состоят из нейтрального липидного
ядра, окруженного монослоем фосфолипидов и
ассоциированных белков [2, 3]. LD претерпевают
динамические изменения, включающие биоге-
нез, слияние/рост и деградацию [4‒6]. Биогенез
LD инициируется de novo в эндоплазматическом
ретикулуме (ER) [7, 8]. Рост индивидуальных LD
достигается несколькими путями. Во-первых, LD
приобретают нейтральные липиды из ER. Во-
вторых, LD могут синтезироваться in situ поверх-
ностными белками LD, такими как DGAT2 [9].
Наконец, рост LD может определяться их слия-
нием, опосредуемым CIDE. Cайты контактов
LD‒LD обогащены индуцируемым клеточной
смертью эффекторным белком, подобным фак-
тору 45 фрагментации ДНК (CIDE), который

участвует в слиянии и росте LD посредством пе-
реноса липидов от мелких LD к более крупным
[10‒12]. Белки CIDE включают Cidea, Cideb и
Cidec [13‒17]: Cidea экспрессируется преимуще-
ственно в бурой жировой ткани (BAT) [18, 19],
Cideb – в печени [20‒22], а Cidec почти исключи-
тельно в белой жировой ткани (WAT) [23‒25]. Ката-
болизм LD включает гидролиз и/или аутофагию.
Гидролиз LD опосредуется клеточными липаза-
ми, которые катализируют расщепление триаци-
лглицерина и его метаболитов. Аутофагия LD это
процесс деградации, в котором LD поглощаются
аутофагосомой, которая затем сливается с лизо-
сомой с образованием аутолизосомы [3, 26, 27].

Малые GTPaзы Rab играют важные роли в
транспорте везикул и динамике мембран [28‒31].
Активность белков Rab регулируется специфич-
ными активирующими GTPазы белками (GAP),
факторами обмена гуаниновых нуклеотидов
(GEF), нижележащими эффекторами. GDP-свя-
занный Rab трансформируется в GTP-форму под
действием мембраноспецифичного GEF, тогда
как GTP-связанная форма Rab превращается в
Rab-GDP под действием GAP [32, 33]. Большин-
ство белков Rab активны в GTP форме и взаимо-

1 Статья представлена авторами на английском языке.
2 Дополнительная информация для этой статьи доступна по

doi 10.31857/S0026898422040140 для авторизованных поль-
зователей.
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действуют с широким кругом эффекторов [34].
Особенности функционирования белков Rab
(циклическое чередование включенных “on” и
выключенных “off” состояний) ведет лишь к вре-
менному взаимодействию с эффекторами, которое
сложно фиксировать.

К настоящему времени идентифицированы
многие ассоциированные с LD Rab GTPaзы
[35‒37]. Однако лишь некоторые из них верифи-
цированы функционально. Среди них наиболее
хорошо охарактеризован ассоциированный с LD
белок Rab18, который способствует росту LD за
счет привязки ER к LD [38‒41]. Rab8a служит ак-
тиватором опосредуемого Cidec слияния LD в
адипоцитах [42]. Мутанты Rab32 с потерей функ-
ции снижают запасы липидов, нарушая аутофа-
гию у Drosophila [43]. Истощение Rab40c умень-
шает размеры LD, тогда как сверхэкспрессия
Rab40c индуцирует кластеризацию LD [44]. Rab7
незаменим для деградации LD в гепатоцитах пу-
тем липофагии [45]. Получены также косвенные
свидетельства того, что Rab1 и 5 взаимодействуют
с LD [46‒48]. Подсемейство Rab3 включает четы-
ре гомологичных белка ‒ Rab3A, Rab3B, Rab3C и
Rab3D [49]. Rab3A, Rab3B и Rab3C экспрессиру-
ются преимущественно в головном мозге и ней-
роэндокринных клетках и локализуются исклю-
чительно в синаптических везикулах [50]. Тем
не менее, Rab3D сначала идентифицировали в
адипоцитах и показали постепенное повыше-
ние его экспрессии по мере дифференцировки
адипоцитов [51, 52]. Белок Rab3D обильно пред-
ставлен в нескольких других не нейронных тканях,
включая поджелудочную и околоушную железу
[52‒56].

В настоящей работе определены уровни экс-
прессии четырех представителей семейства Rab3
в адипозных тканях, проанализировано действие
Rab3D на рост LD. Кроме того, нами проведен
анализ субклеточной локализации Rab3D в пре- и
зрелых адипоцитах 3T3-L1. Полученные нами дан-
ные указывают на важную роль Rab3D в развитии
адипоцитов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Животные, культуры клеток и временная транс-
фекция. Mышей, использованных в работе, со-
держали в контролируемых условиях (температу-
ра 22°C, 12-часовой цикл день/ночь) со свободным
доступом к воде и стандартному сбалансированно-
му корму для грызунов. Опыты проводили в вива-
рии Университета Tsinghua (Пекин, КНР). Про-
ведение опытов одобрено Комитетом по обраще-
нию с животными университета Tsinghua.

Преадипоциты 3T3-L1 (ATCC, Manassas, США)
культивировали в среде Игла, модифицирован-
ной Дульбекко (DMEM), с 10% фетальной сыво-

ротки крупного рогатого скота (FBS) и антибио-
тиками (100 Ед./мл пенициллина и 100 Ед./мл
стрептомицина) при 37°C в камерах с 5% CO2. Ли-
ния клеток Hela со стабильной экспрессией Cidec
получена в подарок от Feng-Jung Chen (Fudan
University, КНР).

Зрелые адипоциты 3T3-L1 получали из пре-
адипоцитов ранних генераций согласно протоко-
лу ATCCl. Через 48 ч после достижения 100%-ной
плотности среду заменяли индукционной средой
(к исходной среде добавляли 1 мкг/мл инсулина,
1 мкМ розиглитазона, 1 мкM дексаметазона и
0.5 мкM метилизобутирилксантина) и инкубиро-
вали в течение 48 ч, а затем заменяли поддержи-
вающей средой (содержащей только 1 мкг/мл ин-
сулина) и продолжали индуцировать в течение
6‒8 дней, с заменой среды каждые 2 дня.

Транзиентную трансфекцию клеток HeLa
плазмидами проводили, используя Lipofectamine
3000 (“Invitrogen”, США) согласно инструкции
производителя. Электропорацию преадипоци-
тов 3T3-L1 и зрелых адипоцитов выполняли, ис-
пользуя систему Amaxa Nucleofector II (“Lonza”,
Швейцария), согласно инструкции производите-
ля. Образование LD в преадипоцитах 3T3-L1 и
клетках Hela индуцировали, добавляя к среде
200 мкM олеиновой кислоты (OA) (в комплексе с
1%-ным бычьим сывороточным альбумином, сво-
бодным от жирных кислот (BSA), в дважды ди-
стиллированной H2O) и выдерживали в течение
18 ч вместе с красителем LD Bodipy-C12.

Экстракция РНК и количественная ПЦР в ре-
альном времени (qRT-PCR). qRT-PCR проводили,
как описано ранее [57]. Сначала из клеток одной
чашки диаметром 6 см с использованием реагента
TRIzol выделяли суммарную РНК (1.0 мл) (“Invi-
trogen”). Затем проводили синтез первой цепи
кДНК с 1 мкг суммарной РНК с использованием
набора Superscript Reversal Kit (“Invitrogen”) по
протоколу производителя. qRT-PCR проводили с
SYBR Green Master Mix (“Applied Biosystems”,
США) на приборе ABI 7500 f luorescent quantitative
PCR. Использовали следующие условия ПЦР:
95°C, 30 с (1 цикл); затем 95°C, 5 с и 60°C, 30 с
(40 циклов), в конце проводили анализ кривой
плавления. В качестве внутреннего контроля
выбраны праймеры на β-актин. Относительный
уровень экспрессии генов рассчитывали мето-
дом 2–ΔΔCT. Нуклеотидные последовательности
праймеров показаны в табл. 1.

Конструирование плазмид. кДНК, кодирую-
щую Rab3D мыши, клонировали в векторе экс-
прессии для клеток млекопитающих pEGFP-C1
(“Clontech”, США). Мутанты Rab3D с блокиро-
ванными сайтами связывания GTP и GDP (Q81L
или N135I) синтезировали путем сайт-направлен-
ного мутагенеза pEGFP-Rab3D, как описано ра-
нее [58]. Полноразмерную кДНК, кодирующую
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перилипин (Plin1), субклонировали в вектор pm-
Cherry-N1 (“Clontech”), как описано ранее [59].
Все полученные конструкции верифицированы с
помощью секвенирования ДНК (см. рис. S1, S2
Приложения, см. Дополнительные материалы на
сайте http://www.molecbio.ru/downloads/2022/4/
supp_Wang_rus.pdf).

Флуоресцентный имиджинг. Клетки культиви-
ровали на покровных стеклах, промывали 3 раза
PBS, фиксировали 4%-ным параформальдегидом
в течение 20 мин. Проводили еще один раунд из
трех промывок, а затем клетки окрашивали
Bodipy493/503 (разведение 1 : 200) в течение
30 мин и Hoechest 33258 (1 : 10000) в течение
10 мин. Изображения получали на конфокальном
микроскопе сверхвысокого разрешения Nikon A1
при ×100 увеличении с иммерсионным маслом.
Диаметры LD измеряли, используя программу
ImageJ и анализировали с помощью программы
Graphpad Prism 5.0.

Анализ иммуноблотов. Вестерн-блотинг прово-
дили, как описано ранее [57]. Эксперименталь-
ные образцы лизировали в буфере RIPA и денату-
рировали при 95°C в течение 10 мин. Затем образ-
цы белков разделяли с помощью электрофореза в
10%-ном SDS-ПААГ и переносили на PVDF-
мембрану. Мембрану блокировали в свежеприго-
товленном растворе PBST, содержащем 5% обез-
жиренного сухого молока (Yili), в течение 1 ч и
инкубировали с антителом к GFP (1 : 1000) (“San-
ta Cruz Biotechnology”, sc-8334, США) при 4°C.
После этого мембрану отмывали PBST (3 раза по
5 мин) и инкубировали с меченными пероксида-
зой хрена вторичными антителами при комнат-
ной температуре в течение 1 ч. Наконец, после
еще трех отмывок полосы визуализировали с по-
мощью Western Lightning Plus-ECL (“Perkin-
Elmer”, США). В качестве контроля использова-
ли IgG к β-актину мыши (“Sigma-Aldrich”, A5441,
США). Антитела морской свинки к перилипину 1

(20R-pp004) получали от “Fitzgerald Industries”
(США).

Статистика. Результаты по меньшей мере трех
независимых опытов анализировали и представ-
ляли графически с использованием Graphpad
Prism 5.0. Результаты опытов представляли как
среднее значение ± стандартное отклонение. Для
сравнения значимости различий между группами
использовали t-тест, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Rab3D активно экспрессируется в WAT

Для определения паттернов экспрессии четы-
рех членов подсемейства Rab3 в разных жировых
тканях экстрагировали РНК из четырех типов
тканей мыши, а именно из белого жира гонад
(gWAT), подкожного белого жира (sWAT), белого
жира брыжейки (mWAT) и бурого жира (BAT).
Методом qRT-PCR во всех четырех жировых тка-
нях выявлен наиболее высокий уровень экспрес-
сии мРНК Rab3d, затем следует Rab3a, тогда как
транскрипты Rab3b и Rab3c в белом жире слабо
экспрессируются (рис. 1). Кроме того, транскрип-
ты Rad3d экспрессируются на одинаковом уровне
во всех трех типах WAT и немного менее активно в
BAT, но различия были незначимыми (P > 0.05).
Таким образом, представитель подсемейства Rab ‒
Rab3d, в наибольшей степени ассоциирован с
WAT. Поэтому дальнейшая работа была сфокуси-
рована преимущественно на изучении функции
белка Rab3d (рис. 1).

Rab3D способствует росту LD
в преадипоцитах 3T3-L1

Для мониторинга динамики роста LD под дей-
ствием ОА (индуктор накопления LD), преадипо-
циты 3T3-L1 в шестилуночном планшете транзи-
ентно трансфицировали pEGFP-C1-Rab3D или
плазмидой pEGFP-C1 без вставки (1 мкг/лунку).

Tаблица 1. Праймеры для qRT-PCR, использованные в работе

Праймер Нуклеотидная последовательность (5′ → 3′)

β -Actin ACACTGTGCCCATCTACGAG
CAGCACTGTGTTGGCATAGAG

Rab3a CTCCAGCCTTTGTCAGCACCGT
CAACTGACAACTGTGGACGGGAT

Rab3b CCTCCTTCCTTTTCCGCTATG
TCACACGCTTCTCATGGCG

Rab3c CTGTTCCGTTATGCCGACGAT
CCCCTCGATAGTAGGCTGTG

Rab3d ATGGCATCCGCTAGTGAGC
TCGGTAGACCGTCTTGACCTT
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Показано, что белок Rab3D локализован преиму-
щественно вокруг LD (рис. 2a). Кроме того, мы
систематически определяли размеры самых круп-
ных LD в клетках дикого типа или в клетках,
сверхэкспрессирующих Rab3D, после обработ-
ки OA. В контрольных клетках большинство LD
имели диаметр около 1 мкм, тогда как средний
диаметр LD в группе Rab3D был почти в 2 раза
больше, чем в контроле (Р < 0.05) (рис. 2б). С уве-
личением концентрации трансфицируемой ДНК
Rab3d происходит дальнейшее увеличение соот-
ветствующих LD (рис. 2в, г). Это свидетельствует
о дозозависимой стимуляции роста LD в преади-
поцитах 3T3-L1 под действием Rab3D.

LD-стимулирующая активность Rab3D не зависит 
от опосредованного Cidec слияния LD

Поскольку Rab3D более активно экспрессиру-
ется в WAT, чем в BAT, и способен стимулировать
рост LD, мы предположили, что он может участ-
вовать в опосредуемом Cidec слиянии и росте LD.
Чтобы исключить влияние других компонентов,
мы ввели Rab3D в клетки Hela дикого типа или в
стабильные линии клеток, сверхэкспрессирую-
щих Cidec. Для индукции образования LD клетки
Hela каждой группы стимулировали также обра-
боткой OA. В отличие от преадипоцитов 3T3-L1,
в клетках Hela Rab3D локализовался преимуще-
ственно в участках контактов с LD, а добавление
белка Cidec не влияло на его локализацию (рис. 3a,
в). Согласно количественным данным, Rab3D не
регулирует размер LD в клетках Hela дикого типа
(рис. 3б). В клетках Hela со стабильной экспрес-
сией Cidec этот белок стимулировал образование
более крупных LD, средний диаметр которых был
почти в 4 раза больше, чем в клетках дикого типа,

что свидетельствует о функционировании про-
цессов слияния и роста LD в этой стабильной
клеточной линии Hela. Добавление Rab3D, к со-
жалению, не влияет на размер LD (рис. 3г). Кроме
того, опыты по коиммунопреципитации подтвер-
дили, что взаимодействие между Rab3D и Cidec
(данные не приведены). Эти данные свидетель-
ствуют о том, что Rab3D стимулирует образова-
ние крупных LD не с помощью опосредуемого
Cidec слияния LD, а с использованием других не-
известных процессов.

GTP-связанный Rab3D действует как активатор 
роста LD в преадипоцитах 3T3-L1

Исходя из свойств белков Rab (цикличное че-
редование “активного” GTP-связанного и “неак-
тивного” GDP-связанного состояния), мы ис-
пользовали сайт-направленный мутагенез для
Rab3D в GDP- или GTP-связанной форме. Ранее
было показано, что замена глутамина (Q) в поло-
жении 81 на лейцин (L) приводит к конформации
Rab3D-GTP, тогда как замещение аспарагина (N)
в положении 135 изолейцином (I) приводит к ста-
билизации мутанта Rab3D-GDP. Поэтому мы
сконструировали специфические мутанты Rab3D
и экспрессировали их в виде белков, слитых с зе-
леным флуоресцентным белком (EGFP). Показа-
но, что Rab3D-GDP локализован в цитоплазме,
тогда как Rab3D-GTP находится преимущественно
в других везикулах, но не в структурах LD (рис. 4a).
Это подтверждено путем котрансфекции с пери-
липином 1 (plin1) – специфическим маркером
поверхности LD. Rab3D-GTP, коэкспрессируе-
мый с plin1-cherry, не колокализуется с plin1
(рис. 4б). В целом это указывает на различия в
субклеточной локализации разных форм Rab3D;

Рис. 1. Паттерны экспрессии разных генов Rab3 в жировых тканях мыши. qRT-PCR-анализ транскриптов Rab3a–
Rab3d в разных тканях. В качестве референсного образца использовали транскрипт Rab3a из образца gWAT, а уровень
мРНК β-актина в качестве внутреннего контроля. Представлены значения среднего ± стандартное отклонение, вы-
численные из результатов трех независимых экспериментов. ns ‒ статистически незначимо.
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неожиданно оказалось, что в преадипоцитах 3Т3-
L1 активная форма Rab3D-GTP локализуется не в
LD, а в других мембранных структурах. Далее мы
определили размеры LD в преадипоцитах 3T3-L1,
сверхэкспрессирующих специфические мутанты
Rab3D. Как видно из рис. 4в, в клетках с GTP-
связанным мутантом Rab3D LD имеют такой же
диаметр, как в клетках с Rab3D дикого типа (P >
> 0.05), тогда как размеры LD в группе Rab3D-
GDP были значительно меньше, чем в первых
двух группах (P < 0.001). Эти данные показывают,
что именно форма Rab3D-GTP действует как ак-
тиватор роста LD в преадипоцитах 3T3-L1.

В зрелых адипоцитах 3T3-L1 GTP-связанная форма 
Rab3D частично транслоцируется в LD

Поскольку в ходе дифференцировки адипоци-
тов уровень белка Rab3D постепенно повышается,
мы проанализировали субклеточную локализацию
мутантов Rab3D в зрелых адипоцитах 3T3-L1. Ока-
залось, что Rab3D-GDP более равномерно рас-
пределен в цитоплазме, чем в контрольной груп-
пе. Интересно, что Rab3D-GTP сильно концен-

трируется вокруг некоторого числа LD, образуя в
зрелых адипоцитах относительно равномерную
кольцевую структуру. Более того, в зрелых адипо-
цитах 3T3-L1, котрансфицированных Rab3D-
GTP и белком plin1 выявлена определенная сте-
пень колокализации Rab3D-GTP с мембранной си-
стемой LD, в которой локализуется plin1 (рис. 5).
Одним словом, это показывает, что GTP-связан-
ная форма Rab3D частично локализуется в LD,
тогда как Rab3D-GDP остается в цитоплазме зре-
лых адипоцитов 3T3-L1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Мы определяли уровни экспрессии мРНК че-
тырех белков семейства Rab3 в жировых тканях.
Кроме того, с помощью сайт-направленного му-
тагенеза мы сконструировали Rab3D в разных со-
стояниях и проанализировали их субклеточную
локализацию в адипоцитах 3T3-L1 до и после
дифференцировки и изучили их регуляцию при
росте адипоцитов.

Во-первых, мы подтвердили, что из четырех
членов семейства Rab3 самый высокий уровень

Рис. 2. Сверхэкспрессия Rab3D в преадипоцитах 3T3-L1 и субклеточная локализация Rab3D в преадипоцитах 3T3-L1 (a).
Диаметры самых крупных LD в каждой клетке (среднее ± SD; ≥ 80 в каждой группе; ***P < 0.001) (б). Диаметры самых
крупных LD в преадипоцитах 3T3-L1, сверхэкспрессирующих различные концентрации Rab3D (среднее ± SD; n ≥ 100
в каждой группе) (в). Вестерн-блот, показывающий уровни белка. В качестве контроля нагрузки использовали β-ак-
тин (г). NC – контрольные клетки.
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Рис. 3. Сверхэкспрессия Rab3D в клетках Hela и субклеточная локализация Rab3D в клетках Hela дикого типа или в
клетках Hela со стабильной сверхэкспрессией Cidec (a, в). Диаметры наиболее крупных LD в клетках (б, г). Приведено
среднее значение ± стандартное отклонение; n ≥ 60 для каждой группы; ns – незначимое различие. NC – контрольные
клетки.
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Рис. 4. Субклеточная локализация мутантов Rab3D в преадипоцитах 3T3-L1. a, б – Преадипоциты 3T3-L1 трансфици-
рованные различными формами GFP-Rab3D (зеленые сигналы) или котрансфицированые plin1 (красные сигналы).
LD окрашивали BodipyC12 (красный). Все опыты повторяли 3 раза. в – Измерение диаметров самых крупных LD в
клетках (среднее ± SD; n ≥ 50 в каждой группе; P < 0.001***; ns, отсутствие значимых различий). NC – контрольные
клетки.
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экспрессии на уровне мРНК имеет Rab3D. Ранее
в адипоцитах идентифицировали Rab3D, экс-
прессия которого постепенно увеличивалась в хо-
де дифференцировки адипоцитов. Однако функ-
циональные исследования до настоящего времени
не проводили. Более высокий уровень Rab3D в
WAT подразумевает, что эта форма является крити-
чески важным регулятором метаболизма липидов.
WAT сохраняет избыток энергии в форме тригли-
церидов в крупных “однокамерных” LD, тогда как
запасенная в BAT энергия рассеивается в виде теп-
ла; ВАТ обычно содержит “многокамерные” LD и
обогащена митохондриями, кровеносными сосу-
дами и нервами [60]. Более того, подтверждено,
что Rab3D может стимулировать увеличение LD.
И в WAT, и в BAT существуют три пути роста LD,
которые наиболее сильно различаются процесса-
ми слияния LD, опосредуемыми белками CIDE.
Так Cidea, один из трех членов семейства CIDE,
экспрессируется преимущественно в BAT, тогда
как Cidec ‒ почти исключительно в WAT [11, 61].
Поэтому мы предположили, что Rab3D может иг-
рать роль в опосредуемом Cidec слиянии LD. Од-

нако введение Rab3D в клетки Hela, стабильно
экспрессирующие Cidec, не влияло на размеры
LD. Кроме того, не выявлено прямого взаимо-
действия между Rab3D и Cidec. Это показывает,
что другие неизвестные компоненты, специ-
фичные для адипоцитов, но не Cidec, могут
участвовать в этом процессе. Для идентифика-
ции белков-мишеней Rab3D, участвующих в
контроле увеличения размеров LD, необходимы
дальнейшие исследования. Аномальную локали-
зацию Rab3D и утрату его функционирования в
контроле роста LD в клетках Hela дикого типа
можно объяснить отсутствием специфических
эффекторов и вспомогательных молекул, таких
как в клетках 3T3-L1.

Кроме того, мы проверили субклеточную ло-
кализацию Rab3D. Показано, что в преадипоци-
тах 3T3-L1 Rab3D-GTP локализуется на поверх-
ности других везикул, а не LD. В дифференциро-
ванных адипоцитах, однако, GTP-форма частично
находится в LD, формируя равномерную кольце-
вую структуру. Такая локализация, по-видимому,
важна для функционирования Rab3D, так как

Рис. 5. Субклеточная локализация мутантов Rab3D в дифференцированных клетках 3t3-l1. зрелые клетки 3t3-l1 транс-
фицировали только мутантами gfp-rab3d (зеленые сигналы) или котрансфицировали с plin1 (красные сигналы). ld
окрашивали bodipyc12 (красный). все опыты повторяли 3 раза. NC – контрольные клетки.
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GDP-форма Rab3D в ходе дифференцировки оста-
ется в цитоплазме. Одним из объяснений может
быть то, что в этих двух моделях Rab3D-GTP спо-
собен участвовать в разных процессах. Кроме то-
го, GTP-связанная форма Rab3D транслоцирует-
ся в LD из других везикул, и эта ассоциация зави-
сит от других, еще не известных компонентов,
образующихся в ходе дифференцировки адипо-
цитов. Последняя гипотеза более приемлема, по-
скольку Rab3D-GTP может повышать образова-
ние крупных LD в преадипоцитах 3T3-L1. Это со-
гласуется с представлениями о том, что GTP-
связанные Rab активно стимулируют мембран-
ный трафик, тогда как GTPaзы в GDP-связанной
форме редко играют позитивную регуляторную
роль. Изначально идентифицированный в адипо-
цитах белок Rab3D экспрессируется и в других
секреторных гранулах и действует как позитив-
ный модулятор экзоцитоза [53, 56, 62‒64]. Не-
смотря на то, что в протеомных исследованиях
обнаружены десятки белков Rab, ассоциирован-
ных с LD, только несколько из них, как сообща-
лось, активно участвуют в образовании LD,
включая Rab 1, 5, 7, 8a, 18, 32 и 40c. В число этих
белков входит Rab32 ‒ уникальный представи-
тель этого семейства, не локализованный в LD.
Rab32 действует на лизосомы и аутофагосомы,
влияя на аутофагию, а следовательно, и на запа-
сание липидов. Таким образом, для выяснения
того, являются ли везикулы, в которых локализо-
ван Rab3D, лизосомами или какими-то другими
органеллами, и каким образом Rab3D транслоци-
руются из этих везикул в LD, необходимы даль-
нейшие исследования.

Все процедуры, выполненные в данной работе,
соответствуют этическим стандартам институцио-
нального комитета по исследовательской этике и
Хельсинкской декларации 1964 года и ее последу-
ющим изменениям или сопоставимым нормам
этики
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THE GTP-BOUND FORM OF Rab3D PROMOTES LIPID DROPLET
GROWTH IN ADIPOCYTE

T. Wang1, 2, M. J. Jin1, 2, and L. K. Li1, 2, *
1 MOE Key Laboratory of Bioinformatics and Tsinghua-Peking Center for Life Sciences, Beijing, 100084 China

2 Advanced Innovation Center for Structural Biology, School of Life Sciences, Tsinghua University, Beijing, 100190 China
*е-mail: liangkui826@mail.tsinghua.edu.cn

Rab GTPases are major regulators of membrane trafficking. Proteome profiling reveals dozens of Rab pro-
teins associated with lipid droplets, but few of them have been functionally validated. Cidec protein mediates
LD fusion and growth. It is highly enriched at LD–LD contact sites. Here we investigate the role of Rab3D
in lipid storage in adipocyte. We verified that the adipose levels of Rab3D transcript were higher than that of
other Rab3 family members; the differences were most pronounced in white adipose tissue. Moreover, we
show that Rab3D promotes LD growth in 3T3-L1 preadipocytes in a dose dependent manner, independently
of the process of Cidec-mediated LD fusion. Finally, we confirmed that the GTP-bound form of Rab3D is
its LD promoting form; it translocates from other vesicles to LDs during adipocyte differentiation. By con-
trast, the Rab3D-GDP form is retained in the cytoplasm and had no effect on LD sizes. Presented results pro-
vide evidence for the role of Rab3D in controlling formation of large LDs in adipocytes. We conclude that
Rab3D is a novel LD regulator with characteristics differing from these of previously identified LD associated
Rab proteins, such as Rab18 and Rab8a.

Keywords: lipid droplet, adipocyte, Rab3D
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