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Энтоз является одним из вариантов клеточного каннибализма, при котором клетка внедряется в другую
клетку и, как правило, погибает внутри последней. Внимание исследователей в основном сосредоточено на
начальной и конечной стадиях энтоза. При этом изучают преимущественно опухолевые клетки, переведен"
ные в суспензионное состояние. В настоящей работе проведено исследование изменения морфологии обе"
их клеток"участниц энтоза на протяжении всего процесса. В качестве объекта выбрана субстратзависимая
культура нормальных кератиноцитов человека НаСаТ. С помощью совмещения световой и сканирующей
электронной микроскопии показано, что одна клетка полностью окружена плазматической мембраной
другой клетки. Изучая структуры «клетка"в"клетке», мы проследили структурные и функциональные изме"
нения, происходящие в ходе энтоза в обеих клетках. Обнаружено изменение локализации и формы ядра на"
ружной клетки, деградация ядра внутренней клетки, постепенное разрушение клеточных контактов между
клетками"участницами энтоза, неоднократное перемещение мембранных органелл (аппарата Гольджи, ли"
зосом, митохондрий и аутофагосом) наружной клетки, перестройка ее цитоскелета, а также изменение сос"
тояния лизосом, аутофагосом и митохондрий в обеих клетках"участницах. Основываясь на этих данных,
нам удалось разделить энтоз на пять стадий, что позволит систематизировать описание данного варианта
клеточной гибели.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: энтоз, стадии энтоза, клеточный каннибализм, клеточные органеллы.

В настоящее время различают две основные
формы клеточной гибели: некроз и программи"
рованную гибель (ПКГ) [1]. Существует около
15 видов ПКГ [2]. В 2009 г. Комитет по номенк"
латуре клеточной гибели впервые включил эн"
тоз в список вариантов клеточной гибели [3].
Энтоз является одним из видов клеточного кан"
нибализма [4], при котором одна клетка внедря"
ется внутрь другой клетки [5]. Изначально пред"
полагалось, что инициацией внедрения служит
открепление клетки от субстрата [6–10]. Однако
исследования последних лет свидетельствуют, что
структура «клетка"в"клетке» может образовывать"
ся и без открепления клеток от матрикса [11].
Показано, что энтоз характерен в основном для
опухолевых клеток, но может встречаться и в
некоторых популяциях нормальных клеток [12].

Несмотря на то, что исследованием энтоза
активно занимаются многие ученые, точные ме"
ханизмы этого явления до сих пор не изучены. В
работах, как правило, исследуют начальную и
конечную стадии энтоза, а именно процесс
внедрения и судьбу внедрившейся клетки. По"
казано, что в первом случае важную роль играют
молекулы Е"кадгеринов, входящие в состав ад"
гезивных контактов, которые формируются
между клетками"участницами энтоза [13]. Ак"
тивное внедрение клетки происходит с участием
ее актомиозинового комплекса. Судьба же дан"
ной клетки может быть различной: она может
выйти из наружной клетки, поделиться внутри
нее или подвергнуться лизосомоопосредован"
ной деградации [5, 12]. Энтоз является длитель"
ным процессом (от 20 ч и более) [5]. Для пони"
мания того, что определяет судьбу внедрившей"
ся клетки, необходимо установить последова"
тельность событий, происходящих в обеих клет"
ках"участницах в ходе энтоза, и определить ме"
ханизмы, действующие на каждом этапе данно"
го процесса.

Цель нашей работы состояла в выделении
стадий энтоза на основе анализа последователь"
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ности структурных изменений самих клеток, а
также локализации и функционального состоя"
ния ряда мембранных органелл клеток и компо"
нентов цитоскелета. В дальнейшем это позволит
исследовать механизмы процессов, обеспечива"
ющих реализацию каждой стадии энтоза. В ка"
честве объекта исследования выбрана культура
клеток НаСаТ, обладающих сильной адгезией к
субстрату. Эта клеточная линия является мо"
делью нормальных кератиноцитов человека, для
которых явление энтоза еще не описано.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Культура клеток. Работу проводили на куль"
туре клеток НаСаТ (нормальные кератиноциты
человека), любезно предоставленной Е.А. Воро"
теляк (Институт биологии развития им. Н.К. Коль"
цова РАН). Клетки выращивали в среде DMEM
(«ПанЭко», Россия) с добавлением 10%"ной фе"
тальной сыворотки теленка (FBS) («РАА Labo"
ratories», Австрия), 2 мМ L"глутамина («ПанЭко»)
и антибиотика"антимикотика («Sigma», США)
со следующими конечными концентрациями
агентов: 100 ед/мл пенициллина, 0,1 мг/мл
стрептомицина и 0,25 мкг/мл фунгизона. Клет"
ки культивировали при 37° и 5%"ном содержа"
нии СО2.

Морфологический анализ клеток. Клетки
фиксировали раствором Буэна (15 частей насы"
щенного водного раствора пикриновой кисло"
ты, 5 частей 40%"ного формалина и 1 часть ле"
дяной уксусной кислоты) в течение 30 мин и от"
мывали буфером PBS, рН 7,4 («Sigma», США). Пре"
параты окрашивали гематоксилином и эозином.

Прижизненное наблюдение. Прижизненные
наблюдения проводили при анализе аутофаго"
сом и митохондрий клеток. Для выявления ауто"
фагосом использовали краситель моноданзил"
кадаверин (стоковый раствор 85,5 мМ на
ДМСО) («Sigma», США). Для выявления мито"
хондрий использовали потенциалзависимый кра"
ситель родамин 123 (стоковый раствор 1 мг/мл)
(«Sigma», США). Оба красителя вносили на 30 мин
из расчета 1 мкл на 1 мл среды. После окраши"
вания клетки отмывали средой без сыворотки
2 раза по 5 мин. Полученный препарат монтиро"
вали на камеру для прижизненных наблюдений,
заполненную средой культивирования.

Цитохимическое окрашивание. Для выявле"
ния везикул кислого компартмента использова"
ли прижизненный краситель LysoTracker Red
DND"99 («Invitrogen», США). Стоковый раст"
вор разводили в соотношении 1 : 5 в ДМСО и за"
тем добавляли к клеткам из расчета 1 мкл раст"
вора на 1 мл среды. После этого клетки оставля"

ли на 30 мин в СО2"инкубаторе. Перед фиксаци"
ей клетки промывали средой DMEM без сыво"
ротки. В качестве фиксатора использовался
4%"ный раствор формальдегида на PBS, продол"
жительность фиксации – 20 мин. Для выявле"
ния полимеризованного F"актина был исполь"
зован фаллоидин, меченый TRITC («Sigma»,
США): стоковый раствор 1 мг/мл, разведенный
на метаноле, рабочий раствор 0,005 мг/мл, раз"
веденный на PBS. Время инкубации с красите"
лем – 45 мин. Ядра клеток докрашивали DAPI
(0,1 мкг/мл) («Sigma», США) в течение 10 мин и
заключали в смесь глицерин : PBS (1 : 1).

Иммуноцитохимическое окрашивание. Клет"
ки фиксировали 4%"ным раствором формальде"
гида. Для нарушения целостности мембран
клетки на 7 мин помещали в 0,2%"ный раствор
Triton X100, промывали PBS и помещали в пер"
вые антитела на 1 ч при комнатной температуре
во влажной камере. Для выявления аппарата
Гольджи использовали кроличьи поликлональ"
ные антитела к маннозидазе II («Abcam», США;
1 : 200), системы микротрубочек – мышиные мо"
ноклональные антитела к α"тубулину («Sigma»,
США; 1 : 1000), β"катенина – кроличьи антитела
к данному белку («Sigma», США; 1 : 1000). После
этого клетки промывали PBS и помещали во
вторые антитела на 1 ч при комнатной темпера"
туре во влажной камере. В качестве вторых ан"
тител были использованы моноклональные ан"
титела козы к IgG мыши, конъюгированные с
Alexa Fluor 488 («Invitrogen», США; 1 : 800), и
моноклональные антитела осла к IgG кролика,
конъюгированные с Alexa Fluor 568 («Invitrogen»,
США; 1 : 800). 

Препараты анализировали с помощью све"
тового микроскопа Leica (Германия), используя
объектив N Plan 100×/1,25, oil, и люминесцент"
ного микроскопа Axiovert 200M («Carl Zeiss Inc.»,
Германия) с объективом PlanApo 63×/1,4, oil.
Съемку препаратов проводили с использовани"
ем приложения Leica Application Suite и
Axiovision соответственно, дальнейшую обра"
ботку фотографий осуществляли в программе
ImageJ. Построение гистограммы и вычисление
величин стандартного отклонения проводили в
программе Microsoft Office Excel 2007.

Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ).
Клетки фиксировали 2,5%"ным глутаровым аль"
дегидом с 2%"ным формалином на 0,1 М PBS и
обезвоживали по стандартной схеме. Образец вы"
сушивали в критической точке (для СО2 t = 31°,
р = 73,8 бар). Стекла с клетками монтировали на
металлические столики. На образец напыляли
смесь Au–Pd (золото–палладий). Препараты
анализировали в сканирующем электронном
микроскопе SCAN JSM («JEOL», Япония).
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Корреляционная микроскопия. Для того что"
бы найти определенные клетки в СЭМ, мы про"
водили следующую процедуру: на фиксирован"
ном 2,5%"ным глутаровым альдегидом препара"
те искали энтозы с помощью фазово"контрастной
микроскопии (Axiovert 200M, ×63) и отмечали
маркером места их локализации. Под диффе"
ренциально"интерференционным микроскопом
(DIC) («Leica», Германия) (объективы HI Plan10×/0,22
и 20×/0,30) счищали слой клеток вокруг метки
на стекле с помощью тонкой иглы. После этого
проводили стандартную проводку для СЭМ.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Встречаемость энтозных клеток в исследуемой
культуре. В культуре клеток НаСаТ мы обнару"
жили структуры, в которых одна клетка находи"
лась внутри другой клетки (картины «клетка"в"
клетке»). При этом наблюдалось характерное
изменение морфологии обеих клеток. В наруж"
ной клетке (клетке"каннибале) ядро приобрета"
ло бобовидную форму и смещалось к перифе"
рии. По всем остальным признакам наружная
клетка, как правило, не отличалась от соседних
клеток: она была хорошо распластана, имела яр"
ко выраженную ламеллу и размер, сопостави"
мый с размерами соседних клеток. Внутренняя
клетка (внедрившаяся клетка) обычно имела ок"
руглую форму и находилась внутри крупной ва"
куолярной неокрашиваемой структуры – энтоз"
ной вакуоли (рис. 1, а). Эти морфологические
признаки соответствовали характеристикам эн"
тоза, описанным в литературе [5].

Для того чтобы убедиться, что одна клетка
находится внутри другой, мы проанализировали
энтозные клетки, используя метод корреляцион"
ной микроскопии. На рис. 1, б видно, что плаз"
матическая мембрана наружной клетки пол"
ностью покрывает внутреннюю клетку. Стоит
отметить, что внедрившихся клеток может быть
несколько, а именно: несколько клеток в одной
или «клетка"в"клетке"в"клетке».

Доля энтозов в культуре составляла в сред"
нем 0,5% на первые сутки культивирования, а
затем снижалась до 0,06% на четвертые сутки
(рис. 1, в).

Морфологические изменения внутренней и наE
ружной клеток на разных стадиях энтоза. При
анализе структур «клетка"в"клетке» нами выяв"
лено, что морфология внутренней клетки, а так"
же состояние и расположение органелл наруж"
ной клетки могут быть различными. Это связано
с тем, что наблюдаемые энтозные клетки нахо"
дятся на разных этапах данного процесса. Мы
разделили энтоз на пять стадий по следующим

признакам: морфология ядра и цитоплазмы
внедрившейся клетки, наличие контактов меж"
ду клетками"участницами энтоза, состояние и
расположение органелл обеих клеток.

Форма и размер внутренней клетки. На ран"
ней стадии энтоза (непосредственно после
внедрения одной клетки в другую) внутренняя
клетка имеет округлую форму. Ее размер совпа"
дает с размером клетки данной линии, находя"
щейся в суспензии (рис. 1, г, 1). Впоследствии
на поверхности внутренней клетки обнаружива"
ются небольшие выросты в форме шипиков
(вторая стадия энтоза) (рис. 1, г, 2). Затем очер"
тания клетки становятся неровными, ее размер
уменьшается (третья и четвертая стадии энтоза)
(рис. 1, г, 3, 7). На поздней (пятой) стадии ис"
следуемого процесса внутренняя клетка имеет
неправильную форму, а ее размер значительно
меньше исходного (рис. 1, г, 8, 9).

Наличие пространства между плазматичес�
кой мембраной внутренней клетки и мембраной
энтозной вакуоли. На ранней стадии энтоза плаз"
матическая мембрана внутренней клетки тесно
контактирует с мембраной энтозной вакуоли,
поэтому пространство между ними не выявляет"
ся. На второй стадии энтоза, когда сохраняются
лишь единичные места контакта двух мембран,
начинают четко выявляться границы внутрен"
ней клетки и энтозной вакуоли (рис. 1, г, 2). На
третьей и четвертой стадиях энтоза расстояние
между двумя мембранами достигает максималь"
ного значения из"за уменьшения размеров внут"
ренней клетки (рис. 1, г, 3, 7). На последней ста"
дии энтоза пространство между плазматической
мембраной внутренней клетки и мембраной эн"
тозной вакуоли вновь сокращается (рис. 1, г, 9).

Состояние ядра и цитоплазмы внутренней
клетки. В большинстве случаев внутренняя
клетка в ходе энтоза подвергается деградации.
Как следствие, изменяется морфология ее ядра.
На первой стадии энтоза оно имеет округлую
форму, богато эухроматином, в нем четко выяв"
ляются несколько ядрышек (рис. 1, г, 4). Такое
состояние ядра внутренней клетки сохраняется
также в течение второй стадии энтоза (рис. 1, г, 5).
Однако на третьей стадии ядро внутренней
клетки несколько деформируется, приобретая
неправильную форму (рис. 1, г, 6). На четвертой
стадии оно значительно сжимается, хроматин
постепенно конденсируется, ядрышки не выяв"
ляются (рис. 1, г, 10). На заключительной стадии
ядро внутренней клетки подвергается фрагмен"
тации (рис. 1, г, 11, 12). Параллельно изменени"
ям морфологии ядра внутренней клетки проис"
ходит усиление вакуолизации ее цитоплазмы.

Контакты между внутренней и наружной
клетками. Известно, что необходимым услови"
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ем формирования структуры «клетка"в"клетке»
является образование адгезивных контактов
(опосредованных Е"кадгеринами) между наруж"
ной и внутренней клетками. Мы провели поста"
дийный анализ состояния адгезивных контак"
тов между клетками"участницами энтоза. Для
этого клетки окрашивали антителами к β"кате"
нину, связывающемуся с внутриклеточным до"
меном Е"кадгерина [14]. На ранней стадии эн"
тоза антителами окрашивалось толстое кольцо
между мембранами внедрившейся клетки и эн"
тозной вакуоли (рис. 2, а, 3). На второй стадии
энтоза β"катенин выявлялся по периферии
внутренней клетки и по периферии энтозной

вакуоли (рис. 2, а, 6). На третьей стадии обнару"
живались единичные места контакта внедрив"
шейся клетки с энтозной вакуолью, в состав ко"
торых входил β"катенин. Однако такие картины
встречались редко. Как правило, начиная с третьей
стадии энтоза окрашивание антителами к β"ка"
тенину между внедрившейся клеткой и энтоз"
ной вакуолью не обнаруживалось (рис. 2, а, 9).
Таким образом, мы показали, что в ходе энтоза
молекулы, присущие контактам адгезии, такие
как β"катенин, постепенно деградируют.

Аппарат Гольджи внутренней и наружной кле�
ток. В одноядерных клетках диктиосомы аппа"
рата Гольджи располагались, как правило, по
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Рис. 1. Энтоз в культуре клеток НаСаТ. а – Изменение морфологии клеток"участниц энтоза, световая микроскопия, ок"
рашивание гематоксилин"эозином; б – доказательство локализации клетки внутри другой клетки, корреляционная мик"
роскопия: 1, 4 – фазово"контрастная микроскопия, 2, 5 – флуоресцентная микроскопия, окрашивание DAPI, 3, 6 – СЭМ;
в – гистограмма частоты встречаемости энтозов в культуре клеток НаСаТ; г – стадии деградации внедрившейся клетки:
1 – первая стадия, 2 – вторая стадия, 3 – третья стадия, 7 – четвертая стадия, 8, 9 – пятая стадия; 1–3, 7–9 – фазово"конт"
растная микроскопия, 4–6, 10–12 – флуоресцентная микроскопия, окрашивание DAPI
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Рис. 2. Энтоз в культуре клеток НаСаТ. а – Выявление контактов между клетками"участницами энтоза: 1–3 – первая ста"
дия, 4–6 – вторая стадия, 7–9 – четвертая стадия; 1, 4, 7 – фазово"контрастная микроскопия; 2, 5, 8 – флуоресцентная
микроскопия, окрашивание DAPI; 3, 6, 9 – флуоресцентная микроскопия, окрашивание антителами к β"катенину; б –
выявление аппарата Гольджи: 1–3 – одноядерная клетка, 4–6 – вторая стадия энтоза, 7–9 – четвертая стадия; 1, 4, 7 – фа"
зово"контрастная микроскопия; 2, 5, 8 – флуоресцентная микроскопия, окрашивание DAPI; 3, 6, 9 – флуоресцентная
микроскопия, окрашивание антителами к маннозидазе II; в – выявление лизосом: 1–3 – первая стадия, 4–6 – вторая ста"
дия, 7–9 – четвертая стадия; 1, 4, 7 – фазово"контрастная микроскопия; 2, 5, 8 – флуоресцентная микроскопия, окраши"
вание DAPI; 3, 6, 9 – флуоресцентная микроскопия, окрашивание LysoTracer Red; г – выявление аутофагосом: 1, 4 – пер"
вая стадия, 2, 5 – вторая стадия, 3, 6 – пятая стадия; 1–3 – фазово"контрастная микроскопия; 4–6 – флуоресцентная мик"
роскопия, окрашивание моноданзилкадаверином; д – выявление митохондрий: 1, 4 – одноядерная клетка, 2, 5 – вторая
стадия энтоза, 3, 6 – четвертая стадия; 1–3 – фазово"контрастная микроскопия; 4–6 – флуоресцентная микроскопия, ок"
рашивание родамином"123
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периферии ядра клетки (рис. 2, б, 3). В ходе эн"
тоза локализация аппарата Гольджи в наружной
клетке изменялась. На ранних стадиях диктио"
сомы аппарата Гольджи клетки"каннибала пере"
мещались в область энтозной вакуоли, пол"
ностью окружая ее (рис. 2, б, 6). Такое располо"
жение аппарата Гольджи наружной клетки со"
хранялось вплоть до четвертой/пятой стадии. В
некоторых случаях происходило повторное пе"
рераспределение диктиосом в клетке"каннибале –
они возвращались в околоядерную область. Во
внедрившейся клетке аппарат Гольджи выяв"
лялся в перинуклеолярном пространстве в тече"
ние первых двух стадий энтоза. Начиная с треть"
ей стадии диктиосомы аппарата Гольджи внут"
ренней клетки, как правило, распадались на от"
дельные цистерны и везикулы (рис. 2, б, 9). На
пятой стадии аппарат Гольджи во внедрившейся
клетке не выявлялся. Таким образом, мы пока"
зали, что в ходе энтоза происходит перераспре"
деление диктиосом аппарата Гольджи в наруж"
ной клетке, а во внедрившейся клетке наблюда"
ется длительная сохранность аппарата Гольджи.

Лизосомы и аутофагосомы внутренней и на�
ружной клеток. Было показано, что в одноядер"
ных клетках лизосомы располагаются преиму"
щественно в околоядерной зоне. На первой ста"
дии энтоза лизосомы клетки"каннибала начи"
нают перераспределяться и локализуются по пе"
риферии энтозной вакуоли. Однако их количест"
во невелико (рис. 2, в, 3). На второй стадии
количество лизосом в наружной клетке значи"
тельно увеличивается (рис. 2, в, 6). В дальней"
шем в клетке"каннибале выявляются лизосомы,
хаотично расположенные в цитоплазме. При этом
их количество уменьшается. Во внедрившейся
клетке на первой стадии энтоза лизосомы соб"
раны вблизи ядра, их число невелико (рис. 2, в, 3).
На второй и третьей стадиях предположительно
происходит увеличение числа лизосом и их пе"
рераспределение – они обнаруживаются по всей
цитоплазме клетки (рис. 2, в, 6). Затем лизосомы
внутренней клетки начинают сливаться, ее ци"
топлазма закисляется, и на пятой стадии Lyso"
Tracker Red окрашивается вся энтозная вакуоль
(рис. 2, в, 9).

На начальной стадии энтоза в наружной клет"
ке были обнаружены аутофагосомы, располага"
ющиеся по всей цитоплазме клетки (рис. 2, г, 4).
На второй стадии аутофагосомы клетки"канни"
бала, как правило, локализовались по перифе"
рии энтозной вакуоли (рис. 2, г, 5). На заключи"
тельных стадиях энтоза в наружной клетке были
выявлены более крупные аутофагосомы вблизи
энтозной вакуоли (рис. 2, г, 6). При этом их ко"
личество было значительно меньше, чем на пер"
вых стадиях энтоза. Во внедрившейся клетке на

ранней стадии энтоза были обнаружены еди"
ничные аутофагосомы в цитоплазме. Затем ко"
личество аутофагосом во внутренней клетке
постепенно увеличивалось (вторая и третья ста"
дии энтоза), они начинали сливаться (четвертая
стадия), и на поздней стадии энтоза выявлялось
диффузное окрашивание всей внедрившейся
клетки моноданзилкадаверином.

Следовательно, можно предположить, что в
деградации внедрившейся клетки принимает
участие как кислый везикулярный компарт"
мент, так и аутофагосомы обеих клеток"участ"
ниц энтоза.

Митохондрии внутренней и наружной клеток.
В клетках линии НаСаТ митохондрии имеют
нитевидную форму, хотя встречаются и неболь"
шие митохондрии округлой формы. Как прави"
ло, митохондрии располагаются равномерно по
всей цитоплазме клетки (рис. 2, д, 4). При энто"
зе (на всех его стадиях) митохондрии наружной
клетки преимущественно собраны вокруг эн"
тозной вакуоли (рис. 2, д, 5, 6). Стоит отметить,
что во внедрившейся клетке на ранних стадиях
энтоза (первой и второй) митохондрии, локализо"
ванные вокруг ядра клетки, были способны под"
держивать потенциал на мембране (рис. 2, д, 5).
Однако, начиная с третьей стадии энтоза, мемб"
ранный потенциал митохондрий внутренней
клетки постепенно сбрасывался, а на заключи"
тельных стадиях митохондрии внедрившейся
клетки не выявлялись (рис. 2, д, 6). Таким обра"
зом, в ходе энтоза происходит перераспределе"
ние митохондрий наружной клетки, а митохонд"
рии внедрившейся клетки сохраняются в рабо"
чем состоянии вплоть до третьей стадии.

Цитоскелет внутренней и наружной клеток.
Актиновый цитоскелет. Внедрение одной клет"
ки внутрь другой при энтозе происходит за счет
работы актомиозинового комплекса во внедря"
ющейся клетке [5, 13]. Мы исследовали распо"
ложение актиновых микрофиламентов в обеих
клетках"участницах энтоза на разных стадиях
данного процесса. В клетке"каннибале актино"
вые микрофиламенты выявлялись по перифе"
рии клетки, в виде отдельных стресс"фибрилл в
цитоплазме клетки, а также по периферии эн"
тозной вакуоли на всех стадиях энтоза. Во внед"
рившейся клетке на ранней стадии энтоза обна"
руживались одна или две зоны с высоким содер"
жанием актина в проксимальной части относи"
тельно ядра наружной клетки (рис. 3, а, 3). Кро"
ме того, актиновые микрофиламенты распола"
гались в кортикальной зоне внутренней клетки.
Затем актиновый цитоскелет внедрившейся
клетки выявлялся по периферии клетки и в ци"
топлазме в виде коротких хаотично располо"
женных филаментов (рис. 3, а, 6, 9). На заклю"
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чительной стадии энтоза во внутренней клетке
сохранялись отдельные короткие актиновые
микрофиламенты в цитоплазме.

Система микротрубочек. В ходе энтоза про"
исходит неоднократное перемещение мембран"
ных органелл клетки"каннибала. Известно, что
транспорт клеточных органелл осуществляется
с помощью микротрубочек [15, 16]. В связи с
этим мы исследовали локализацию микротрубо"
чек в ходе энтоза. В культуре клеток НаСаТ сис"
тема микротрубочек выглядит как трехмерная
сеть (рис. 3, б, 3). На ранних стадиях энтоза
встречались два варианта расположения мик"
ротрубочек в клетке"каннибале: 1) с сохранени"
ем трехмерной сети (иногда со слабо выражен"
ным преимуществом вокруг энтозной вакуоли)
(рис. 3, б, 6), если клетка"каннибал была хорошо
распластана по субстрату; 2) с преимуществен"
ной локализацией вокруг энтозной вакуоли в

виде плотных тяжей (рис. 3, б, 9), если наружная
клетка была слабо распластана. Такое располо"
жение микротрубочек в наружной клетке сохра"
няется вплоть до заключительной стадии энто"
за. На последней же стадии микротрубочковый
цитоскелет клетки"каннибала всегда имеет чер"
ты сходства с трехмерной сетью (рис. 3, б, 12).
Примечательно, что в ошаренной внедрившей"
ся клетке микротрубочки были собраны и рас"
полагались вблизи ядра в виде плотных тяжей на
первой и второй стадиях энтоза. По мере дегра"
дации внутренней клетки ее микротрубочки
постепенно разбирались (третья и четвертая ста"
дии энтоза), а на пятой стадии не выявлялись.
Таким образом, микротрубочки наружной клет"
ки в некоторых случаях перестраиваются, окру"
жая энтозную вакуоль, на ранних стадиях энто"
за; микротрубочки внедрившейся клетки дли"
тельное время не разбираются.
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Рис. 3. Энтоз в культуре клеток НаСаТ. а – Выявление актинового цитоскелета: 1–3 – первая стадия, 4–6 – вторая ста"
дия, 7–9 – третья стадия, 10–12 – пятая стадия; 1, 4, 7, 10 – фазово"контрастная микроскопия; 2, 5, 8, 11 – флуоресцент"
ная микроскопия, окрашивание DAPI; 3, 6, 9, 12 – флуоресцентная микроскопия, окрашивание фаллоидином; б – выяв"
ление системы микротрубочек: 1–3 – одноядерная клетка, 4–6 – первая стадия энтоза, 7–9 – вторая стадия, 10–12 – пя"
тая стадия; 1, 4, 7, 10 – фазово"контрастная микроскопия; 2, 5, 8, 11 – флуоресцентная микроскопия, окрашивание DAPI;
3, 6, 9, 12 – флуоресцентная микроскопия, окрашивание антителами к α"тубулину
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе мы впервые описали энтоз в
культуре нормальных кератиноцитов человека
НаСаТ. Наибольшее число энтозов в данной
клеточной линии наблюдается на первые сутки
культивирования и составляет 0,5%. Согласно
данным литературы, частота встречаемости эн"
тозов в культурах опухолевых клеток значитель"
но выше [5]. Высказывается мнение о том, что
инициацией энтоза в большинстве клеточных
линий является открепление клетки от субстра"
та. Клетки линии НаСаТ, являясь нормальными
клетками, имеют большую адгезию к субстрату
по сравнению с опухолевыми клетками [17].
По"видимому, именно разницей в степени адге"
зии к субстрату можно объяснить различия в
уровне энтозов в культурах нормальных и опу"
холевых клеток.

Сопоставляя морфологические характерис"
тики клеток и их органелл, нам впервые удалось
представить энтоз как последовательность со"
бытий, связанных с изменением организации,
функциональной активности и целостности ор"
ганелл клетки"каннибала и внедрившейся клет"
ки. На основе полученных данных мы выделили
пять стадий энтоза (после внедрения одной
клетки в другую).

Мы предполагаем, что изменения, происхо"
дящие в обеих клетках"участницах энтоза, отра"
жают процессы, необходимые для обеспечения
деградации внедрившейся клетки. После внед"
рения одной клетки в другую первая клетка ока"
зывается окруженной плазматической мембра"
ной клетки"каннибала (рис. 4, а; см. цветную
вклейку). При этом между клетками сохраняет"
ся большое число адгезивных контактов.

На ранней стадии энтоза начинает происхо"
дить первая модификация мембраны энтозной
вакуоли за счет белков аутофагии (рис. 4, б, в).
По данным литературы белки аутофагии, такие
как Atg5, Atg7, Vps34 и LC3, принимают участие
в перестройке мембраны энтозной вакуоли [18,
19]. Кроме того, в состав мембраны энтозной
вакуоли входят интегральные белки лизосомных
мембран – LAMP [5]. Это объясняет постепен"
ное разрушение контактов между клетками. В то
же время изменяется локализация аппарата
Гольджи наружной клетки. Известно, что аппа"
рат Гольджи участвует в созревании белков и об"
разовании лизосом [20, 21]. Мы предполагаем,
что перераспределение аппарата Гольджи на

первой стадии энтоза, в результате которого он
располагается по периферии энтозной вакуоли,
необходимо для образования дополнительных
лизосом и аутофагосом, наблюдающегося на
второй стадии энтоза, именно вблизи энтозной
вакуоли. Это связано с тем, что в конце второй–
начале третьей стадии энтоза лизосомы клетки"
каннибала сливаются с модифицированной
мембраной энтозной вакуоли (рис. 4, г). Таким
способом в составе мембраны последней, по"
видимому, и оказываются мембранные белки
лизосом, которые защищают наружную клетку
от действия гидролаз (рис. 4, д) [22]. Помимо
этого происходит высвобождение лизосомных
гидролаз клетки"каннибала внутрь энтозной ва"
куоли (рис. 4, е).

Длительная сохранность аппарата Гольджи и
системы микротрубочек во внедрившейся клет"
ке необходима для того, чтобы также продуци"
ровать дополнительные лизосомы и аутофагосо"
мы и обеспечивать их транспорт внутри клетки.
Следовательно, в деградации внутренней клетки
принимают участие лизосомы как клетки"кан"
нибала, так и самой внедрившейся клетки.

Перераспределение митохондрий в наруж"
ной клетке, а также способность митохондрий
внутренней клетки поддерживать потенциал на
мембране в течение длительного времени в ходе
энтоза могут быть связаны с необходимостью
синтеза большого количества энергии, необхо"
димой для работы других клеточных органелл. 

Появление крупных аутофагосом в клетке"
каннибале вблизи энтозной вакуоли на пятой
стадии энтоза, вероятно, обусловлено тем, что в
них могут находиться избыточные или отрабо"
тавшие органеллы наружной клетки либо фраг"
менты энтозной вакуоли с остатками внедрив"
шейся клетки.

Таким образом, мы составили картину струк"
турно"функциональных изменений, происходя"
щих в клетках в ходе энтоза. Тем не менее оста"
ется невыясненной судьба энтозной вакуоли и
материала, находящегося в ней, – происходит
ли полная деградация содержимого вакуоли или
его экструзия. В дальнейшем предстоит иссле"
довать механизмы, обеспечивающие различные
этапы энтоза, и сопоставить их в нормальных и
опухолевых клетках.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке РНФ (грант 14"50"00029).
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Entosis is a type of cell cannibalism during which one cell penetrates into another cell and usually dies inside it.
Researchers mainly pay attention to initial and final stages of entosis. Besides tumor cells in suspension are the pri"
mary object of studies. In the present study, we investigated morphological changes of both cells"participants of ento"
sis during this process. The substrate"dependent culture of human normal keratinocytes HaCaT was chose for the
work. A combination of light microscopy and scanning electron microscopy was used to prove that one cell was com"
pletely surrounded by the plasma membrane of another cell. We investigated such “cell"in"cell” structures and
described the structural and functional changes of both cells during entosis. The outer cell nucleus localization and
shape were changed. Gradual degradation of the inner cell nucleus and of the junctions between the inner and the
outer cells was revealed. Moreover, repeated redistribution of the outer cell membrane organelles (Golgi apparatus,
lysosomes, mitochondria, and autophagosomes), rearrangement of its cytoskeleton, and change in the lysosomal,
autophagosomal, and mitochondrial state in both entotic cells were observed during entosis. On the basis of these
data, we divided entosis into five stages that make it possible to systematize description of this type of cell death.

Key words: entosis, stages of entosis, cell cannibalism, cell organelles


