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резюме
введение.	 аутофагия	—	 процесс,	 при	 котором	 компоненты	 клетки	 подвергаются	 деградации	 под	

действием	лизосомальных	ферментов,	в	результате	чего	формируется	аутофагосома.	В	настоящее	время	
процесс	аутофагии	рассматривается	как	одна	из	точек	приложения	ряда	фармакологических	подходов,	
в	частности,	при	наследственной,	орфанной	патологии,	а	также	при	старении	и	сердечной	недостаточно-
сти.	Существенное	значение	для	методической	оценки	процесса	аутофагии	имеет	объект	исследования	
и	свойства	изучаемой	клеточной	культуры.	В	данной	работе	проводился	подбор	оптимальных	условий	
оценки	процесса	аутофагии	в	мышечных	клетках	мыши	линии	C2C12.

Методы. В	работе	проводился	подбор	условий	для	реализации	таких	методов	оценки	аутофагии,	как	
проточная	цитометрия,	иммуноцитохимия	и	иммуноблотинг	(Western	Blot).	Проводился	поиск	оптималь-
ных	условий	пермеабилизации	клеток	различными	детергентами,	подбор	температурных	условий,	вре-
мени	фиксации	материала	и	компонентов	лизирующих	растворов.

результаты. Показано,	что	обязательным	условием	раздельной	экстракции	белка	LC3	из	раствори-
мой	и	нерастворимой	цитоплазматической	фракции	является	применение	детергента	дигитонина	в	кон-
центрации	0,025%.	При	проведении	проточной	цитометрии	обязательными	являются	фиксация	образцов	
и	 сокращенное	 время	 отмывки,	 позволяющее	 сохранить	 оптимальное	 количество	 клеток	 для	 анализа	
на	фоне	применения	детергентов.	Показано,	что	использование	трансфекции	клеток	плазмидой,	несущей	
LC3,	приводит	к	увеличению	необходимого	времени	сывороточной	депривации.

выводы.	оптимизированные	протоколы	оценки	процесса	аутофагии	при	помощи	детекции	раздельных	
фракций	белка	LC3	в	клетках	мышечной	линии	С2С12	могут	быть	эффективно	использованы	при	изучении	
фундаментальных	молекулярных	и	клеточных	механизмов	развития	миопатий	и	кардиомиопатий.
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Кардиомиопатии	 и	 миопатии	 —	 это	 тяжелые,	
чаще	 всего	 генетически-обусловленные	 заболе-
вания	миокарда	 и	 скелетных	мышц,	 при	 которых	
значимо	нарушается	их	морфологическая	структу-
ра	и	функции,	а	также	развиваются	синдромы	сер-
дечной	недостаточности	и	мышечной	слабости	[1].	
Несмотря	на	низкую	распространенность	кардио-
миопатий	в	популяции,	их	клиническая	значимость	
очень	 велика	 и	 определяется	 двумя	 главными	 ас-
пектами.	 Во-первых,	 кардиомиопатии	 являются	
наиболее	 частой	 причиной	 развития	 синдрома	

внезапной	 сердечной	 смерти	 в	молодом	 возрасте.	
В	основе	внезапной	сердечной	смерти	лежат	тяже-
лые	 желудочковые	 нарушения	 ритма,	 и	 наиболее	
часто	данный	синдром	развивается	при	гипертро-
фической	 кардиомиопатии	 (1%	 в	 год	 в	 возрасте	
старше	25	лет	и	5-8%	в	год	в	детском	и	подростко-
вом	возрасте)	и	при	аритмогенной	кардиомиопатии	
правого	 желудочка.	 Во-вторых,	 кардиомиопатии	
являются	наиболее	частой	причиной	развития	сер-
дечной	недостаточности	в	детском	и	молодом	воз-
расте,	что	приводит	к	необходимости	применения	
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Abstract
Introduction.	Autophagy	is	a	process,	whereby	components	of	cell	undergo	degradation	influenced	by	lys-

osomal	enzymes	leading	to	autophagosome	formation.	Nowadays,	autophagy	is	considered	as	one	of	the	appli-
cation	point	in	range	of	pharmological	approaches,	particularly,	in	inherited	orphan	diseases	and	also	in	aging,	
and	heart	 failure.	object	of	 research	and	properties	of	 examined	cell	 culture	have	 the	 essential	meaning	 for	
methodological	evaluation	of	autophagy.	In	this	work,	we	present	selection	of	optimal	conditions	for	evaluation	
of	autophagy	progress	in	C2C12	cell	line.

Methods. to	select	the	optimal	approach	to	evaluate	autophagy	progress,	we	tested	flow	cytometry,	immu-
nocytochemistry,	and	immunoblot	(Western	blot).	to	choose	the	optimal	conditions	of	cell	membrane	permea-
bilization	performance	various	detergents,	temperature	conditions,	time	of	cell	fixation,	and	components	of	lysis	
buffer	were	compared.

Results.	We	report,	that	application	of	0,025%	digitonin	is	decisive	condition	to	extract	separate	protein	LC3	
fractions	(soluble	and	insoluble).	Samples	fixation	and	reduced	time	of	washing	are	necessary	for	flow	cytom-
etry	and	allow	to	maintain	optimal	number	of	cells	for	analysis	based	on	detergent	application.	We	consider,	
that	applying	of	cell	transfection	with	constructs,	carrying	LC3,	can	lead	to	increase	the	required	time	of	serum	
deprivation.

Conclusions.	optimized	protocols	 for	evaluation	of	autophagy	 in	C2C12	cells	over	detection	of	separate	
fractions	of	LC3	can	be	effectively	used	in	investigation	of	fundamental	molecular	and	cellular	mechanisms	of	
myopaties	and	cardiomyopaties	development.
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таких	высокотехнологичных	методов	лечения,	как	
имплантация	 искусственного	 левого	 желудочка	
и	трансплантация	сердца	[2].	тяжелые	формы	про-
грессирующих	миодистрофий	и	 дистальных	мио-
патий	 также	 являются	 причинами	 двигательных	
нарушений	 и	 ранней	 инвалидизации	 пациентов.	
таким	образом,	разработка	и	поиск	новых	подхо-
дов	к	лечению	данной	патологии	являются	крайне	
актуальными	 задачами	 современной	 фундамен-
тальной	и	трансляционной	медицины.

одним	из	примеров	универсальных	внутрикле-
точных	 процессов,	 имеющих	 значение	 в	 молеку-
лярном	 патогенезе	 кардиомиопатий	 и	 миопатий,	
являются	 процессы	 клеточного	 дыхания	 и	 про-
дукции	 атФ,	 а	 также	 процесс	 аутофагии.	 Кар-
диомиоциты	и	скелетные	миофибриллы	являются	
терминально	 дифференцированными	 клетками	
с	 большой	 долей	 внутриклеточных	 сократитель-
ных	 и	 структурных	 белков,	 а	 процесс	 аутофа-
гии	является	одним	их	ключевых	в	поддержании	
функционирования	 зрелых	 мышечных	 клеток.	
Важная	роль	аутофагии	определяется	также	необ-
ходимостью	деградации	патологических	белковых	
агрегатов,	 которые	 образуются	 при	 ряде	 кардио-
миопатий	 и	 миопатий	 вследствие	 мутаций	 генов	
структурных	белков.	Существуют	единичные	дан-
ные	о	положительном	эффекте	стимуляторов	ауто-
фагии	 при	 лечении	 генетически	 обусловленных	
миопатий	[3][4][5].	однако	определение	мишеней	
и	 молекулярных	 механизмов	 действия	 данных	
препаратов	 при	 миопатиях	 и	 кардиомиопатиях	
требует	дальнейших	исследований.

Несмотря	 на	 наличие	 в	 литературе	 множества	
методов	 по	 оценке	 процесса	 аутофагии	 в	 клеточ-
ных	культурах,	выбор	оптимального	метода,	усло-
вий,	 концентраций	 препаратов	 и	 способа	 количе-

ственной	оценки	сильно	зависит	от	типа	клеточной	
культуры,	 свойств	 клеток,	 их	 пролиферативной	
способности	и	общего	содержания	белка.	В	связи	
с	 этим	актуальными	являются	разработка	и	опти-
мизация	 информативного	 и	 эффективного	 мето-
да	 оценки	 аутофагии	 в	мышечных	 клетках.	Нами	
были	проведены	экспериментальные	исследования	
и	 отработаны	 такие	 способы	 оценки	 аутофагии	
в	мышечных	клетках	линии	С2С12,	как	проточная	
цитофлуориметрия	 (FACS),	Western	 Blot	 и	 имму-
ноцитохимия.	 особенностями	 разработанных	 ме-
тодов	 является	 возможность	 раздельной	 оценки	
растворимой	 формы	 белка	 LC3	 (LC3I)	 и	 его	 ак-
тивированной,	 включенной	 в	 состав	 аутофагосом	
формы	 (LC3	 II).	 для	 раздельной	 оценки	 данных	
форм	 при	 цитофлоуриметрии	 (FACS)	 и	 Western	
Blot	 применялся	 метод	 экстракции	 растворимой	
фракции	при	помощи	обработки	дигитонином.	для	
оценки	избирательно	LC3	II	фракции	при	иммуно-
цитохимии	использовалась	предварительная	обра-
ботка	клеток	раствором	tween	(0,05%).

основой	для	исследования	 аутофагии	методом	
проточной	цитометрии	является	протокол,	опубли-
кованный	V.	Kaminskyy	[6].	С	учетом	отличного	типа	
клеток	 (мышиные	 миобласты	 линии	С2С12)	 дан-
ный	протокол	был	оптимизирован	в	части	исполь-
зуемых	концентраций	дигитонина	при	проведении	
пермеабилизации,	количества	и	длительности	про-
цесса	 отмывки	 первичных	 и	 вторичных	 антител,	
температурного	 режима	 проведения	 пермеабили-
зации	и	фиксации	клеток.	для	визуализации	клеток	
методом	проточной	цитометрии	и	количественной	
обработки	результатов	применялись	линейные	или	
логарифмические	шкалы	и	регистрация	параметров	
клеток	по	прямому	и	боковому	светорассеянию.	При	
оценке	 эффективной	 и	 достаточной	 концентрации	

рисунок 1. результаты пермеабилизации разными концентрациями дигитонина без последующей 
фиксации клеток и влияние различных концентраций дигитонина на эффективность окраски 

lC3II изоформы в мышечных клетках: неокрашенные клетки (а), клетки, окрашенные анти-lC3 
антителами, дигитонин 0,0025% (Б), клетки, окрашенные анти-lC3 антителами, дигитонин 0,005% 

(в). при использовании дигитонина 0,005% отмечается лучшее окрашивание лизосомальным 
красителем (лучшая пермеабилизация и проникновение красителя внутрь клетки)
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дигитонина	использовались	следующие	разведения:	
0,001%,	 0,0025%,	 0,005%,	 0,01%.	Нами	 было	 пока-
зано,	что	наиболее	эффективной	и	достаточной	для	
проведения	является	концентрация	—	0,005%	диги-
тонина	(рис.	1).	учитывая	необходимость	многократ-
ной	отмывки	клеток	(пермеабилизация	дигитонином	
и	отмывка	внутриклеточного	содержимого,	отмывка	
от	парафармальдегида,	отмывка	от	первичных	и	вто-
ричных	антител	при	окраске)	и	потерю	до	10%	клеток	
при	каждой	из	них,	нами	была	проведена	серия	экс-
периментов	с	разным	количеством	процедур	отмыв-
ки	от	дигитонина	2,	3,	4	раза.	Было	установлено,	что	
три	 процедуры	 отмывки	 являются	 оптимальными	
и	достаточными	после	процедуры	пермеабилизации,	
когда	удаление	внутриклеточных	агентов	эффектив-
но,	а	количество	сохранившихся	клеток	к	финально-
му	этапу	исследования	достаточно	(рис.2).	При	ана-
лизе	литературы	на	предмет	выбора	протокола	про-
ведения	 пермеабилизации	 клеток	 дигитонином	 при	
исследовании	 аутофагии	 было	 выявлено,	 что	 часть	
исследователей	проводит	реакцию	при	условиях	ком-
натной	температуры,	однако	большинство	—	на	льду	
[6,	7,	8,	9,	10].	Подходы	к	длительности	пермеабили-
зации	в	опубликованной	литературе	также	разнятся,	
однако	наиболее	часто	процедура	проводится	в	тече-
нии	5	мин.	таким	образом,	в	дальнейшем	все	экспе-
рименты	по	использованию	дигитонина	проводились	
на	льду	в	течении	5	мин.	Было	установлено,	что	ис-
пользование	0,001%	раствора	дигитонина	не	оказы-
вает	 достаточного	 пермеабилизирующего	 эффекта;	
0,0025%	—	не	дает	стабильных	результатов	(при	про-
ведении	 серий	 экспериментов	 низкая	 сходимость);	
0,01%	—	 обладает	 эффектом,	 близким	 к	 цитолити-
ческому;	0,025%		—	демонстрировал	стабильные	ре-
зультаты	и	достаточную	эффективность.

теоретической	 предпосылкой	 к	 отказу	 прове-
дения	 процедуры	 фиксации	 клеток	 после	 прове-

дения	пермеабилизации	было	желание	уменьшить	
неизбежные	 потери	 клеточной	 массы,	 связанные	
с	проведением	дополнительных	процедур	отмывки	
после	 фиксации.	 однако,	 полученные	 результаты	
продемонстрировали	 целесообразность	 проведе-
ния	фиксации	клеток	после	пермеабилизации	и	от-
мывки	 и	 формирование	 двух	 пулов:	 позитивных	
и	 негативных	 по	 LC3	 клеток.	 При	 этом	 в	 случае	
фиксации	 такой	 явной	 гетерогенности	не	 отмеча-
лось.	таким	образом,	наиболее	эффективным	был	
признан	способ	предварительной	фиксации	клеток	
4%	раствором	PFA	после	пермеабилизации	дигито-
нином	и	перед	процессом	окраски	антителами.

В	работе	были	использованы	первичные	антите-
ла	Anti-LC3	pAb	(purified	IgG/rabbit)	(MBL,	Japan)	
и	 вторичные	 антитела	 antirabbit	AF488.	рабочими	
разведениями	антител	были	1:200.	использовались	
различные	комбинации	с	объемами	в	5,	10,	20,	40	
мкл.	Было	установлено,	что	эффективным	и	доста-
точным	является	использование	первичных	и	вто-
ричных	антител	в	объеме	10	мкл,	разведение	1:200.

В	 большинстве	 случаев	 для	 визуализации	
культур	 клеток	 при	 проточной	 лазерной	 цитомет-
рии	используются	логарифмические	шкалы	при	по-
строении	 графиков	по	прямому	и	 боковому	 свето-
рассеянию.	Этот	метод	позволяет	минимизировать	
«потери»	 клеток	 при	 их	 детекции,	 а	 также	 умень-
шить	количество	«шума»	и	дебриса.	однако	в	этом	
случае	не	представляется	возможным	характеризо-
вать	клетки	по	размеру	и	гранулярности	 (внутрен-
нему	 содержимому).	 В	 то	же	 время	 предполагает-
ся,	что	эти	характеристики	клеток	могут	оказаться	
важными	для	оценки	аутофагии,	при	которой	мор-
фология	клеток	может	меняться	значительно.	После	
проведения	 сравнительных	 тестов	 эффективности	
визуализации	в	логарифмических	и	линейных	шка-
лах	(позволяющих	оценить	размер	и	гранулярность)	

рисунок 2. Сравнительная оценка разного количества отмывок от пермеабилизирующего 
раствора: две отмывки после пермеабилизации (а), три отмывки после пермеабилизации 

(Б), четыре отмывки после пермеабилизации (в). Установлено, что три процедуры отмывки 
являются оптимальными и достаточными после процедуры пермеабилизации, когда удаление 

внутриклеточных агентов эффективно, а количество сохранившихся клеток к финальному этапу 
исследования достаточно
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были	сделаны	выводы	о	целесообразности	исполь-
зования	линейных	шкал	при	построении	графиков	
по	прямому	и	боковому	светорассеянию	(рис.3).

для	оценки	эффективного	и	показательного	пери-
ода	депривации	клеток	—	«голодания»	—	были	про-
ведены	 серии	 экспериментов	 с	 оценкой	 временных	
точек	1,	4	и	5	часов	(рис.	4).	Было	установлено,	что	
уровень	аутофагии	через	1	час	«голодания»	не	отли-
чался	от	такового	в	контрольных	образцах.	Продол-

жительности	эксперимента	в	4	и	5	часов	были	наибо-
лее	репрезентативны	и	воспроизводимы.

Уточненный протокол пробоподготовки 
и окраски клеток С2С12 для оценки аутофагии 
методом проточной лазерной цитометрии

1.	 Снятые	с	культурального	пластика	трипсином	
клетки	ресуспендировать	в	фосфатно-солевом	буфе-
ре	(PBS)	+	2%	эмбриональной	телячьей	сыворотки.

рисунок 3. примеры визуализации клеток по прямому и боковому светорассеянию в линейных (а) 
и логарифмических (Б) шкалах. Отчетливо видна гетерогенность клеток по размеру  

(forward scatter) при линейном построении шкал

рисунок 4. пример результатов окрашивания клеток с применением анти-lC3 антител 
по уточненному протоколу при различной длительности депривации c использованием метода 

проточной лазерной цитометрии: контроль без депривации (а), депривация 1 час (Б), 
депривация 4 часа (в), депривация 5 часов (г)
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2.	 отмывка:	центрифугировать	в	течение	6	мин.	
при	 1,0	 rcf.	удалить	 надосадочную	жидкость.	 ре-
суспендировать	осадок	в	50	мкл	PBS.

3.	 Пермеабилизация	 дигитонином:	 дигитонин	
0,005%	100	мкл	внести	в	каждую	пробирку	с	ре-
суспендированными	 клетками.	 инкубировать	 5	
мин.	на	льду.

4.	 Внести	1000	мкл	PBS.	отмывка	(см.	п.2)	3	раза.
5.	 Фиксация:	 параформальдегид	 4%	 100	 мкл	

внести	в	каждую	пробирку	с	ресуспендированны-
ми	в	50	мкл	PBS	клетками.	инкубировать	20	мин.	
при	комнатной	температуре.	

6.	 отмывка	(см.	п.	4)	2	раза.
7.	 окраска	 первичными	 антителами.	 антитела	 в	

разведении	1:200	добавлять	в	количестве	10	мкл	на	про-
бу.	инкубировать	30	мин.	при	комнатной	температуре.	

8.	 отмывка	(см.	п.	4)	2	раза.
9.	окраска	 вторичными	 антителами	 в	 разве-

дении	 1:200	 в	 количестве	 10	мкл	 на	 пробу.	ин-
кубировать	 15	мин.	 при	 комнатной	 температуре	
в	темноте.	

10.	 	ресуспендировать	клетки	в	300	мкл	PBS.
11.	 	цитометрия:	 выделить	 популяции	 клеток	

по	прямому	и	боковому	светорассеянию	в	линей-
ных	 шкалах.	 Собирать	 для	 дальнейшего	 анализа	
не	менее	5000	событий.

С	учетом	результатов,	полученных	при	оптимиза-
ции	метода	проточной	цитометрии	в	отношении	LC3I	
и	LC3II,	при	оптимизации	метода	иммуноокрашива-
ния	также	использовался	подход	с	предварительной	
обработкой	клеток	С2С12	различными	концентраци-
ями	мягких	детергентов.	В	качестве	детергентов	ис-
пользовались	следующие	концентрации	дигитонина:	
0,005%,	0,025%,	а	также	tween/PBS	0,05%.	отработка	
условий	действия	детергентов	проводилась	с	течение	
3-5	 мин.	 в	 условиях	 комнатной	 темперетуры	 либо	
на	льду.	индукция	аутофагии	и	подбор	оптимального	
для	анализа	времени	депривации	проводились	в	тече-
ние	 3-8	 часов	 в	 бессывороточном	 растворе	 среды	
EBSS	(Earle’s	Balanced	Salt	Solution).	Фиксация	кле-
ток	проводилась	с	помощью	4%	раствора	PFA	после	
пермеабилизации	детергентом	в	течение	10	мин	при	
температуре	4°С.	оценку	аутофагии	возможно	прово-
дить	либо	путем	окраски	анти-	LC3	антителами,	либо	
после	трансфекции	LC3-GFP	плазмидой	при	помощи	
липофектамина	(рис.	5).	

Уточненный протокол пробоподготовки 
и окраски клеток С2С12 для оценки аутофагии 
методом иммуноцитохимии

1.	 депривация	(голодание)	клеток	линии	С2С12	
в	течение	4	часов	(8	часов	для	клеток,	трансфеци-

рисунок 5. пример результатов окрашивания клеток с применением анти-lC3 антител 
с предварительной пермеабилизацией дигитонином: без предварительной пермеабилизации 

(а), пермеабилизация 0.025% Digitonin/pbS (Б), пермеабилизация 0.05% Tween/pbS(в), 0.005% 
Digitonin/pbS (г)
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рованных	 LC3-GFP)	 путем	 замены	 сывороточной	
среды	на	EBSS	бессывороточный	буфер.

2.	 отмывка	PBS	в	течение	5	мин.	3	раза.
3.	 Пермеабилизация	раствором	0,005%	дигито-

нина	5	мин.	при	температуре	при	температуре	4°С.	
4.	 отмывка	в	PBS	5	мин.	3	раза.
5.	 Фиксация	 в	 растворе	 4%	 PFA	 в	 течение	 10	

мин.	при	температуре	4°С.
6.	 отмывка	(см.	п.	4).	3	раза.
7.	 окраска	первичными	антителами	(анти-	LC3)	

в	разведении	1:200.	инкубировать	1	ч.	30	мин.	при	
комнатной	температуре.

8.	 отмывка	(см.	п.	4)	3	раза.
9.	 окраска	 вторичными	 антителами	 в	 разведе-

нии	 1:200	 инкубировать	 30	 мин.	 при	 комнатной	
температуре	в	темноте.	

10.	 отмывка	(см.	п.	4)	3	раза.
11.	 В	случае	применения	прямой	трансфекции	

LC3-GFP	плазмиды	(трансфекция	при	помощи	ли-
пофектамина),	начиная	с	п.	7,	может	быть	проведе-
на	прямая	иммунофлуоресценция	клеток.

Оценка процесса аутофагии методом Western 
blot

С	 учетом	 результатов,	 полученных	 при	 опти-
мизации	 метода	 проточной	 цитометрии	 и	 скорее	
имуноцитохимии	 с	 детекцией	 LC3I	 и	 LC3II	 изо-
форм,	 при	 оптимизации	 метода	Western	 blot	 так-
же	 использовался	 подход	 с	 предварительной	 об-

работкой	 клеток	 С2С12	 различными	 концентра-
циями	 дигитонина	 для	 разделения	 растворимой	
и	нерастворимой	фракций	белка	LC3.	использова-
лись	следующие	концентрации	дигитонина:	0,1%,	
0,05%,	 0,025%,	 0,01%,	 0,005%,	 0,0025%,	 0,001%.	
В	результате	экстракции	при	помощи	дигитонина	
растворимой	 белковой	 фракции	 по	 мере	 увели-
чения	 концентрации	 дигитонина	 увеличивалась	
концентрация	белка	в	растворимой	фракции	(рис.	
6а).	 При	 последующей	 экстракции	 нераствори-
мой	фракции	 белка,	 содержащей	 основную	 часть	
LC3II-изоформы,	 по	 мере	 увеличения	 концентра-
ции	дигитонина	концентрация	белка	в	нераствори-
мой	фракции	уменьшалась	(рис.6	Б).	для	экстрак-
ции	преимущественно	нерастворимой	части	белков	
использовался	стандартный	буфер	для	радиоимму-
нопреципитации	(RIPA)	с	модификацией	несколь-
ких	 компонентов	 для	 повышения	 растворимости	
белков	 (1%	NP-40,	 0.5%	 sodium	 deoxycholate,	 1%	
SDS).	При	окраске	с	использованием	анти-LC3	ан-
тител	была	получена	сходная	картина,	соответству-
ющая	различному	содержанию	белка	LC3	в	раство-
римой	 и	 нерастворимой	 фракциях.	 В	 результате	
подбора	 различных	 условий	 обработки	 детерген-
тами	 и	 изменения	 длительности	 и	 температуры	
экстракции	белков	был	разработан	наиболее	опти-
мальный	протокол	метода	Western	blot	с	анти-LC3	
антителами	 для	 определения	 процесса	 аутофагии	
в	клетках	мышечной	линии	С2С12.

рисунок 6. Окраска общего белка и lC3 красителем ponceau в растворимой и нерастворимой 
фракциях после обработки раствором дигитонина: растворимая фракция после экстракции 

с применением раствора дигитонина разных концентраций (а), нерастворимая фракция после 
экстракции с применением раствора дигитонина разных концентраций (Б)



 136 3 (5) / 2016

Экспериментальные исследования / Experimental studies

Уточненный протокол пробоподготовки 
и окраски белкового экстракта клеток линии 
С2С12 для оценки аутофагии методом Western blot

1.	 Снятые	 с	 культурального	 пластика	 трипси-
ном	клетки	суспензировать	в	PBS.

2.	 отмывка:	 центрифугировать	 в	 течение	 6	
мин.	при	1,0	rcf.	удалить	надосадочную	жидкость.	
ресуспендировать	осадок	в	50	мкл	PBS.

3.	 Пермеабилизация	0.005%	раствором	дигито-
нина	в	течение	5	мин.	на	льду.

4.	 центрифугировать	 3	 мин.	 при	 3,5	 rcf,	 со-
брать	 надосадочную	жидкость	 в	 качестве	 раство-
римой	 фракции,	 содержащей	 преимущественно	
LC3I	изоформу.

5.	 обработать	осадок	буфером	RIPA	Autophagy	
(лизирующий	буфер	для	экстракции	нерастворимой	
фракции	 белков)	 и	 использовать	 в	 последующем	
в	соответствии	со	стандартным	протоколом	методи-
ки	Western	blot	в	качестве	нерастворимой	фракции,	
содержащей	преимущественно	LC3II	форму.

Представленные	 уточненные	 протоколы	 про-
боподготовки	 и	 окраски	 клеток	мышечной	 линии	
С2С12	анти-LC3	антителами	могут	быть	использо-
ваны	для	дальнейшей	оценки	процесса	аутофагии	
в	 скелетно-мышечных	 клетках	 и	 клетках	миокар-
да,	 а	 также	в	мышечной	ткани	и	ткани	миокарда.	
Ключевым	 условием	 пробоподготовки	 и	 экстрак-
ции	белка	из	мышечных	и	миокардиальных	клеток	
для	 последующей	 оценки	методом	проточной	 ла-
зерной	 цитометрии,	 иммуноцитохимии	 и	Western	
blot	 является	 эффективное	 разделение	 раствори-
мой	 цитоплазматической,	 не	 связанной	 с	 лизисо-
мальными	мембранами	фракции	белка	LC3	(LC3I),	
и	его	активированной,	включенной	в	состав	ауто-
фагосом	формы	 (LC3	 II).	 для	 раздельной	 оценки	
данных	 фракций	 как	 при	 иммуноцитохимии,	 им-
муноцитометрии	(FACS),	так	и	при	анализе	мето-
дом	Western	 Blot	 могут	 эффективно	 применяться	
различные	детергенты,	в	частности,	метод	экстрак-
ции	растворимой	фракции	при	помощи	обработки	
дигитонином.	 для	 оценки	 эффективной	 экстрак-
ции	 нерастворимой	 фракции	 белка	 LC3	 (LC3	 II)	
ключевым	 является	 увеличение	 экстрагирующей	
способности	буфера	путем	включения	в	состав	1%	
SDS	либо	2%	triton-Х100.	Соблюдение	представ-
ленных	методических	подходов	позволяет	 эффек-
тивно	 оценивать	 процесс	 аутофагии	 с	 примене-
нием	анти-LC3	антител,	ингибиторов,	блокаторов	
и	 стимуляторов	 процесса	 аутофагии	 в	 культурах	
мышечных	клеток.
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