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Нейтральные липиды внутри клетки депонируются в липидных тельцах – осо-
бых клеточных органеллах, представляющих собой окруженное монослоем фос-
фолипидов ядро из триацилглицеринов (ТАГ) и эфиров холестерина и играющих
центральную роль в клеточном метаболизме липидов. Биогенез липидных телец
и расходование запасаемых липидов контролируется белками семейства РАТ,
которые экспрессируются на поверхности липидных телец, обеспечивают их
взаимодействие с митохондриями и регулируют метаболизм содержащихся в них
липидов за счет сопряжения с липазами. Представитель семейства РАТ белок
ADRP (adipose differentiation-related protein) является основным в количествен-
ном отношении белком поверхности липидных телец, экспрессирующимся во
многих типах клеток. Задача данной работы состояла в исследовании участия
ADRP в формировании липидных телец и по внутриклеточной аккумуляции ТАГ
при действии различных стимулов – липолисахарида (ЛПС), экзогенной олеи-
новой кислоты и этомоксира, ингибитора карнитин-пальмитоилтрансферазы 1.
Объектом работы являлись эпителиальные клетки, выделенные с мукозной по-
верхности мочевого пузыря лягушки. Инкубация клеток в течение 21 ч с ЛПС
E. coli (25 мкг/мл), олеиновой кислотой (50 мкМ) и этомоксиром (100 мкМ) при-
водила к значительному росту числа и размеров липидных телец и увеличению
внутриклеточного накопления ТАГ. Несмотря на то, что все использованные ве-
щества эффективно стимулировали рост липидных телец, только инкубация с
ЛПС сопровождалась резким увеличением экспрессии белка ADRP, тогда как в
присутствии этомоксира или олеиновой кислоты экспрессия данного белка не из-
менялась. Обнаруженные различия свидетельствуют о том, что молекулярные ме-
ханизмы, лежащие в основе формирования липидных телец и аккумуляции ТАГ
при действии разных стимулов в одном и том же типе клеток, могут различаться в
отношении участия белков, экспрессирующихся на поверхности липидных телец.
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Избыточное накопление липидов в клетках нежировой природы связано с такими
серьезными патологиями как атеросклероз, ожирение, метаболический синдром,
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диабет 2-го типа, стеатоз печени и др. Внутриклеточно липиды аккумулируются в
липидных тельцах – специализированных органеллах цитоплазмы, встречающих-
ся практически во всех типах клеток. Структурно они представляют собой ядро из
нейтральных липидов, главным образом, триацилглицеринов (ТАГ) и эфиров хо-
лестерина, окруженное монослоем фосфолипидов. У эукариот липидные тельца
образуются в эндоплазматическом ретикулуме: накопление нейтральных липидов
между липидными монослоями мембраны ретикулума приводит к отщеплению
липид-содержащей гранулы, окруженной липидным монослоем. Согласно совре-
менным представлениям, липидные тельца играют центральную роль в клеточном
метаболизме липидов [1–4]. Находясь в тесной структурно-функциональной связи
с митохондриями, они регулируют расход и синтез нейтральных липидов, являют-
ся запасом строительных блоков для мембран клетки, защищают клетку от инток-
сикации избытком липидов (жирных кислот, церамида) и липофильных веществ,
участвуют в регуляции уровня биоактивных липидов, имея в своей структуре не
только субстраты для синтеза эйкозаноидов, но и ферменты, обеспечивающие
синтез или высвобождение этих регуляторов – циклооксигеназу, липоксигеназу,
фосфолипазу А2 и сопряженные с ними протеинкиназы [1, 3–7].

Интерес к липидным тельцам в большой степени был усилен открытием экс-
прессирующихся на их поверхности специфических белков семейства РАТ (по
первым буквам идентифицированных белков – perilipin, ADRP, TIP47), которые,
как стало понятно в последнее десятилетие, играют ведущую роль в регуляции
формирования и расхода липидных телец. В настоящее время семейство включает
5 белков, которые по современной номенклатуре получили название перилипины
(PLIN 1–5). Эти белки регулируют образование липидных телец в структурах эндо-
плазматического ретикулума, их слияние, взаимодействие с другими клеточными
органеллами, такими как митохондрии, а также метаболизм содержащихся в них
липидов за счет сопряжения с липазами [8–12]. В различных типах клеток усиле-
ние экспрессии перилипинов сопровождается ростом липидных телец, что одно-
значно свидетельствует об их ключевой роли в торможении расхода ТАГ или уси-
лении их синтеза, однако в зависимости от характера стимула и типа клеток в про-
цесс роста липидных телец могут быть вовлечены различные перилипины. Белок
ADRP (adipose differentiation-related protein) является основным в количественном
отношении белком поверхности липидных телец [13]. Первоначально он был иден-
тифицирован в адипоцитах, однако впоследствии его экспрессия была выявлена
практически во всех исследованных типах клеток [14, 15]. Участие ADRP в регуля-
ции формирования липидных телец доказано на нескольких клеточных моделях
[16–18], однако данные по эпителиальным клеткам практически отсутствуют.

В наших предыдущих работах, выполненных на эпителиальных клетках мочевого
пузыря лягушки, было показано, что значительное усиление образования липид-
ных телец наблюдается при действии бактериального липополисахарида (ЛПС),
экзогенных жирных кислот и при угнетении окисления жирных кислот этомокси-
ром [19, 20], ингибитором карнитин-пальмитоилтрансферазы 1, обеспечивающей
перенос жирных кислот в митохондрии. Каждое из перечисленных воздействий,
приводящих в конечном итоге к одному и тому же эффекту – усилению внутрикле-
точной аккумуляции липидов – основывается на специфических молекулярных
механизмах. Убедившись в том, что эпителиальные клетки мочевого пузыря ля-
гушки экспрессируют ADRP, мы поставили перед собой задачу на одном и том же
типе клеток выяснить, является ли изменение экспрессии этого белка необходи-
мым условием накопления липидных телец, стимулированного различными меха-
низмами.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проводили на изолированных эпителиальных клетках мочевого
пузыря лягушки Rana temporaria L. Животных содержали в лаборатории при темпе-
ратуре 5°С в емкостях, на 1–1.5 см заполненных водой. Эксперименты выполняли
в соответствии с протоколом обращения с лабораторными животными ИЭФБ РАН
и требованиями и положениями директивы Европарламента 2010/63/EC 22.09.2010.

Реактивы. Культуральная среда Лейбовитца (L-15), липополисахарид E. coli (се-
ротип 0127:B8), триолеилглицерин, этомоксир, олеиновая кислота – Sigma Chemi-
cals, США; нильский красный - Invitrogen, США; гентамицин – Мосхимфармпре-
параты им. Н.А.Семашко, Россия.

Выделение изолированных эпителиальных клеток. Внутреннюю полость мочевого
пузыря у обездвиженной разрушением спинного мозга и вскрытой лягушки запол-
няли раствором, содержащим (в мМ): 85 NaCl, 4 KCl, 17.5 NaHCO3, 0.8 KH2PO4,
2 глюкозы, 2 ЭДТА, 40 мкг/мл гентамицина, (pH 7.5) – раствор “А”. Пузыри пере-
вязывали, извлекали и помещали в раствор того же состава на 50 мин в условия ин-
тенсивной аэрации. К концу этого времени клетки спонтанно отделялись от сте-
нок пузыря. Полученные суспензии клеток фильтровали через четыре слоя газовой
ткани и центрифугировали 10 мин при 100 g. Супернатант удаляли, клетки ресус-
пендировали в растворе, содержащем (в мМ): 85 NaCl, 4 KCl, 17.5 NaHCO3,
0.8 KH2PO4, 0.8 MgCl2, 1.5 CaCl2, 2 глюкозы, 40 мкг/мл гентамицина – раствор “Б”,
и снова центрифугировали при тех же условиях. Осадок ресуспендировали в сте-
рильной культуральной среде следующего состава: 1 часть среды L-15 (Leibovitz) + 0.39 ча-
сти Н2О. К модифицированной среде добавляли 40 мкг/мл гентамицина. Осмо-
ляльность всех растворов и среды соответствовала осмоляльности плазмы крови
лягушек и составляла 230 мосм/кг воды. Подсчет количества клеток осуществляли
в камере Горяева. Полученные клетки инкубировали в лунках 24-луночного куль-
турального планшета (1.2 × 106 клеток в объеме 250 или 300 мкл) в модифициро-
ванной среде L-15 в присутствии 40 мкг/мл гентамицина в течение 21 ч во влажной
камере при 23°С. Рабочие концентрации анализируемых веществ, добавляемых в
момент начала инкубации, составляли: ЛПС – 25 мкг/мл, этомоксир – 100 мкМ,
олеиновая кислота – 50 мкМ. Раствор олеиновой кислоты приготовлялся на спир-
ту. Для того, чтобы избежать эффекта растворителя, аликвоту раствора олеиновой
кислоты в объеме 3–5 мкл вносили в пустую лунку и высушивали на воздухе в тече-
ние нескольких минут, после чего добавляли клеточную суспензию.

Конфокальная микроскопия. Контрольные и опытные клетки инкубировали в ка-
мерах для конфокальной микроскопии (0.75 × 106 клеток в объеме 250 мкл) в моди-
фицированной среде L-15. Концентрированный раствор нильского красного в диме-
тилсульфоксиде в концентрации 1 мг/мл разбавляли в 1000 раз модифицированной
культуральной средой L-15, 100 мкл этого раствора добавляли к 250 мкл суспензии
клеток в конце инкубации. Микрофотографии получали на конфокальном микро-
скопе Leica TCS SP-II (Leica – Microsystems, Германия). Флуоресценцию возбуж-
дали при λ 488 нм, регистрируя испускаемый свет при λ 500–570 нм, объектив ×63
с масляной иммерсией.

Экстракция липидов из эпителиальных клеток, тонкослойная хроматография ли-
пидного экстракта и определение количества ТАГ. Клетки инкубировали в лунках
24-луночного планшета (1.2 × 106 клеток в объеме 300 мкл) в течение 21 ч с добав-
ками анализируемых веществ или без них. По окончании инкубации клетки соби-
рали из лунок, отмывали, и экстрагировали суммарные липиды смесью хлоро-
форм–метанола 2 : 1. В одну пробу собирали примерно 2.5 × 106 клеток. Получен-
ные экстракты промывали 1/5 объема 0.75%-ного раствора KCl, центрифугировали
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5 мин при 250 g, нижнюю фазу упаривали досуха, осадок липидов растворяли в 20 мкл
смеси хлороформ–метанол (2 : 1) и затем наносили на хроматографическую пла-
стинку DC-Alufolien (Merck, Германия). Хроматографию проводили в системе гек-
сан–диэтиловый эфир–уксусная кислота (33 : 11.3 : 1, v/v). Пластинку проявляли в
20%-ном водном растворе H2SO4, затем нагревали до 150°С до проявления зон ли-
пидных классов, после чего фотографировали в стандартных условиях освещенно-
сти с помощью фотоаппарата Sony Cyber-Shot DSC-F828 (параметры съемки: F 2.5,
S 60). ТАГ идентифицировали с помощью соответствующего стандарта. Денсито-
метрический анализ проводили с помощью программ ImageJ и Microsoft Office Excel.
Абсолютные количества ТАГ рассчитывали, исходя из количества нанесенного на
пластинку стандартного раствора ТАГ.

Иммуноблоттинг. После окончания инкубации клетки промывали раствором “Б”
и гомогенизировали в лизис-буфере (20 мМ Tris-HCl, pH 6.8, 25 мМ EDTA,
0.1% Triton X-100 со смесью ингибиторов протеаз). Клеточный лизат смешивали с
буфером для нанесения проб (200 мМ Tris-HCl (pH 6.8), 400 мМ β-меркаптоэтанола,
4% SDS, 40% глицерина, 0.01% красителя бромфеноловый синий), и подвергали
нагреванию при 100°C в течение 3 мин. Пробы разделяли в 10%-ном полиакрила-
мидном геле и переносили на нитроцеллюлозную мембрану (Whatman, Германия).
Мембраны обрабатывали 5%-ным раствором обезжиренного молока на TBS-буфере,
содержащем Tween 20, в течение 1 ч и инкубировали в течение ночи при 4°C с соот-
ветствующими антителами против ADRP (Santa Cruz Biotechnology, США) (1 : 750) и
α/β-тубулина (Cell Signalling Technology, США; 1 : 1000). В качестве вторичных ан-
тител использовали anti-rabbit IgG, конъюгированные с пероксидазой хрена (Vec-
tor, США) (1 : 3000). Для визуализации сигналов использовали ECL detection system
(Thermo Scientific, США). Содержание исследуемого белка оценивали с помощью
денситометрии с использованием программы ImageJ. В качестве внутреннего стан-
дарта использовали α/β-тубулин.

Статистическая обработка результатов. Данные представлены в виде среднего
арифметического ± стандартная ошибка среднего значения. Статистическую обра-
ботку данных проводили, используя программу Microsoft Office Excel и статистиче-
ского пакета AtteStat, версия 13.1. Достоверность различий между контролем и опытом
определяли с помощью метода однофакторного дисперсионного анализа (one-way
ANOVA). Достоверными считались отличия при уровне значимости p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Инкубация изолированных эпителиальных клеток в течение 21 ч с ЛПС (25 мкг/мл),
этомоксиром (100 мкМ) или экзогенной олеиновой кислотой (50 мкМ) приводила
к увеличению свечения нильского красного, специфического липидного красите-
ля, при этом наблюдалось увеличение как количества липидных гранул, так и их
размеров по сравнению с контролем (рис. 1). Измерение абсолютного количества
ТАГ, аккумулируемых в клетках, показало, что все три воздействия приводят к зна-
чительному росту внутриклеточного содержания ТАГ (рис. 2А). Белок ADRP раз-
мером около 50 кДа экспрессируется в свежевыделенных клетках, инкубация клеток в
течение 21 ч в контрольных условиях не приводит к изменению его экспрессии
(рис. 2Б, В). Инкубация клеток с ЛПС сопровождалась резким увеличением экс-
прессии белка ADRP, тогда как в присутствии этомоксира или экзогенной олеино-
вой кислоты экспрессия ADRP не изменялась (рис. 2Б, В).

Локализованная на поверхности липидных телец регуляция внутриклеточного
баланса нейтральных липидов является чрезвычайно сложным и тонко контроли-
руемым процессом, в котором задействованы несколько типов липаз, каждая из
которых может активироваться независимыми сигнальными путями, и перилипи-



1575РАЗЛИЧИЕ ВЛИЯНИЯ ЛИПОПОЛИСАХАРИДА

Рис. 1. (А–Г) Липидные тельца, окрашенные флуоресцентным красителем нильским красным, в эпите-
лиальных клетках мочевого пузыря лягушки в контроле и после 21-часовой инкубации с этомоксиром
(100 мкМ), олеиновой кислотой (50 мкМ) и ЛПС (25 мкг/мл). Микрофотографии выполнены на кон-
фокальном микроскопе Leica TCS SP-II (Leica – Microsystems, Германия). Флуоресценцию возбуждали
при λ 488 нм, регистрируя испускаемый свет при λ 500–570 нм, объектив ×63 с масляной иммерсией.
Масштаб: 25 мкм. (Д) Количественный анализ флуоресценции нильского красного, % от контроля.
*p < 0.05 по сравнению с контролем.
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Рис. 2. (А) Денситометрический анализ внутриклеточного содержания ТАГ (в мкг/106 клеток). 1 – кон-
троль, 2 – этомоксир, 3 – олеиновая кислота, 4 – ЛПС E.coli. Данные представлены как среднее значе-
ние ± m, n = 9. *p < 0.05, **p < 0.01. (Б, В) Экспрессия белка ADRP в эпителиальных клетках в контроле
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анализ уровня экспрессии, представленный в виде отношения оптических плотностей ADRP к α/β-ту-
булину. 0 – начало инкубации (свежевыделенные клетки), 1 – контроль, 2 – этомоксир, 3 – олеиновая
кислота, 4 – ЛПС E.coli. Данные представлены как среднее значение ± m, n = 4. **p < 0.01.
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нов, регулирующих доступность липолитических ферментов к своему субстрату.
Большинство данных литературы свидетельствует о вовлечении белка ADRP в
процесс внутриклеточного запасания нейтральных липидов. Так, ингибирование
его экспрессии в макрофагах и фибробластах с помощью siRNA приводило к сни-
жению образования липидных телец, а оверэкспрессия – к значительному увели-
чению [16–18]. Полученные нами результаты о резком усилении экспрессии ADRP
в эпителиальных клетках при действии ЛПС однозначно свидетельствуют о вовле-
чении поверхностного белка липидных гранул в изменение внутриклеточного ме-
таболизма нейтральных липидов при действии этого стимула в эпителиальных
клетках. Это полностью соответствует данным литературы, полученным на других
типах клеток. Так, усиление экспрессии ADRP при действии ЛПС показано в
клетках микроглии [21], макрофагах [22, 23], фибробластах [18]. ЛПС-стимулиро-
ванное усиление экспрессии ADRP происходит на уровне транскрипции [21], ин-
гибирование его экспрессии с помощью siRNA снижает образование липидных те-
лец [18]. Молекулярный механизм участия ADRP в ЛПС-стимулированном накоп-
лении липидных телец далек от понимания, однако, можно предположить, что
этот белок связывается с липазой, специфичной к ТАГ (ATGL, adipocyte triglyceride
lipase), лишая ее доступа к своему субстрату, что, в свою очередь, приводит к тор-
можению гидролиза ТАГ и накоплению его в липидных тельцах [24]. Задействован
ли подобный механизм в эффекте ЛПС, остается однако невыясненным. По на-
шим данным первичной мишенью действия ЛПС в эпителиальных клетках моче-
вого пузыря лягушки является не угнетение гидролиза ТАГ, а снижение окисления
жирных кислот за счет образования активных форм кислорода в митохондриях,
которое приводит к увеличению концентрации свободных жирных кислот в цито-
золе и увеличению включения ацил-КоА в ТАГ [20]. В такой ситуации “упрятыва-
ние” жирных кислот в липидные тельца в составе ТАГ может рассматриваться как
механизм, защищающий клетку от избытка свободных жирных кислот в цитозоле.
Это соответствует данным работы [17], в которой показано, что механизм стимули-
рующего действия ADRP на образование липидных телец связан со снижением
окисления жирных кислот и увеличением включения ацил-КоА в ТАГ.

Действие экзогенной олеиновой кислоты и этомоксира основано на различных
механизмах, но оба воздействия в конечном итоге приводят к повышению внутри-
клеточного уровня свободных жирных кислот. В случае олеиновой кислоты увели-
чивается ее транспорт через плазматическую мембрану, тогда как в присутствии
этомоксира, ингибитора карнитин-пальмитоилтрансферазы 1, обеспечивающей
перенос жирных кислот в матрикс митохондрий, снижается окисление жирных
кислот. На используемой в настоящем исследовании клеточной модели нами было
подтверждено, что этомоксир снижает окисление жирных кислот и вызывает уве-
личение свободных жирных кислот в цитозоле [25]. Как и другие типы клеток,
эпителиальные клетки мочевого пузыря лягушки отвечают на действие экзогенной
олеиновой кислоты и этомоксира усилением формирования липидных телец. По-
добный эффект, вызываемый увеличением внутриклеточного содержания свобод-
ных жирных кислот, был показан на многих типах клеток [26, 27]. Считается, что в
его основе лежит усиление синтеза ТАГ за счет увеличения субстрата для ацил-
КоА-синтетазы [26], что обеспечивает защиту клетки от липотоксического дей-
ствия свободных жирных кислот в цитозоле. Несмотря на то, что этомоксир и эк-
зогенная олеиновая кислота приводили к усилению формирования липидных те-
лец и аккумуляции ТАГ, нами не было обнаружено изменение экспрессии ADRP.
Эти данные не согласуются с данными литературы по млекопитающим, полученным,
главным образом, на мышиных моделях – на клетках микроглии [21], линии клеток
NMuLi из печени [28], макрофагах [29], на линии адипогенных клеток 1246 [30].
Можно предположить, что усиление формирования липидных телец в эпителиаль-
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ных клетках при повышении внутриклеточной концентрации свободных жирных
кислот может быть сопряжено с другими белками семейства РАТ, ассоциирован-
ными с их поверхностью. Данные литературы свидетельствуют о вовлечении в про-
цесс формирования липидных телец белков Tir47 [31, 32], PLIN5 [33–36]. ЛПС Por-
phyromonas gingivalis усиливал накопление липидов в нейтрофилах крови, при этом
наблюдалось увеличение экспрессии только Tir47, тогда как экспрессия PLIN1,
ADRP и PLIN5 не изменялась [37].

Можно предположить, что в этом процессе принимают участие и неидентифици-
рованные на сегодняшний день белки. Так, на линии эмбриональных клеток, полу-
ченных от мышей нокаутных по ADRP, было показано, что способность к формиро-
ванию липидных телец при нагрузке олеиновой кислотой сохраняется даже в том
случае, если затормозить экспрессию Tir47 с помощью siRNA [32]. siRNA-опосредо-
ванное ингибирование транскрипции ADRP не уменьшало накопление липидов,
стимулированное HIF1 (hypoxia inducible factor-1) в культуре клеток MCF7 [38].

Таким образом, полученные нами данные свидетельствуют о том, что в отноше-
нии внутриклеточной аккумуляции липидов при действии ЛПС или в условиях эк-
зогенной или эндогенной нагрузки жирными кислотами эпителиальные клетки
мочевого пузыря лягушки не имеют каких-либо специфических особенностей по
сравнению с другими типами клеток – данные воздействия приводят к увеличе-
нию формирования липидных телец и аккумуляции ТАГ. Однако усиление экс-
прессии белка ADRP, которым обычно сопровождается рост этих органелл, на-
блюдается в исследованном временном диапазоне только при действии ЛПС, что
свидетельствует о различном участии перилипинов в механизмах формирования
липидных телец при действии разных стимулов. Дальнейшие исследования требу-
ются для того, чтобы понять, является ли обнаруженный факт особенностью эпи-
телиальных клеток или отражает видо-специфичность нашей клеточной модели.
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Different Effects of E. coli Lipopolysaccharide, Oleic Acid and Etomoxir
on the Expression of ADRP Protein in Epithelial Cells

E. M. Focka, S. D. Nikolaevaa, V. T. Bachteevaa,
E. A. Lavrovaa, and R. G. Parnovaa, *

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences,
St. Petersburg, Russia
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Abstract—Intracellularly neutral lipids are deposited in lipid bodies (LB) – special or-
ganelles composed of triglyceride or cholesterol esters core surrounded by a phospholip-
id monolayer. LBs play a central role in cellular lipid metabolism. The biogenesis of LB
and consumption of neutral lipids are controlled by proteins of the PAT family, which
are expressed on the surface of LB and regulate lipids storage and degradation providing
the interaction of LB with mitochondria and access of lipases to their substrates. The
ADRP (adipose differentiation-related protein), a member of the PAT family, is a quan-
titatively major LB surface protein expressed in many cell types. The goal of the present
work was to study the involvement of ADRP in the formation of LB and intracellular
TAG accumulation under the action of different stimuli –lipopolysaccharide (LPS),
exogenous oleic acid and etomoxir, an inhibitor of carnitine-palmitoyltransferase 1. The
experiments were performed on epithelial cells isolated from the mucosal surface of the
frog urinary bladder. Incubation of the cells for 21 hours with E. coli LPS (25 μg/ml),
oleic acid (50 μM) and etomoxir (100 μM) led to a significant increase in the number
and size of LBs and an increase in intracellular TAG accumulation. Despite the fact that
all the substances used effectively stimulated LB growth, only incubation with LPS was
accompanied by a sharp increase in the expression of ADRP protein, whereas in the
presence of etomoxir or oleic acid the expression of this protein did not change. The ob-
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tained results indicate that the molecular mechanisms underlying the increase in LB for-
mation and TAG accumulation under the action of different stimuli in the same cell type
can be differed in relation to the involvement of LB surface proteins.

Keywords: lipid bodies, Nile red, triacylglycerol, oleic acid, etomoxir, lipopolysaccharide
E.coli, ADRP protein, frog urinary bladder epithelial cells
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