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Ïðè àíàëèçå ñòðóêòóðíûõ ïåðåñòðîåê àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà êëåòîê òðîïîìèîçèí áûë îáíàðóæåí â
öèòîïëàçìå â âèäå ÷àñòèö èëè áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, íå ñâÿçàííûõ ñ àêòèíîâûìè ñòðóêòóðàìè. Äëÿ èçó-
÷åíèÿ ñîñòàâà è ñâîéñòâ ýòèõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ â íàñòîÿùåé ðàáîòå ðàçðàáîòàí ìåòîä èõ âûäåëåíèÿ
èç êëåòîê áåç ðàçðóøåíèÿ ñòðóêòóð öèòîñêåëåòà. Ñ ïîìîùüþ ãåëü-ôèëüòðàöèè, ýëåêòðîôîðåçà è Âåñ-
òåðí-áëîòèíãà îõàðàêòåðèçîâàí áåëêîâûé ñîñòàâ âûäåëåííûõ êîìïëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ òðîïîìèîçèí.
Îíè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ñëîæíûå ìóëüòèìîëåêóëÿðíûå êîìïëåêñû ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 700 êÄà. Â ñî-
ñòàâå ýòèõ êîìïëåêñîâ ïîìèìî òðîïîìèîçèíà è àêòèíà ìåòîäîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè èäåíòèôèöèðîâàíû
áåëêè òåïëîâîãî øîêà Hsp70 è Hsp90, à òàêæå ìèîçèí-9. Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî ïîä äåéñòâèåì èíãèáèòîðà
äåàöåòèëàç òðèõîñòàòèíà À, âûçûâàþùåãî â êëåòêàõ ïåðåñòðîéêè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, îäíîâðåìåí-
íî ïðîèñõîäÿò èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà òðîïîìèîçèíîâûõ ÷àñòèö è ïåðåðàñïðåäåëåíèå òðîïîìèîçèíà ìåæ-
äó öèòîçîëåì è öèòîñêåëåòîì. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû äàþò îñíîâàíèå ïðåäïîëàãàòü, ÷òî äàííûå ìóëü-
òèìîëåêóëÿðíûå êîìïëåêñû ìîãóò ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â ïðîöåññàõ ðåîðãàíèçàöèè ñèñòåìû àêòèíîâûõ
ìèêðîôèëàìåíòîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òðîïîìèîçèí, áåëêîâûå êîìïëåêñû, àêòèíîâûé öèòîñêåëåò, ìèîçèí-9, áåëêè
òåïëîâîãî øîêà.

Òðîïîìèîçèí — ýòî ýâîëþöèîííî êîíñåðâàòèâíûé
a-ñïèðàëüíûé àêòèíñâÿçûâàþùèé áåëîê, äèìåðèçóþ-
ùèéñÿ ñ îáðàçîâàíèåì ïàëî÷êîâèäíûõ ñóïåðñïèðàëåé,
êîòîðûå ðàñïîëàãàþòñÿ âäîëü öåíòðàëüíîé êàíàâêè àêòè-
íîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ è ó÷àñòâóþò â ïîääåðæàíèè èõ
ñòðóêòóðû. Îòäåëüíàÿ ìîëåêóëà òðîïîìèîçèíà ñëàáî
âçàèìîäåéñòâóåò ñ F-àêòèíîì. Ñòàáèëüíîå ñâÿçûâàíèå
îáåñïå÷èâàåòñÿ çà ñ÷¸ò ïîëèìåðèçàöèè òðîïîìèîçèíîâ
ãîëîâà-ê-êîíöó â ñïèðàëü íà ïîâåðõíîñòè àêòèíîâîé ôèá-
ðèëëû (Johnson, Smillie, 1977). Â ìûøå÷íûõ è íåìûøå÷-
íûõ êëåòêàõ òðîïîìèîçèí êîíòðîëèðóåò âçàèìîäåéñòâèå
àêòèíîâûõ ôèáðèëë ñ ìèîçèíîì, ðåãóëèðóÿ ñîêðàùåíèå
(Brown, Cohen, 2005). Â êëåòêàõ ðàçíûõ òêàíåé ìëåêîïè-
òàþùèõ âûÿâëåíî íåñêîëüêî èçîôîðì òðîïîìèîçèíà, ðàç-
ëè÷àþùèõñÿ ïî ìîëåêóëÿðíîé ìàññå. Ðàçëè÷íûå èçîôîð-
ìû ñïîñîáíû îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñû ñ ðÿäîì àêòèíñâÿ-
çûâàþùèõ áåëêîâ, âîâëå÷åííûõ â ðàáîòó öèòîñêåëåòà, è
ñìåíà ðàçíûõ èçîôîðì â êëåòêå íåðàçðûâíî ñâÿçàíà ñ õà-
ðàêòåðîì îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è îïðåäå-
ëÿåò åãî äèíàìè÷åñêèå ñâîéñòâà è ñòàáèëüíîñòü (Lindberg
et al., 2008; ORNeill et al., 2008). Òàê, ìåíåå ðàçâèòóþ îðãà-
íèçàöèþ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, õàðàêòåðíóþ äëÿ òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ è îïóõîëåâûõ êëåòîê, ñâÿçûâàþò ñ çàìå-
íîé âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ èçîôîðì òðîïîìèîçèíà íèçêî-
ìîëåêóëÿðíûìè (Miyado et al., 1997; Gunning et al., 2008).
Ïðè ýòîì âîññòàíîâëåíèå ýêñïðåññèè âûñîêîìîëåêóëÿð-
íûõ òðîïîìèîçèíîâ ïðèâîäèò ê èíãèáèðîâàíèþ îíêîãåí-
íûõ ïðîÿâëåíèé è âîññòàíîâëåíèþ íîðìàëüíîãî êëåòî÷-
íîãî ôåíîòèïà (Gunning et al., 1997). Òàê, íàïðèìåð, òðî-

ïîìèîçèí-1 ñ÷èòàåòñÿ îíêîñóïðåññîðîì: ïîêàçàíî, ÷òî
åãî ýêñïðåññèÿ ïðèâîäèò ê íîðìàëèçàöèè ôåíîòèïà src- è
ras-òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ, è â ýòîì ïðîöåñ-
ñå ïðèíèìàåò ó÷àñòèå ñèãíàëüíûé ïóòü Rho (Prasad et al.,
1999; Shah et al., 2001).

Îáû÷íî òðîïîìèîçèí íàõîäèòñÿ â íåìûøå÷íûõ êëåò-
êàõ â ñâÿçàííîì ñ àêòèíîâûìè ñòðóêòóðàìè âèäå è â
îñíîâíîì â ñîñòàâå ñòðåññ-ôèáðèëë (Lazarides, 1975).
Âìåñòå ñ òåì ïðè èììóíîôëóîðåñöåíòíîì àíàëèçå öèòî-
ñêåëåòà ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê òðîïîìèîçèíó åãî îáíàðó-
æèëè íå òîëüêî â ñîñòàâå àêòèíîâûõ ñòðóêòóð, íî è â âèäå
íå çàâèñèìûõ îò íèõ êðóïíûõ ÷àñòèö, ðàñïðåäåëåííûõ â
öèòîçîëå, â òîì ÷èñëå â ëàìåëëàõ è ôèëîïîäèÿõ, ãäå
îáû÷íî èíòåíñèâíî ïîëèìåðèçóåòñÿ àêòèí (Hillberg et al.,
2006; Grenklo et al., 2008).

Ìîëåêóëÿðíàÿ îðãàíèçàöèÿ è ôóíêöèîíàëüíàÿ ðîëü
ýòèõ ÷àñòèö â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåèçâåñòíû. Âïîëíå âîç-
ìîæíî, ÷òî îíè âîâëå÷åíû â ïðîöåññ ðåîðãàíèçàöèè öè-
òîñêåëåòà ïîä âëèÿíèåì âíåøíèõ ñòèìóëîâ è ÿâëÿþòñÿ
ïðåäøåñòâåííèêàìè áóäóùèõ àêòèíîâûõ ñòðóêòóð, à òàê-
æå ìîãóò ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â ïðîâåäåíèè âíóòðèêëåòî÷-
íûõ ñèãíàëîâ. Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü, â êàêîé ìåðå
òðîïîìèîçèíîâûå ÷àñòèöû ñâÿçàíû ñ îñóùåñòâëåíèåì
ýòèõ ïðîöåññîâ, íåîáõîäèìî ïðåæäå âñåãî îïðåäåëèòü èõ
áåëêîâûé ñîñòàâ è ïðîñëåäèòü çà äèíàìèêîé òðîïîìèîçè-
íîâûõ êîìïëåêñîâ â ïðîöåññå ïåðåñòðîåê àêòèíîâîãî öè-
òîñêåëåòà.

Ñ ýòîé öåëüþ â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâåäåíî îïðåäå-
ëåíèå êîëè÷åñòâà è áåëêîâîãî ñîñòàâà òðîïîìèîçèíîâûõ
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÷àñòèö â êëåòêàõ ñ ðàçëè÷íîé ñòåïåíüþ ðàçâèòîñòè àêòè-
íîâîãî öèòîñêåëåòà è èçìåíåíèÿ ýòèõ ïàðàìåòðîâ ïðè ðå-
îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ïîä äåéñòâèåì òðè-
õîñòàòèíà-À, êîòîðûé èçìåíÿåò ñòåïåíü àöåòèëèðîâàíèÿ
êëåòî÷íûõ áåëêîâ. Â êà÷åñòâå îñíîâíûõ îáúåêòîâ èññëå-
äîâàíèÿ áûëè èçáðàíû íîðìàëüíûå è òðàíñôîðìèðîâàí-
íûå êëåòêè, êîòîðûå, êàê áûëî ïîêàçàíî ðàíåå, èìåþò
ðàçëè÷íóþ ïðîñòðàíñòâåííóþ îðãàíèçàöèþ ñèñòåìû àê-
òèíîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ (Àðý è äð., 1999). Äëÿ òîãî
÷òîáû â ïðîöåññå âûäåëåíèÿ èç êëåòîê ëàáèëüíûõ ìóëü-
òèìîëåêóëÿðíûõ êîìïëåêñîâ íå ïðîèñõîäèëî èõ ðàçðóøå-
íèÿ, áûë ðàçðàáîòàí íîâûé îðèãèíàëüíûé ìåòîä, ïîçâî-
ëÿþùèé ñîõðàíÿòü èõ öåëîñòíîñòü.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû íîðìàëüíûå ýìáðèîíàëüíûå
ôèáðîáëàñòû êðûñû (êëåòêè REF), èììîðòàëèçîâàííûå
ðàííèì ðàéîíîì E1A àäåíîâèðóñà 5-ãî òèïà ÷åëîâåêà
(êëåòêè E1A) è çàòåì òðàíñôîðìèðîâàííûå ââåäåíèåì îí-
êîãåíà cHa-ras (êëåòêè E-Ras) (Ïîñïåëîâà è äð., 1990), à
òàêæå êëåòêè ëèíèé À431 è HeLa, ïîëó÷åííûå èç Ðîññèé-
ñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð (Èíñòèòóò öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íà ñðåäå
DMEM (Áèîëîò, Ðîññèÿ) ñ äîáàâëåíèåì 10 % ñûâîðîòêè
êðîâè ýìáðèîíîâ êîðîâ (Áèîëîò, Ðîññèÿ) ïðè 37 °C â àò-
ìîñôåðå 5 % ÑÎ2. Äëÿ ñòèìóëÿöèè êëåòîê ñðåäó çàìåíÿëè
íà áåññûâîðîòî÷íóþ, ñîäåðæàùóþ òðèõîñòàòèí À (Sigma,
ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 50—500 íã/ìë.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ áåëêîâîãî ñîñòàâà èññëåäóåìûõ ÷àñ-
òèö áûëî âàæíî ìàêñèìàëüíî ñîõðàíèòü èõ öåëîñòíîñòü.
Îáû÷íî ïðè âûäåëåíèè áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ êëåòêè ëè-
çèðóþò è çàòåì ýêñòðàãèðóþò ñîîòâåòñòâóþùèìè áóôåðà-
ìè. Ïðè ïîëíîì ðàçðóøåíèè êëåòîê è ïîñëåäóþùèõ ïðî-
öåäóðàõ, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ öåíòðèôóãèðîâàíèå è ïðî-
ìûâàíèå îñàäêîâ, íåñòàáèëüíûå ìóëüòèìîëåêóëÿðíûå
áåëêîâûå êîìïëåêñû ìîãóò ðàçðóøàòüñÿ. Ïîýòîìó äëÿ ðå-
øåíèÿ ïîñòàâëåííûõ çàäà÷ ðàçðàáîòàëè ìåòîä âûäåëåíèÿ
áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ èç ìîíîñëîéíûõ êëåòî÷íûõ êóëü-
òóð, ïîçâîëÿþùèé ñîõðàíÿòü öåëîñòíîñòü âûäåëÿåìûõ
÷àñòèö è ñòðóêòóð öèòîñêåëåòà.

Äëÿ áûñòðîãî âûäåëåíèÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ áåëêî-
âûõ êîìïëåêñîâ èñïîëüçîâàëè ëèçèðóþùèé SF-áóôåð
pH 7.0 (10 ìÌ K-ôîñôàòíûé áóôåð, ñîäåðæàùèé 100 ìÌ
NaF, 50 ìÌ KCl, 2 ìÌ MgCl2, 1 ìÌ EGTA, 0.5 Ì ñàõàðî-
çû, 1 % Òðèòîíà X-100 è 0.1 ìÌ PMSF) ñ äîáàâëåíèåì
èíãèáèòîðà ïðîòåàç (Sigma, ÑØÀ). Ýòîò áóôåð ñîõðàíÿåò
â ýêñòðàêòàõ èñõîäíîå ñîîòíîøåíèå ìåæäó ìîíîìåðíûìè
è ïîëèìåðíûìè ôîðìàìè àêòèíà (Blikstad, Carlsson,
1982). Ìîíîñëîé êëåòîê â ÷àøêå Ïåòðè ïðîìûâàëè PBS,
ïîñëå ÷åãî PBS òùàòåëüíî îòáèðàëè, à ÷àøêó ñòàâèëè íà
ëåä è íà êëåòêè êàïëÿìè ðàâíîìåðíî íàíîñèëè íåáîëüøîå
êîëè÷åñòâî SF-áóôåðà, òàêèì îáðàçîì ÷òîáû áóôåð òîí-
êèì ñëîåì ðàñïðåäåëèëñÿ ïî êëåòî÷íîìó ïëàñòó (èç ðàñ-
÷åòà 100 ìêë íà 1 ÷àøêó äèàìåòðîì 9 ñì), è âûäåðæèâàëè
3 ìèí. Çàòåì ÷àøêó íàêëîíÿëè è â òå÷åíèå 1 ìèí ñîáèðà-
ëè ñòåêàþùèé ñ êëåòî÷íîãî ïëàñòà ëèçàò ñ âûøåäøèìè èç
êëåòîê áåëêàìè öèòîçîëÿ (áûñòðûé ýêñòðàêò), êîòîðûé
ïåðåíîñèëè â ñëåäóþùóþ ïðîìûòóþ PBS ÷àøêó ñ êëåòêà-
ìè. Ïðîöåäóðà ïîñëåäîâàòåëüíîãî ïåðåíîñà ëèçèðóþùåãî
áóôåðà ñ ÷àøêè íà ÷àøêó ïîçâîëèëà íàêîïèòü äîñòàòî÷-
íîå êîëè÷åñòâî áåëêà áåç åãî ðàçáàâëåíèÿ áóôåðîì. Íà
îñòàâøèåñÿ ïîñëå ïîëó÷åíèÿ áûñòðîãî ýêñòðàêòà êëåòêè
ïîâòîðíî íàíîñèëè SF-áóôåð, èíêóáèðîâàëè 10 ìèí íà

ëüäó è ñîáèðàëè ðàçðóøåííûå êëåòêè ñêðåáêîì, çàòåì
öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 12 000 g â òå÷åíèå 10 ìèí îñàæ-
äàëè íå ðàñòâîðèìóþ â Òðèòîíå Õ-100 ôðàêöèþ (öèòî-
ìàòðèêñ), à ñóïåðíàòàíò îòáèðàëè (ìåäëåííûé ýêñòðàêò).
Êëåòêè â ïðîöåññå ëèçèðîâàíèÿ ôîòîãðàôèðîâàëè ïðè ïî-
ìîùè ñèñòåìû âèçóàëèçàöèè è àðõèâèðîâàíèÿ äëÿ èíâåð-
òèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà (Çåíèò, Ðîññèÿ). Äëÿ êîíòðîëÿ
ñîõðàííîñòè ñòðóêòóð öèòîñêåëåòà 10 ìêë ëèçèðóþùåãî
SF-áóôåðà íàíîñèëè íà ïðîìûòûå PBS êëåòêè, âûðàùåí-
íûå íà ïîêðîâíîì ñòåêëå, ÷åðåç 3 ìèí ïîêðîâíîå ñòåêëî
íàêëîíÿëè è ïîçâîëÿëè áóôåðó ñòå÷ü â òå÷åíèå 1 ìèí, ïî-
ñëå ÷åãî êëåòêè ôèêñèðîâàëè 3%-íûì ôîðìàëèíîì íà
PBS â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è âûÿâ-
ëÿëè òðîïîìèîçèí è àêòèíîâûé öèòîñêåëåò ìåòîäîì íå-
ïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè.

Äëÿ ãåëü-ôèëüòðàöèè â êàæäîì ýêñïåðèìåíòå èñïîëü-
çîâàëè 5 ÷àøåê Ïåòðè (äèàìåòðîì 9 ñì) ñ êëåòêàìè íà
4—12-ì ïàññàæå, äîcòèãøèìè ñîñòîÿíèÿ ñóáêîíôëþýíò-
íîãî ìîíîñëîÿ. Êëåòêè ëèçèðîâàëè â 500 ìêë SF-áóôåðà,
áûñòðûé è ìåäëåííûé ýêñòðàêòû ôèëüòðîâàëè ÷åðåç
ôèëüòð 0.45 ìêì (Millipore, ÑØÀ) è íàíîñèëè íà êîëîíêó
superose 6HR (GE Healthcare, ÑØÀ) â ñèñòåìå FPLC Phar-
macia System (Pharmacia, Øâåöèÿ). Êàëèáðîâêó êîëîíêè
îñóùåñòâëÿëè, èñïîëüçóÿ íàáîð áåëêîâ (Amersham, Øâå-
öèÿ): ðèáîíóêëåàçó À (13.7 êÄà), îâàëüáóìèí (48.1 êÄà),
àëüáóìèí (67 êÄà), àëüäîëàçó (184 êÄà), êàòàëàçó
(232 êÄà), ôåððèòèí (401.4 êÄà), òèðåîãëîáóëèí (669 êÄà),
à òàêæå äåêñòðàí ãîëóáîé 2000 (2000 êÄà). Â ïðîöåññå
õðîìàòîãðàôèè âûÿñíèëîñü, ÷òî ñàõàðîçà è Òðèòîí Õ-100
ïðåïÿòñòâóþò õîðîøåìó ðàçäåëåíèþ ìóëüòèìîëåêóëÿð-
íûõ êîìïëåêñîâ, ïîýòîìó ýëþöèþ ïðîâîäèëè F-áóôåðîì
(100 ìÌ NaF, 50 ìÌ KCl, 2 ìÌ MgCl2 è 10 ìÌ K-ôîñôàò-
íîãî áóôåðà, pH 7.0), êîòîðûé íå ñîäåðæàë ýòèõ êîìïî-
íåíòîâ. Ñêîðîñòü ýëþöèè áûëà 0.2 ìë/ìèí, ôðàêöèè ñîáè-
ðàëè íà ëüäó ïî 0.4 ìë. Îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî áåëêà â
ïîäâèæíîé ôàçå íà âûõîäå èç êîëîíêè ðåãèñòðèðîâàëè â
äèíàìè÷åñêîì ðåæèìå ñ ïîìîùüþ îïòè÷åñêîãî äåòåêòîðà
UV-1 (Pharmacia, Øâåöèÿ) ïðè äëèíå âîëíû 280 íì. Áå-
ëîê â ñîáðàííûõ ôðàêöèÿõ îñàæäàëè äîáàâëåíèåì
0.05%-íîãî äåçîêñèõîëàòà íàòðèÿ è 5%-íîé òðèõëîðóê-
ñóñíîé êèñëîòû ñ ïîñëåäóþùèì öåíòðèôóãèðîâàíèåì
ïðè 15 000 g â òå÷åíèå 5 ìèí.

Îñàæäåííûå áåëêè ðàçäåëÿëè ìåòîäîì ýëåêòðîôîðå-
çà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ
â ïðèñóòñòâèè SDS (Laemmli, 1970). Èñïîëüçîâàëè
12.5%-íûé ãåëü. Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà ãåëü îêðàøèâàëè
Êóìàññè áðèëëèàíòîâûì ãîëóáûì èëè îñóùåñòâëÿëè èì-
ìóíîáëîòèíã (Towbin et al., 1979). Ïåðåíîñ áåëêîâ ñ ãåëÿ
íà ìåìáðàíó Immobilon-P (Millipore, ÑØÀ) ïðîâîäèëè â
Òðèñ-ãëèöèíîâîì áóôåðå, pH 8.3, ñîäåðæàùåì 10 % ìåòà-
íîëà è 0.1 % SDS. Èììóíîáëîòèíã ïðîâîäèëè â ñîîòâåò-
ñòâèè ñ ïðîòîêîëîì ECL (Amersham, ÑØÀ). Ìåìáðàíó
ïðîìûâàëè 20 ìèí áóôåðîì TBST (25 ìÌ Òðèñ-HCl,
pH 7.4, 150 ìÌ NaCl è 0.1 % Òâèí-20) è áëîêèðîâàëè ìåñ-
òà íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ 5%-íûì îáåçæèðåííûì
ñóõèì ìîëîêîì, ðàçâåäåííûì íà TBST, â òå÷åíèå 1 ÷. Äëÿ
óñèëåíèÿ ñèãíàëà ïðè èììóíîáëîòèíãå èñïîëüçîâàëè ñóá-
ñòðàòû SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate
(Pierce, ÑØÀ). Õåìèëþìèíåñöåíòíîå èçëó÷åíèå ðåãèñò-
ðèðîâàëè ïðè ïîìîùè ñèñòåìû ChemiDoc (Bio-Rad,
ÑØÀ). Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà
(ÒÌ311) ìûøè ïðîòèâ âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ èçîôîðì
òðîïîìèîçèíà è ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ìûøè ïðîòèâ
a-àêòèíà (Sigma, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñ-
ïîëüçîâàëè êðîëè÷üè àíòèòåëà ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ
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ìûøè, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (Sigma,
ÑØÀ). Ïðè ïðîâåäåíèè èììóíîïðåöèïèòàöèè äëÿ óäàëå-
íèÿ íåñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàþùèõñÿ áåëêîâ â ïîëó÷åí-
íûå â ðåçóëüòàòå ãåëü-ôèëüòðàöèè ôðàêöèè ïðåäâàðè-
òåëüíî äîáàâëÿëè ñåôàðîçó ñ ïðèøèòûì áåëêîì G (Amer-
sham, Øâåöèÿ) èç ðàñ÷åòà 50 ìêë íà 1 ìë è èíêóáèðîâàëè,
àêêóðàòíî ïåðåìåøèâàÿ, 1 ÷ ïðè 4 °C, çàòåì ñåôàðîçó
îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 2000 g. Ê ñóïåðíàòàí-
òó äîáàâëÿëè àíòèòåëà è èíêóáèðîâàëè, àêêóðàòíî ïåðå-
ìåøèâàÿ, â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °C, ïîñëå ýòîãî äîáàâëÿëè
ñåôàðîçó ñ áåëêîì G è èíêóáèðîâàëè, àêêóðàòíî ïåðå-
ìåøèâàÿ, â òå÷åíèå 4 ÷ ïðè 4 °C. Îáðàçîâàâøèåñÿ êîìï-
ëåêñû ñ ñåôàðîçîé îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè
2000 g, ïðîìûâàëè 4 ðàçà PBS è ðàçäåëÿëè ìåòîäîì ýëåêò-
ðîôîðåçà ñ ïîñëåäóþùèì èììóíîáëîòèíãîì. Ïðè ñðàâíè-
òåëüíîì àíàëèçå ñîäåðæàíèÿ áåëêîâ â ýëåêòðîôîðåòè÷å-
ñêèõ ïðîáàõ íàãðóçêè âûðàâíèâàëè ïî êîëè÷åñòâó îáùåãî
áåëêà â ïðîáå, îïðåäåë¸ííîãî ìåòîäîì Áðýäôîðä (Brad-
ford, 1976).

Ðàñïðåäåëåíèå àêòèíà è òðîïîìèîçèíà â ïðåïàðàòàõ
ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê âûÿâëÿëè ìåòîäîì íåïðÿìîé èì-
ìóíîôëóîðåñöåíöèè. Äëÿ ýòîãî 100 ìêë ñóñïåíçèè êëåòîê
(1.6�105 êë./ìë) íàíîñèëè íà ïîêðîâíûå ñòåêëà è êóëüòè-
âèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2.
Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 3%-íûì ôîðìàëèíîì íà PBS â òå÷å-
íèå 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïåðìåàáèëèçîâû-
âàëè 0.1%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà Õ-100 íà PBS 15 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è îêðàøèâàëè â òå÷åíèå
40 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ñïåöèôè÷åñêèìè àí-
òèòåëàìè, óêàçàííûìè âûøå. Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë
èñïîëüçîâàëè êðîëè÷üè àíòèòåëà ê ìûøèíûì àíòèãåíàì
è êîçüè àíòèòåëà ê àíòèãåíàì êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííûå
ñ FITC èëè TRITC (Sigma, ÑØÀ). Ñòðóêòóðû àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà âûÿâëÿëè îêðàñêîé ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì
èëè FITC-ôàëëîèäèíîì (10 ìèí ïðè 37 °Ñ). Â êà÷åñòâå çà-
êëþ÷àþùåé ñðåäû èñïîëüçîâàëè Mounting medium (Phar-
macia Biotech., Øâåöèÿ). Ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Leica (Ãåðìàíèÿ).
Äëÿ âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè FITC èñïîëüçîâàëè àð-
ãîíîâûé ëàçåð ñ äëèíîé âîëíû 488 íì è HeNe-ëàçåð ñ
äëèíîé âîëíû 543 íì äëÿ ðîäàìèíà è TRITC. Ðàçäåëüíî
ñêàíèðîâàëè ñèãíàë FITC (ôëóîðåñöåíöèÿ â îáëàñòè
500—530 íì) è TRITC (580—640 íì). Ñîâìåùåíèå ñèãíà-
ëîâ FITC è TRITC èëè FITC è ðîäàìèíà (Merge) ïðîâîäè-
ëè ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû Leica Confocal
Software.

Äëÿ èäåíòèôèêàöèè áåëêîâ, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ âûäå-
ëåííûõ òðîïîìèîçèíîâûõ êîìïëåêñîâ, èñïîëüçîâàëè ìå-
òîä ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè. Âñå ðåàêòèâû äëÿ òðèïñèíîëèçà
è ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè ïðèîáðåòàëè â Sigma (ÑØÀ). Ãèä-
ðîëèç áåëêà òðèïñèíîì ïðîâîäèëè â ïîëèàêðèëàìèäíîì
ãåëå. Äëÿ ýòîãî èç ãåëÿ âûðåçàëè êóñî÷åê îáú¸ìîì
1—2 ìì3 è äëÿ óäàëåíèÿ êðàñèòåëÿ äâàæäû ïðîìûâàëè â
òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 °Ñ â 100 ìêë 40%-íîãî ðàñòâîðà
àöåòîíèòðèëà â 0.1 Ì NH4HCO3. Ïîñëå óäàëåíèÿ ðàñòâîðà
äëÿ äåãèäðàòàöèè ãåëÿ äîáàâëÿëè 100 ìêë àöåòîíèòðèëà è
ïîìåøèâàëè íà øåéêåðå â òå÷åíèå 10 ìèí. Óäàëèâ àöåòî-
íèòðèë è âûñóøèâ êóñî÷åê ãåëÿ, ïðèáàâëÿëè ê íåìó
50 ìêë 10 ìÌ ðàñòâîðà äèòèîòðåèòîëà â 0.1 Ì NH4HCO3 è
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 45 ìèí ïðè 56 °Ñ ñ ïîñëåäóþùèì
îõëàæäåíèåì äî êîìíàòíîé òåìïåðàòóðû è óäàëåíèåì
ðàñòâîðèòåëÿ. Çàòåì äîáàâëÿëè 50 ìêë 20 ìÌ ðàñòâîðà
éîäàöåòàìèäà â 0.1 Ì NH4HCO3 è âûäåðæèâàëè â òå÷åíèå
40 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òåìíîòå, ïîñëå ÷åãî
óäàëÿëè éîäàöåòàìèä, ïðîìûâàëè 5 ìèí â 50 ìêë 0.1 Ì

NH4HCO3, äîáàâëÿëè 50 ìêë 100 %-íîãî àöåòîíèòðèëà è
ïåðåìåøèâàëè 5 ìèí. Çàòåì ðàñòâîð îòáèðàëè, à êóñî÷åê
ãåëÿ âûñóøèâàëè è äîáàâëÿëè ê íåìó 5 ìêë ðàñòâîðà ìî-
äèôèöèðîâàííîãî òðèïñèíà íà 0.01%-íîì ðàñòâîðå HCl â
êîíöåíòðàöèè 12 ìêã/ìë è 20 ìêë 0.05 Ì NH4HCO3. Ãèä-
ðîëèç ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 12 ÷ ïðè 37 °Ñ, çàòåì â ïðîáó
äîáàâëÿëè 25 ìêë 0.5%-íîé òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòû
(ÒÔÓ) â 10%-íîì ðàñòâîðå àöåòîíèòðèëà â âîäå è ÷åðåç
15 ìèí àêòèâíîãî ïåðåìåøèâàíèÿ äîáàâëÿëè 25 ìêë
100%-íîãî àöåòîíèòðèëà, ïîñëå ÷åãî ïðîáó èíòåíñèâíî
ïåðåìåøèâàëè äëÿ èçâëå÷åíèÿ ïåïòèäîâ èç ãåëÿ. Äàëåå
ðàñòâîð ïåïòèäîâ îòáèðàëè â îòäåëüíûé ýïïåíäîðô è âû-
ñóøèâàëè. Äëÿ ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ
ãèäðîëèçàòû ðàñòâîðÿëè â 5 ìêë 0.5%-íîé ÒÔÓ â
10%-íîì ðàñòâîðå àöåòîíèòðèëà, íà ìèøåíü íàíîñèëè
1 ìêë ðàñòâîðà îáðàçöà è 0.3 ìêë ðàñòâîðà 2,5-äèãèäðî-
êñèáåíçîéíîé êèñëîòû (10 ìã/ìë â 20%-íîì àöåòîíèò-
ðèëå ñ 0.5 % ÒÔÓ) è ïîëó÷åííóþ ñìåñü âûñóøèâàëè íà
âîçäóõå. Ìàññ-ñïåêòðû áûëè ïîëó÷åíû íà òàíäåìíîì
MALDI-âðåìÿïðîëåòíîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðå Ultraflex II
BRUKER (Ãåðìàíèÿ), îñíàùåííîì ÓÔ-ëàçåðîì (Nd) â ðå-
æèìå ïîëîæèòåëüíûõ èîíîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåôëåêò-
ðîíà; òî÷íîñòü èçìåðåííûõ ìîíîèçîòîïíûõ ìàññ â ðåô-
ëåêòî-ìîäå ïîñëå äîêàëèáðîâêè ïî ïèêàì àâòîëèçà òðèï-
ñèíà ñîñòàâëÿëà 0.005 %. Èäåíòèôèêàöèþ áåëêîâ ïî
ïåïòèäíîìó ôèíãåðïðèíòó îñóùåñòâëÿëè ïðè ïîìîùè
ïðîãðàììû Mascot (www.matrixscience.com). Ïîèñê ïðî-
âîäèëè â áàçå äàííûõ NCBI ñðåäè áåëêîâ ìëåêîïèòàþ-
ùèõ ñ ó÷åòîì âîçìîæíîãî îêèñëåíèÿ ìåòèîíèíîâ êèñëî-
ðîäîì âîçäóõà è âîçìîæíîé ìîäèôèêàöèè öèñòåèíîâ àê-
ðèëàìèäîì.

Äëÿ îöåíêè äèíàìèêè ðàñïðåäåëåíèÿ òðîïîìèîçèíà
ìåæäó öèòîïëàçìàòè÷åñêîé è öèòîñêåëåòíîé ôðàêöèÿìè
ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê òðèõîñòàòèíîì áðàëè ïî îäíîé
êóëüòóðàëüíîé ÷àøêå (3 ñì â äèàìåòðå) ñ ñóáêîíôëþýíò-
íûì ìîíîñëîåì êëåòîê íà òî÷êó. Êàæäóþ ÷àøêó ïðîìû-
âàëè áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäîé è íàïîëíÿëè òðèõîñòàòèí
À-ñîäåðæàùåé ñðåäîé (îïûò) èëè áåññûâîðîòî÷íîé ñðå-
äîé DMEM (êîíòðîëü). Ëèçèðîâàíèå êëåòîê ïðîèçâîäè-
ëè â êîíòðîëå è ÷åðåç 5, 10, 30 è 60 ìèí äåéñòâèÿ òðèõî-
ñòàòèíà. Äëÿ áûñòðîé ýêñòðàêöèè íà êëåòêè íàíîñèëè
ïî 50 ìêë SF-áóôåðà â êàæäóþ ÷àøêó, ïîëó÷åííûé ýêñò-
ðàêò öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 10 000 g â òå÷åíèå 5 ìèí.
Äëÿ âûðàâíèâàíèÿ íàãðóçîê ïðîâîäèëè èçìåðåíèå êîí-
öåíòðàöèè áåëêà â ïðîáàõ ïî ìåòîäó Áðýäôîðä (Bradford,
1976) è ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ðàçäåëÿëè ðàâíûå êîëè÷åñò-
âà áåëêà.

Ðåçóëüòàòû

Â ðàñïëàñòàííûõ íà ñòåêëå ôèáðîáëàñòàõ REF âûñî-
êîìîëåêóëÿðíûå èçîôîðìû òðîïîìèîçèíîâ âûÿâëÿþòñÿ
ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè (ÒÌ 311) êàê íà ñòðåññ-
ôèáðèëëàõ, òàê è â öèòîïëàçìå â ñîñòàâå îòäåëüíûõ ÷àñ-
òèö (ðèñ. 1). Äëÿ âûäåëåíèÿ ýòèõ ÷àñòèö íàìè áûë ðàçðà-
áîòàí ìåòîä áûñòðîé ýêñòðàêöèè, îïèñàííûé âûøå.
Ïðåæäå âñåãî íåîáõîäèìî áûëî âûÿñíèòü, âîçìîæíî ëè ñ
ïîìîùüþ ðàçðàáîòàííîãî ìåòîäà ïîëó÷åíèå áåëêîâûõ
êîìïëåêñîâ, íå ñâÿçàííûõ ñ àêòèíîâûìè ñòðóêòóðàìè, áåç
ðàçðóøåíèÿ êëåòîê, à òàêæå óñòàíîâèòü, îñòàþòñÿ ëè ÷àñ-
òèöû â êëåòêàõ ïîñëå áûñòðîé ýêñòðàêöèè.

Íàáëþäåíèÿ çà êëåòêàìè À431 â ïðîöåññå ëèçèðîâà-
íèÿ SF-áóôåðîì (ðèñ. 2) è èììóíîôëóîðåñöåíòíûå äàí-
íûå (ðèñ. 3) ïîêàçûâàþò, ÷òî ïîñëå áûñòðîé ýêñòðàêöèè
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êëåòêè îñòàþòñÿ ðàñïëàñòàííûìè è ñîõðàíÿþò èñõîäíóþ
ñòðóêòóðó öèòîñêåëåòà, ÿäðà îñòàþòñÿ íåïîâðåæäåííûìè.
Ïðè ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè çàìåòíî, ÷òî ÷àñòü öèòîïëàç-
ìû, ðàçëè÷èìàÿ â âèäå çàòåìíåííîé îáëàñòè âîêðóã ÿäðà,
âûìûâàåòñÿ èç êëåòîê (ðèñ. 2, àR-âR). Òðîïîìèîçèíîâûå ÷à-
ñòèöû ïîñëå áûñòðîé ýêñòðàêöèè ïåðåñòàþò âûÿâëÿòüñÿ â
îáëàñòè öèòîïëàçìû ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðî-
òèâ âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ èçîôîðì è îáíàðóæèâàþòñÿ âî-
êðóã ÿäðà (ðèñ. 3, à, á).

Äëÿ ïðîâåðêè ýôôåêòèâíîñòè âûäåëåíèÿ ìóëüòèìîëå-
êóëÿðíûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ ñ ïîìîùüþ íîâîãî ðàçðà-
áîòàííîãî ìåòîäà áûëà ïðîâåäåíà ñðàâíèòåëüíàÿ îöåíêà
ðåçóëüòàòîâ áûñòðîé ýêñòðàêöèè è ïîâòîðíîé, ìåäëåííîé
ýêñòðàêöèè òåõ æå êëåòîê ñ ïîìîùüþ ãåëü-õðîìàòîãðà-
ôèè íà êîëîíêå Superose 6 (ðèñ. 4).

Ïðîâåäåííûé ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèé àíàëèç ñ ïîñëå-
äóþùèì Âåñòåðí-áëîòîì ïîêàçàë, ÷òî ïðè áûñòðîé ýêñò-
ðàêöèè íåñêîëüêî âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ èçîôîðì òðîïî-
ìèîçèíà è àêòèí âûÿâëÿþòñÿ â îáëàñòè 500—800 êÄà.
Â ìåäëåííûõ ýêñòðàêòàõ, ïîëó÷åííûõ èç òåõ æå êëåòîê

ïîñëå áûñòðîé ýêñòðàêöèè, êîìïëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ òðî-
ïîìèîçèí, â ýòîé æå âûñîêîìîëåêóëÿðíîé îáëàñòè îá-
íàðóæåíî íå áûëî, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî îíè
äåéñòâèòåëüíî íàõîäÿòñÿ â öèòîçîëå â ñîñòàâå âûñîêîìî-
ëåêóëÿðíûõ êîìïëåêñîâ. Àêòèí ïîñëå ìåäëåííîé ýêñòðàê-
öèè âûÿâëÿëñÿ òîëüêî â íèçêîìîëåêóëÿðíîé îáëàñòè, ñî-
îòâåòñòâóþùåé ìîíîìåðíîìó áåëêó (ðèñ. 4).

Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü, êàêèå åùå áåëêè âõîäÿò
â ñîñòàâ âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ êîìïëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ
òðîïîìèîçèí, íî íå ñâÿçàííûõ ñ öèòîñêåëåòîì, ïðîâå-
ëè èììóíîïðåöèïèòàöèþ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè
ïðîòèâ âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ èçîôîðì òðîïîìèîçèíà èç
îáúåäèíåííûõ ôðàêöèé 13—16, ïîëó÷åííûõ ïîñëå
ãåëü-õðîìàòîãðàôèè áûñòðîãî ýêñòðàêòà èç êëåòîê REF.
Â ýòèõ ôðàêöèÿõ ñîäåðæàëèñü êîìïëåêñû, ñîîòâåòñòâóþ-
ùèå ìîë. ìàññàì â ïðåäåëàõ 500—800 êÄà. Âåñòåðí-áëîò
ïîäòâåðäèë íàëè÷èå òðîïîìèîçèíà â âûäåëåííûõ êîìï-
ëåêñàõ (ðèñ. 5, â). Ïðè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîì ðàçäåëåíèè
ïîëó÷åííîãî èììóíîïðåöèïèòàòà ïîìèìî òðåõ áåëêîâûõ
ïîëîñ â îáëàñòè 35—40 êÄà, ñîîòâåòñòâóþùèõ èçîôîð-
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Ðèñ. 1. ×àñòèöû òðîïîìèîçèíà â öèòîïëàçìå ýìáðèîíàëüíîãî ôèáðîáëàñòà êðûñû.

à — ôèáðîáëàñò, àêòèí îêðàøåí êðàñíûì, òðîïîìèîçèí — çåëåíûì; æåëòûé — ñîâìåùåíèå îêðàñêè. á — îòìå÷åííàÿ ðàìêîé îáëàñòü íà ôîòî à.
Ñòðåëêà óêàçûâàåò íà âûÿâëåííóþ àíòèòåëàìè ïðîòèâ òðîïîìèîçèíà ÷àñòèöó â öèòîïëàçìå.

Ðèñ. 2. Áûñòðàÿ ýêñòðàêöèÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ áåëêîâ èç ìîíîñëîéíîé êóëüòóðû êëåòîê ëèçèðóþùèì SF-áóôåðîì.

Ïðèæèçíåííûå ôîòîãðàôèè êëåòîê À431 äî ëèçèðîâàíèÿ (à), âî âðåìÿ ïåðâîãî íàíåñåíèÿ ëèçèðóþùåãî áóôåðà (á) è ïîñëå ñáîðà áûñòðîãî ýêñòðàêòà
(â). àR—âR — îòìå÷åííûå ðàìêàìè îáëàñòè íà ôîòî à—â ñîîòâåòñòâåííî. Ñòðåëêà (àR, âR) óêàçûâàåò íà âûìûâàåìóþ öèòîïëàçìó. Ìàñøòàáíûå ëèíåé-

êè — à—â — 50 ìêì; àR—âR — 25 ìêì.



ìàì òðîïîìèîçèíà, áûëè äîïîëíèòåëüíî âûÿâëåíû åùå
ìàæîðíûå ïîëîñû ñ ìîë. ìàññàìè 70, 90 è 200 êÄà.

Ñîîòâåòñòâóþùèå ìàæîðíûì ïîëîñàì ó÷àñòêè ãåëÿ
áûëè âûðåçàíû è ïðîâåäåí ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèé
àíàëèç. Âûÿñíèëîñü, ÷òî ïîëîñà â îáëàñòè 200 êÄà ñîîò-
âåòñòâóåò ìèîçèíó-9 (íåìûøå÷íàÿ èçîôîðìà 1), à ïîëîñû
70 è 90 êÄà ñîîòâåòñòâóþò áåëêàì òåïëîâîãî øîêà Hsp70
è Hsp90 (ðèñ. 5, ã).

Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü, â êàêîé ìåðå íàëè÷èå ñî-
äåðæàùèõ òðîïîìèîçèí ìóëüòèìîëåêóëÿðíûõ êîìïëåê-
ñîâ ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñî ñòåïåíüþ ðàçâèòîñòè àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà, îïðåäåëèëè ñîäåðæàíèå òðîïîìèîçèíà
â íîðìàëüíûõ, èììîðòàëèçîâàíûõ è òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ ôèáðîáëàñòàõ êðûñû, êîòîðûå, êàê áûëî ïîêàçàíî ðà-
íåå (Àðå è äð. 1999), ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþòñÿ ïî ýòîìó
ïàðàìåòðó. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèé àíàëèç ñ ïîñëåäóþùèì
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Ðèñ. 3. Ñòðóêòóðû àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà êëåòîê À431 äî (à) è ïîñëå (á) áûñòðîé ýêñòðàêöèè öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ áåëêîâ. Èììó-
íîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç.

Êðàñíûì îêðàøåí àêòèí, çåëåíûì — òðîïîìèîçèí. Ìàñøòàáíûå ëèíåéêè — 10 ìêì.

Ðèñ. 4. Ãåëü-õðîìàòîãðàôè÷åñêîå ðàçäåëåíèå (à, á) è èììóíîáëîòèíã (â, ã) áûñòðîãî (à, â) è ìåäëåííîãî (á, ã) ýêñòðàêòîâ èç ýìáðè-
îíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êðûñû (REF).

Ñòðåëêàìè (à, á) óêàçàíû êàëèáðîâî÷íûå ìîëåêóëÿðíûå ìàññû ôðàêöèé. ÒÌ — îêðàñêà ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ
èçîôîðì òðîïîìèîçèíîâ, ñòðåëêè (â) óêàçûâàþò íà äâå èçîôîðìû; àêòèí — îêðàñêà ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ áåòà-àêòèíà; â — óêàçàíû

êàëèáðîâî÷íûå ìîëåêóëÿðíûå ìàññû (MW) ôðàêöèé, êÄà.



Âåñòåðí-áëîòèíãîì ïîêàçàë, ÷òî â áûñòðûõ ýêñòðàêòàõ èç
íîðìàëüíûõ (RÅF) è èììîðòàëèçîâàííûõ (E1A) ôèáðî-
áëàñòîâ ñîäåðæèòñÿ áîëüøîå è ïðèìåðíî ðàâíîå êîëè-
÷åñòâî òðîïîìèîçèíà, à â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ
(E-Ras) îíî çíà÷èòåëüíî íèæå. Â òî æå âðåìÿ â îñàäêå, ñî-
äåðæàùåì ñòðóêòóðû öèòîñêåëåòà, ïðîñëåæèâàåòñÿ ñíè-
æåíèå ñîäåðæàíèÿ òðîïîìèîçèíà â èììîðòàëèçîâàííûõ
êëåòêàõ è ïðàêòè÷åñêè ïîëíîå îòñóòñòâèå â òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ (ðèñ. 6, à). Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü, â êàêèõ
áåëêîâûõ êîìïëåêñàõ ñîñðåäîòî÷åí îáíàðóæåííûé â öè-
òîçîëå òðîïîìèîçèí, áûë ïðîâåäåí ãåëü-õðîìàòîãðàôè÷å-
ñêèé àíàëèç, êîòîðûé ïîêàçàë, ÷òî â áûñòðîì ýêñòðàêòå èç
èììîðòàëèçîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ òðîïîìèîçèí âûÿâëÿ-
åòñÿ â îñíîâíîì â âûñîêîìîëåêóëÿðíîé îáëàñòè ðàñïðå-
äåëåíèÿ. Êðîìå òîãî, îí ñîäåðæèòñÿ â íåçíà÷èòåëüíûõ êî-

ëè÷åñòâàõ âî ôðàêöèÿõ, ñîäåðæàùèõ êîìïëåêñû ñ
ìåíüøåé ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé (ðèñ. 6, á).

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè
íà êëåòêè èíãèáèòîðà ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñôåðàçû 5-àçà-2R-
äåçîêñèöèòèäèíà è èíãèáèòîðà ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç
òðèõîñòàòèíà-À â êëåòêàõ ïðîèñõîäèò óñèëåíèå ñèíòåçà
ãåëüçîëèíà, à òàêæå óäàëîñü óâåëè÷èòü ýêñïðåññèþ òðîïî-
ìèîçèíà-1 â êëåòêàõ êàðöèíîìû ëåãêîãî è â ras-òðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòàõ (Mielnicki et al., 1999). Ýêñï-
ðåññèÿ òðîïîìèîçèíà-1 â êëåòêàõ êàðöèíîìû ë¸ãêîãî ïðè-
âîäèò ê Rho-çàâèñèìîìó âîññòàíîâëåíèþ íîðìàëüíîãî
öèòîñêåëåòà è ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê àíîèêèçó (Bharadwaj,
Prasad, 2002; Bharadwaj et al., 2005). Ïîýòîìó äëÿ òîãî
÷òîáû âûÿñíèòü, â êàêîé ìåðå íàáëþäàåìûå èçìåíåíèÿ
ñîäåðæàíèÿ â öèòîçîëå èññëåäóåìûõ êëåòîê âûñîêîìîëå-
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Ðèñ. 5. Àíàëèç áåëêîâîãî ñîñòàâà âûäåëåííûõ èç öèòîçîëÿ ôèáðîáëàñòîâ òðîïîìèîçèíîâûõ ÷àñòèö.

à — ýëåêòðîôîðåãðàììà ôðàêöèé, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå ãåëü-ôèëüòðàöèè áûñòðîãî ýêñòðàêòà èç ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êðûñû (REF); ïî
ãîðèçîíòàëè — êàëèáðîâî÷íûå ìîëåêóëÿðíûå ìàññû ôðàêöèé, êÄà; ïî âåðòèêàëè — ìîëåêóëÿðíûå ìàññû ôîðåçíîãî ìàðêåðà, êÄà. á — Âåñòåðí-áëîò
ôðàêöèé, ñîäåðæàùèõ òðîïîìèîçèí (ÒÌ, ôðàêöèè 13—16 ñîîòâåòñòâóþò ìîë. ìàññàì îêîëî 500—800 êÄà); ðàìêîé âûäåëåíû ôðàêöèè, êîòîðûå ñî-
áèðàëè äëÿ äàëüíåéøåé èììóíîïðåöèïèòàöèè. â — Âåñòåðí-áëîò ïîñëå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ òîòàëüíîãî êëåòî÷íîãî ëèçàòà (L, ïîçèòèâ-
íûé êîíòðîëü), ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê âûñîêîìîëåêóëÿðíûì èçîôîðìàì ÒÌ (mAb, íåãàòèâíûé êîíòðîëü), èììóíîïðåöèïèòàòîâ, îñàæäåííûõ
äàííûìè àíòèòåëàìè èç ôðàêöèé 13—16 (IP), è íåïðåöèïèòèðîâàííûõ áåëêîâ ôðàêöèé (sup); îêðàñêà íà ÒÌ (äâå èçîôîðìû óêàçàíû ñòðåëêàìè). Öèô-
ðû ñëåâà — ìàðêåðíûå ìîëåêóëÿðíûå ìàññû, êÄà (äîðîæêà Ì). ã — ýëåêòðîôîðåãðàììà ðàçäåëåíèÿ òåõ æå ïðîá, ÷òî è íà â; èäåíòèôèöèðîâàííûå ñ ïî-

ìîùüþ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè áåëêè â ñîñòàâå òðîïîìîèçèíîâûõ êîìïëåêñîâ óêàçàíû ñòðåëêàìè.



êóëÿðíûõ èçîôîðì òðîïîìèîçèíîâ ìîãóò áûòü ñâÿçàíû
ñ ïîäîáíûì ÿâëåíèåì, èññëåäîâàëè ñîâìåñòíîå è ðàçäåëü-
íîå âëèÿíèå ýòèõ àãåíòîâ íà êëåòêè À431, îáëàäàþ-
ùèõ ñëàáî ðàçâèòûì öèòîñêåëåòîì. Äåéñòâèå äåìèòèëè-
ðóþùåãî àãåíòà îêàçàëîñü ñëàáåå, ÷åì ñîâìåñòíîå äåéñò-
âèå àãåíòîâ; ñàìûì çíà÷èòåëüíûì îêàçàëñÿ îòâåò íà
ïðèìåíåíèå îäíîãî òðèõîñòàòèíà-À. ×åðåç 1 ñóò ïîñëå
åãî ïðèìåíåíèÿ óðîâåíü ñîäåðæàíèÿ âûñîêîìîëåêóëÿð-
íûõ èçîôîðì òðîïîìèîçèíîâ çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èëñÿ
(ðèñ. 6, â).

Òàê êàê òðèõîñòàòèí-À ïîäàâëÿåò àêòèâíîñòü äåàöå-
òèëàç, â äàííûõ óñëîâèÿõ ýêñïåðèìåíòà óâåëè÷åíèå ñî-
äåðæàíèÿ òðîïîìèîçèíà â êëåòêàõ ìîãëî ñîïðîâîæäàòüñÿ
è åãî àöåòèëèðîâàíèåì, ñïîñîáñòâóþùèì áîëåå ïðî÷íîìó
âçàèìîäåéñòâèþ ñ ôèáðèëëÿðíûì àêòèíîì.

Äëÿ òîãî ÷òîáû ïðîâåðèòü, ïðèâîäèò ëè óâåëè÷åíèå
ñîäåðæàíèÿ òðîïîìèîçèíîâ â êëåòêàõ ê èçìåíåíèÿì
â ñòðóêòóðå àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, äåéñòâèþ òðèõîñòà-

òèíà-À ïîäâåðãàëè êëåòêè ëèíèè HeLa, îáëàäàþùèå ñëà-
áî ðàçâèòûì öèòîñêåëåòîì, ÷òî â îáùåì õàðàêòåðíî äëÿ
îïóõîëåâûõ êëåòîê. Îêàçàëîñü, ÷òî òðèõîñòàòèí-À â äî-
âîëüíî âûñîêîé êîíöåíòðàöèè (500 íã/ìë) âûçûâàåò ÷å-
ðåç 1 ñóò ïîÿâëåíèå â êëåòêàõ áîëüøîãî êîëè÷åñòâà
ñòðåññ-ôèáðèëë, à ñàìè êëåòêè ïðèîáðåòàþò ôèáðîáëà-
ñòîïîäîáíóþ ìîðôîëîãèþ (ðèñ. 7).

Â ñâÿçè ñ ïîëó÷åííûìè ðåçóëüòàòàìè âàæíî áûëî âû-
ÿñíèòü, ìîæåò ëè ïîäîáíàÿ ðåîðãàíèçàöèÿ àêòèíîâûõ
ñòðóêòóð ñîïðîâîæäàòüñÿ êîëè÷åñòâåííûìè èçìåíåíèÿìè
òðîïîìèîçèíîâûõ ÷àñòèö â öèòîçîëå. Îáû÷íî ïðè äåéñò-
âèè íà êëåòêó ðàçíîîáðàçíûõ âíåøíèõ ñòèìóëîâ, èíäóöè-
ðóþùèõ ñèãíàëüíûå ïðîöåññû, â íåé ïðîèñõîäÿò áûñòðûå
ïåðåñòðîéêè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Â äàííîì ñëó÷àå â
êà÷åñòâå äåéñòâóþùåãî àãåíòà èñïîëüçîâàëè òðèõîñòà-
òèí-À, êîòîðûé âûçûâàåò, ñ îäíîé ñòîðîíû, ïîäîáíûå ïå-
ðåñòðîéêè, à ñ äðóãîé, êàê áûëî ïîêàçàíî âûøå, — ïîâû-
øàåò ñîäåðæàíèå òðîïîìèîçèíà â êëåòêå.

Âûäåëåíèå è àíàëèç ñîñòàâà öèòîçîëüíûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ òðîïîìèîçèí 39

Ðèñ. 6. Ñîäåðæàíèå òðîïîìèîçèíà (ÒÌ) â öèòîçîëå êëåòîê REF, E1A, E-Ras è À431.

Âåñòåðí-áëîò — àíàëèç ñ îêðàñêîé íà ÒÌ (äâå âûñîêîìîëåêóëÿðíûå èçîôîðìû óêàçàíû ñòðåëêàìè) è àêòèí. à — ñîäåðæàíèå ÒÌ â öèòîçîëå (ñëåâà) è
öèòîìàòðèêñå (ñïðàâà) â íîðìàëüíûõ (REF), èììîðòàëèçîâàííûõ (E1A) è òðàíñôîðìèðîâàííûõ (E-Ras) ôèáðîáëàñòàõ êðûñû. á — ðàñïðåäåëåíèå àê-
òèíà è ÒÌ âî ôðàêöèÿõ ïîñëå ãåëü-ôèëüòðàöèè ôðàêöèè ëèçàòà êëåòîê Å1À, ðàñòâîðèìîé â Òðèòîíå Õ-100. â — íàêîïëåíèå ÒÌ â öèòîçîëå êîíòðîëü-
íûõ êëåòîê À431 (Ê) è ïîñëå ðàçäåëüíîãî è ñîâìåñòíîãî äåéñòâèÿ èíãèáèòîðà ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñôåðàçû 5-àçà-2’-äåçîêñèöèòèäèíà (5AZA, 0.9 ìêÌ) è

èíãèáèòîðà ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç òðèõîñòàòèíà-À (TSA, 50 íã/ìë). Âðåìÿ äåéñòâèÿ — 24 ÷.

Ðèñ. 7. Êëåòêè HeLa â êîíòðîëå (à) è ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå äåéñòâèÿ 500 íã/ìë òðèõîñòàòèíà (á).

Çåëåíûì îêðàøåí àêòèí, êðàñíûì — òðîïîìèîçèí. Ìàñøòàáíûå ëèíåéêè — 10 ìêì.



Ñëåäóåò îòìåòèòü, îäíàêî, ÷òî äëèòåëüíîå äåéñòâèå
òðèõîñòàòèíà â âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ïîìèìî ïåðåñòðî-
åê öèòîñêåëåòà âûçûâàëî ïîñëåäóþùåå îòêðåïëåíèå îò
ñóáñòðàòà è ãèáåëü çíà÷èòåëüíîé ÷àñòè ïîïóëÿöèè êëåòîê.
Ïîýòîìó äëÿ ïðîâåäåíèÿ ïëàíèðóåìûõ ýêñïåðèìåíòîâ
áûëî íåîáõîäèìî ïðåæäå âñåãî âûÿâèòü îïòèìàëüíûå êîí-
öåíòðàöèè òðèõîñòàòèíà, âûçûâàþùèå ïîâûøåíèå ñîäåð-
æàíèÿ â êëåòêàõ òðîïîìèîçèíà, íî íå ñîïðîâîæäàþùèåñÿ
èõ ãèáåëüþ. Íà êëåòêàõ À431 è E-Ras áûëî îïðåäåëåíî
âëèÿíèå ðàçíûõ êîíöåíòðàöèé òðèõîñòàòèíà íà èõ æèçíå-
ñïîñîáíîñòü è óðîâåíü ñîäåðæàíèÿ òðîïîìèîçèíà. Îêàçà-
ëîñü, ÷òî ìàêñèìàëüíîå óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ òðîïîìèî-
çèíà ïðè ñîõðàíåíèè æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê ïðîèñõî-
äèò ïîñëå äåéñòâèÿ íà íèõ 50 íã/ìë òðèõîñòàòèíà â òå÷åíèå
24 ÷ (ðèñ. 8, à). Ïîýòîìó â äàëüíåéøèõ ýêñïåðèìåíòàõ èñ-
ïîëüçîâàëè èìåííî ýòó êîíöåíòðàöèþ òðèõîñòàòèíà.

Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèé àíàëèç è ïîñëåäóþùèé Âåñ-
òåðí-áëîòèíã ïîêàçàëè, ÷òî â ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ëèíè-

ÿõ ïîä äåéñòâèåì 50 íã/ìë òðèõîñòàòèíà-À â òå÷åíèå
30 ìèí, êîãäà îáû÷íî ïðîèñõîäÿò áûñòðûå ïåðåñòðîéêè
öèòîñêåëåòà, íàáëþäàåòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîå ñíèæåíèå
ñîäåðæàíèÿ òðîïîìèîçèíà â öèòîïëàçìå (ðèñ. 8, á).

Äëÿ ñîïîñòàâëåíèÿ èçìåíåíèé êîëè÷åñòâà òðîïîìèî-
çèíà â ñîñòàâå ìóëüòèìîëåêóëÿðíûõ êîìïëåêñîâ ñ ýòàïà-
ìè ðåîðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà äåéñòâèþ òðè-
õîñòàòèíà-À ïîäâåðãàëè íîðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû, ñî-
äåðæàùèå áîëüøîå êîëè÷åñòâî òàêèõ êîìïëåêñîâ.

Äàííûå èììóíîôëóîðåñöåíöèè ïîêàçûâàþò, ÷òî ÷å-
ðåç 10 ìèí ïîñëå äåéñòâèÿ òðèõîñòàòèíà ïðîèñõîäÿò ñíè-
æåíèå êîëè÷åñòâà ñâîáîäíûõ òðîïîìèîçèíîâûõ ÷àñòèö â
öèòîïëàçìå è ïîÿâëåíèå áîëåå êðóïíûõ àãðåãàòîâ, àññî-
öèèðîâàííûõ ñî ñòðåññ-ôèáðèëëàìè (ðèñ. 9, à, á). Íàðÿäó
ñ ýòèì àíàëèç äèíàìèêè ðàñïðåäåëåíèÿ òðîïîìèîçèíà
ìåæäó öèòîïëàçìàòè÷åñêîé è öèòîñêåëåòíîé ôðàêöèÿìè
ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê òðèõîñòàòèíîì ïîêàçûâàåò, ÷òî â
áûñòðîì ýêñòðàêòå, ñîäåðæàùåì íå ñâÿçàííûå ñ êëåòî÷-

40 Ä. Å. Áîáêîâ, À. À. Àéçåíøòàäò è äð.

Ðèñ. 8. Ñîäåðæàíèå òðîïîìîèçèíà â öèòîçîëå êëåòîê E-Ras, E1A è À431 ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ñòèìóëÿöèè òðèõîñòàòèíîì-À (TSA) â
ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ (à) è ÷åðåç ðàçëè÷íîå âðåìÿ ïîñëå ñòèìóëÿöèè TSA â êîíöåíòðàöèè 50 íã/ìë (á). Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç.

Ðèñ. 9. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ ÒÌ â öèòîïëàçìå ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êðûñû äî (à, àR) è ÷åðåç
10 ìèí (á, áR) ïîñëå äåéñòâèÿ òðèõîñòàòèíà-À (50 íã/ìë).

àR, áR — âûäåëåííûå ðàìêîé ó÷àñòêè íà ôîòî à, á. â — Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ñîäåðæàíèÿ âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ èçîôîðì ÒÌ â öèòîçîëå è öèòîìàòðèêñå
ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êðûñû (REF) ÷åðåç ðàçëè÷íîå âðåìÿ ïîñëå ñòèìóëÿöèè òðèõîñòàòèíîì-À (50 íã/ìë). Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà: à, á —

10 ìêì; àR, áR — 1 ìêì.



íûìè ñòðóêòóðàìè öèòîïëàçìàòè÷åñêèå áåëêè è áåëêîâûå
êîìïëåêñû, êîëè÷åñòâî òðîïîìèîçèíà ïîñòåïåííî ñíèæà-
åòñÿ â òå÷åíèå 1 ÷. Â òî æå âðåìÿ ñîäåðæàíèå áåëêà â ïî-
ñëåäóþùåì ìåäëåííîì ýêñòðàêòå óâåëè÷èâàåòñÿ (ðèñ. 9,
â). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó âû-
ñêàçàííîãî ïðåäïîëîæåíèÿ î òîì, ÷òî àöåòèëèðîâàííûé
ïîä äåéñòâèåì òðèõîñòàòèíà òðîïîìèîçèí èç ìóëüòèìî-
ëåêóëÿðíûõ êîìïëåêñîâ ìîæåò ïåðåõîäèòü â ïðî÷íî ñâÿ-
çàííóþ ñ öèòîñêåëåòîì ôîðìó.

Îáñóæäåíèå

Âåñü êîìïëåêñ ïðîâåäåííûõ â äàííîé ðàáîòå èññëåäî-
âàíèé äîêàçûâàåò, ÷òî êðàòêîâðåìåííîå, ëîêàëüíîå íàðó-
øåíèå öåëîñòíîñòè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû êëåòîê ïî-
çâîëÿåò áûñòðî èçâëåêàòü èç íèõ íàõîäÿùèåñÿ â öèòîïëàç-
ìå áåëêè è ìóëüòèìîëåêóëÿðíûå áåëêîâûå êîìïëåêñû áåç
ïîâðåæäåíèÿ ñòðóêòóð öèòîñêåëåòà. Ïðè ýòîì êëåòêè ñ
ñèëüíî ðàçâèòûì öèòîñêåëåòîì îñòàþòñÿ ïðèêðåïëåííû-
ìè ê ñóáñòðàòó è äàæå ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿþò ñâîåé
ôîðìû.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû, ðàäè êîòîðîé áûë ðàçðàáî-
òàí ýòîò íîâûé îðèãèíàëüíûé ìåòîä áûñòðîé ýêñòðàêöèè
öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ñîñòîÿëà â
îïðåäåëåíèè áåëêîâîãî ñîñòàâà è âîçìîæíîé ðîëè îáíà-
ðóæåííûõ ðàíåå â êëåòêàõ òðîïîìèîçèíîâûõ ÷àñòèö, íå
ñâÿçàííûõ ñî ñòðóêòóðàìè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Ñ ïî-
ìîùüþ ãåëü-õðîìàòîãðàôèè è Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà íàìè
ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå áûñòðîé ýêñòðàêöèè â êëåòêàõ äåéñò-
âèòåëüíî áîëüøå íå îñòàåòñÿ ìóëüòèìîëåêóëÿðíûõ êîìï-
ëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ òðîïîìèîçèí. Â ïðîöåññå äåòàëüíîé
ðàçðàáîòêè ìåòîäà âûäåëåíèÿ òðîïîìèîçèíîâûõ ÷àñòèö
ìû îáðàòèëè âíèìàíèå íà òåíäåíöèþ ê ñíèæåíèþ èõ ñî-
äåðæàíèÿ â öèòîïëàçìå ïðè äåéñòâèè íà êëåòêè ðîñòî-
âûõ ôàêòîðîâ, âûçûâàþùèõ öèòîñêåëåòíûå ïåðåñòðîéêè
(Grenklo at al., 2008). Îòñþäà âîçíèêëî ïðåäïîëîæåíèå î
òîì, ÷òî îíè ìîãóò ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè ðåîð-
ãàíèçàöèè àêòèíîâûõ ñòðóêòóð è ÷òî â ñîñòàâ ýòèõ æå
êîìïëåêñîâ ìîãóò âõîäèòü è ñèãíàëüíûå ìîëåêóëû, âî-
âëå÷åííûå â ýòè ïðîöåññû.

Ïðîâåäåííûå äàëåå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî òðî-
ïîìèîçèíîâûå ÷àñòèöû äåéñòâèòåëüíî ïðåäñòàâëÿþò ñî-
áîé ñëîæíûå áåëêîâûå êîìïëåêñû ñ âûñîêîé ìîëåêóëÿð-
íîé ìàññîé, âêëþ÷àþùèå â ñåáÿ ïîìèìî òðîïîìèîçèíà è
àêòèíà ðÿä äðóãèõ ìîëåêóë.

Â êà÷åñòâå ïåðâîãî øàãà íà ïóòè âûÿñíåíèÿ èõ ïîëíî-
ãî ñîñòàâà áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû áåëêè Hsp70, Hsp90 è
ìèîçèí-9. Îáíàðóæåííûå â ñîñòàâå òðîïîìèîçèíîâûõ ÷à-
ñòèö áåëêè òåïëîâîãî øîêà ìîãóò ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â
ôîðìèðîâàíèè áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ïîääåðæàíèè èõ
ñòàáèëüíîñòè èëè â îáåñïå÷åíèè âçàèìîäåéñòâè ñ äðóãè-
ìè êîìïëåêñàìè. Â ÷àñòíîñòè, îáà ýòèõ áåëêà ñïîñîáíû
ñâÿçûâàòüñÿ ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè (Liang, MacRae, 1997).

Ñóùåñòâåííûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò âûÿâëåíèå â
êîìïëåêñàõ ìèîçèíà-9. Â îòëè÷èå îò ìûøå÷íîãî ìèîçèíà,
ðàáîòàþùåãî â âèäå äèìåðà èç äâóõ ïîëèïåïòèäíûõ öå-
ïåé («øàãàþùèé» ìåõàíèçì èç äâóõ ìèîçèíîâûõ ãîëî-
âîê), ìèîçèí-9 ïåðåìåùàåòñÿ âäîëü àêòèíîâîé ôèáðèëëû
â âèäå îäèíî÷íîé ïîëèïåïòèäíîé öåïè. Ýòî áûëî äîêàçà-
íî ïóòåì ïðÿìîãî ìèêðîñêîïè÷åñêîãî íàáëþäåíèÿ çà ïå-
ðåäâèãàþùèìñÿ ïî íàíåñåííûì íà ñòåêëî ôèáðèëëàì ìè-
îçèíîì, ìå÷åííûì çåëåíûì ôëóîðåñöèðóþùèì áåëêîì
(GFP). Ïðåäïîëàãàåòñÿ «ãóñåíè÷íûé» ìåõàíèçì ïîäîáíî-
ãî ïåðåìåùåíèÿ (Nishikawa et al., 2006). Ìîëåêóëû ìèîçè-

íà, ëèøåííûå õâîñòîâîãî äîìåíà, äâèãàþòñÿ ïî àêòèíî-
âûì ôèáðèëëàì â ñòîðîíó ìèíóñ-êîíöà (Inoue et al.,
2002), à ïîëíîðàçìåðíûå — ê ïëþñ-êîíöó (O’Connell,
Mooseker, 2003). Ìèîçèí-9 îñîáåííî èíòåðåñåí òåì, ÷òî â
õâîñòîâîì ó÷àñòêå ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ãîìî-
ëîãè÷íóþ áåëêó, àêòèâèðóþùåìó ÃÒÔàçû (GAP) (Post et
al., 1998; Bähler, 2000). GAP ñòèìóëèðóåò ÃÒÔàçíóþ àê-
òèâíîñòü ìàëîé ÃÒÔàçû Rho, êîòîðàÿ â ñâîþ î÷åðåäü ñòè-
ìóëèðóåò îáðàçîâàíèå ñòðåññ-ôèáðèëë, ÿâëÿþùèõñÿ ñî-
êðàòèìûìè àêòîìèîçèíîâûìè ôèëàìåíòàìè (Hall, 2005),
à òàêæå ïîñðåäñòâîì àêòèâàöèè Rho-êèíàçû, êîòîðàÿ èí-
ãèáèðóåò ôîñôàòàçó ðåãóëÿòîðíûõ ëåãêèõ öåïåé, ðåãóëè-
ðóåò àêòèâíîñòü ñàìèõ ìèîçèíîâ (Âîðîòíèêîâ è äð.,
2009). Òàêèì îáðàçîì, ìèîçèí-9 ÿâëÿåòñÿ ðåãóëÿòîðîì
Rho è ìîòîðíîé ñèãíàëüíîé ìîëåêóëîé, ïðèíèìàþùåé
àêòèâíîå ó÷àñòèå â îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà.
Ýòî ïîäòâåðæäàåòñÿ òàêæå è ýêñïåðèìåíòàìè ïî ïðèæèç-
íåííîé ìèêðîñêîïèè, â êîòîðûõ áûëî âûÿâëåíî, ÷òî ìèî-
çèí—9 ïðèâëåêàåòñÿ â êëåòêå ê ìåñòàì àêòèâíîé ïîëèìå-
ðèçàöèè àêòèíà — ëàìåëëîïîäèÿì, ðàôôëàì è ôèëîïîäè-
ÿì (Van den Boom et al., 2007).

Ñïîñîáíîñòü òðîïîìèîçèíà àãðåãèðîâàòü in vitro áûëà
ïîêàçàíà äîñòàòî÷íî äàâíî. Òàê, âûäåëåííûé èç ìûøö
êðîëèêà òðîïîìèîçèí àãðåãèðóåò â ðàñòâîðå ñ íèçêîé èîí-
íîé ñèëîé, îáðàçóÿ ÷àñòèöû, ìîë. ìàññû êîòîðûõ óìåíü-
øàþòñÿ îò 13.5 äî 65 êÄà ïî ìåðå äîáàâëåíèÿ ñîëåé (ïðè
pH 6.5 èîííóþ ñèëó èçìåíÿëè îò 0.1 äî 1.1) (Tsao et al.,
1951). Â ýòîé ñâÿçè íåóäèâèòåëüíî, ÷òî òðîïîìèîçèí è â
öèòîïëàçìå ìîæåò îáðàçîâûâàòü àãðåãàòû. Îäíàêî ôóíê-
öèÿ ýòèõ àãðåãàòîâ îñòàåòñÿ íåÿñíîé. Âïîëíå âîçìîæíî,
÷òî îíè ïðèíèìàþò àêòèâíîå ó÷àñòèå â ïåðåñòðîéêàõ àê-
òèíîâîãî öèòîñêåëåòà, ÿâëÿÿñü çàòðàâêàìè äëÿ ôîðìèðî-
âàíèÿ ìèêðîôèëàìåíòîâ è îäíîâðåìåííî ðåãóëèðóÿ ïðî-
öåññ ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà.

Êàê ïîêàçàëè ïðîâåäåííûå ýêñïåðèìåíòû, òðîïî-
ìèîçèí âûÿâëÿåòñÿ â ñîñòàâå âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ ôðàê-
öèé êàê â íîðìàëüíûõ, òàê è â èììîðòàëèçîâàííûõ ôèá-
ðîáëàñòàõ. Ñðàâíåíèå ðàñïðåäåëåíèÿ òðîïîìèîçèíà âî
ôðàêöèÿõ ïîñëå ãåëü-õðîìàòîãðàôèè ýêñòðàêòîâ èç íîð-
ìàëüíûõ è èììîðòàëèçîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ (ðèñ. 3; 6,
á) ïîêàçûâàåò, ÷òî ðàçìåð òðîïîìèîçèíîâûõ ÷àñòèö çàâè-
ñèò îò òèïà è ñòåïåíè ðàçâèòîñòè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà.
Âïîëíå âîçìîæíî, ÷òî ïðè ýòîì ìîãóò ðàçëè÷àòüñÿ áåëêî-
âûé ñîñòàâ è ñâîéñòâà ýòèõ ÷àñòèö. Â ÷àñòíîñòè, ìîæåò
ðàçëè÷àòüñÿ ñòåïåíü àöåòèëèðîâàíèÿ ìîëåêóë òðîïîìèî-
çèíà.

Â äðîææàõ Schizosaccharomyces pombe ýêñïðåññèðó-
åòñÿ åäèíñòâåííàÿ èçîôîðìà òðîïîìèîçèíà — Cdc8, è íà
ïðîòÿæåíèè âñåãî êëåòî÷íîãî öèêëà 80 % áåëêà àöåòèëè-
ðîâàíî, ÷òî çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåò ñòåïåíü åãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ ñ àêòèíîì. Àöåòèëèðîâàííûé Cdc8 èíãèáèðóåò
ñâÿçûâàíèå ìèîçèíà ñ àêòèíîì (Skoumpla et al., 2007).

Èçâåñòíî, ÷òî àöåòèëèðîâàíèå òðîïîìèîçèíîâ ïðèâî-
äèò ê ïîâûøåíèþ èõ ñïîñîáíîñòè ñâÿçûâàòüñÿ ñ àêòèíîì,
à òðîïîìèîçèíû áåç N-êîíöåâûõ àöåòèëüíûõ îñòàòêîâ
èëè ñ óäàë¸ííûìè êîíöàìè íå ñïîñîáíû ïîëèìåðèçîâàòü-
ñÿ è ñâÿçûâàòüñÿ ñ àêòèíîì (Urbancikova, Hitchcock-De-
Gregori, 1994). Òàê êàê õàðàêòåð âçàèìîäåéñòâèÿ òðîïîìè-
îçèíà ñ àêòèíîì ìîæåò èçìåíÿòüñÿ â çàâèñèìîñòè îò ñòå-
ïåíè åãî àöåòèëèðîâàíèÿ (Cho et al., 1990), îò ýòîãî ìîæåò
çàâèñåòü è îáðàçîâàíèå òðîïîìèîçèíîâûõ ÷àñòèö, èçìåíå-
íèå èõ êîëè÷åñòâà è ñîñòàâà. Äëÿ ïðîâåðêè âîçìîæíîñòè
òàêèõ èçìåíåíèé íà êëåòêè âîçäåéñòâîâàëè èíãèáèòîðîì
äåàöåòèëàç òðèõîñòàíèíîì-À. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òðèõî-
ñòàòèí â òå÷åíèå êîðîòêîãî âðåìåíè ñïîñîáåí ïðèâîäèòü
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ê àöåòèëèðîâàíèþ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ áåëêîâ íåçàâèñè-
ìî îò èçìåíåíèÿ ýêñïðåññèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ãåíîâ (Bla-
gosklonny et al., 2002). Åñëè òðèõîñòàòèí ìîæåò ñïîñîáñò-
âîâàòü àöåòèëèðîâàíèþ òðîïîìèîçèíà, òî ïîñëåäíèé ïîä
äåéñòâèåì òðèõîñòàòèíà ìîæåò ïåðåõîäèòü èç ñâîáîäíûõ
öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ÷àñòèö â ïðî÷íî ñâÿçàííóþ ñ öè-
òîñêåëåòîì ôîðìó. Â ïîëüçó ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ñâè-
äåòåëüñòâóþò, â ÷àñòíîñòè, äàííûå èììóíîôëóîðåñöåíò-
íîãî àíàëèçà, ïîêàçûâàþùèå ñíèæåíèå ïîä äåéñòâèåì
òðèõîñòàòèíà ñîäåðæàíèÿ òðîïîìèîçèíà â öèòîçîëå ôèá-
ðîáëàñòîâ ðàçëè÷íûõ ëèíèé.

Íåñìîòðÿ íà ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, ïîääåðæè-
âàþùèå âûñêàçàííûå ïðåäïîëîæåíèÿ, íåîáõîäèìî ïðî-
âåäåíèå äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïðÿ-
ìûõ äîêàçàòåëüñòâ èçìåíåíèÿ ñòåïåíè àöåòèëèðîâàíèÿ
òðîïîìèîçèíà â êîìïëåêñàõ è èõ íåïîñðåäñòâåííîãî âëè-
ÿíèÿ íà ïîëèìåðèçàöèþ àêòèíà. Îñòàåòñÿ îòêðûòûì òàê-
æå âîïðîñ î òîì, â êàêîé ñòåïåíè èçìåíÿåòñÿ áåëêîâûé
ñîñòàâ òðîïîìèîçèíîâûõ ÷àñòèö è êàêèå åù¸ áåëêè â íèõ
âõîäÿò.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 10-04-00174) è ïðîãðàììû ÐÀÍ ïî ìîëåêóëÿðíîé è
êëåòî÷íîé áèîëîãèè.
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ISOLATION OF TROPOMYOSIN PARTICLES FROM THE CYTOSOL OF CULTURED CELLS

AND THEIR PROTEIN COMPOSITION ANALYSIS
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The presence of actin-binding protein, tropomyosin, shaped as particles or protein complexes that have no
bonds with actin structures were found while the analisys of structural rearrangements of actin cytoskeleton. Ho-
wever, their functioning is still unknown. To study the composition and properties of these protein complexes a
novel method of their separation from the cells without destroying the structures of the cytoskeleton have been
developed. The protein composition of isolated tropomyosin particles has been analised by gel filtration, elec-
trophoresis and Western blotting. They appeared to be a multimolecular complexes of about 700 kDa. Beside
the tropomyosin and actin these complexes also contain the Hsp70, Hsp90 and myosin-9 identified by mass
spectrometry analisys. Also, under ingibition of deacetylases by trichostatin A, changes in the number of parti-
cles and redistribution of tropomyosin between cytosol and cytoskeleton take place along with actin cytoskele-
ton rearrangements. The results obtained give a reason to assume that these multimolecular complexes may par-
ticipate in the process of reorganization of the actin microfilaments.

K e y w o r d s: tropomyosin, protein complexes, actin cytoskeleton, myosin-9, heat shock proteins.
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