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Äèíàìèêà àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ñ ïàðàëëåëüíûì àíàëèçîì ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè òðàíñ-
êðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ êîíñåíñóñíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ÄÍÊ êB, SRE è
AP1, áûëè ïðîñëåæåíû â òå÷åíèå 2 ÷ ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê A431 íà ôèáðîíåêòèíå, ëàìèíèíå-2/4 èëè
àíòèòåëàõ ê ðåöåïòîðó ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà. Ïîêàçàíî, ÷òî ðàñïëàñòûâàíèå ñîïðîâîæäàåòñÿ
ïîñëåäîâàòåëüíûì ôîðìèðîâàíèåì ñòðóêòóð àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, ïðîñòðàíñòâåííàÿ îðãàíèçàöèÿ êî-
òîðîãî çàâèñèò îò òèïà èììîáèëèçîâàííîãî ëèãàíäà. Îïðåäåëåíû âðåìåíí *ûå ïðîìåæóòêè, â òå÷åíèå êî-
òîðûõ òå èëè èíûå ôîðìû öèòîñêåëåòà êà÷åñòâåííî íå èçìåíÿþòñÿ è õàðàêòåðíû äëÿ äîìèíèðóþùåãî
÷èñëà êëåòîê â ïîïóëÿöèè. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùàÿ àêòèâíîñòü èññëåäóåìûõ ôàêòîðîâ èç-
ìåíÿåòñÿ öèêëè÷åñêè â ïðîöåññå ðàñïëàñòûâàíèÿ. Öèêëè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíî-
ñòè îïðåäåëÿþòñÿ ïðèðîäîé òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà, çàâèñÿò îò òèïà ëèãàíäà è èìåþò ïåðèîä
15—40 ìèí. Ñîïîñòàâëåíèå ïðîöåññîâ ôîðìèðîâàíèÿ öèòîñêåëåòà è ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè
òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ñâèäåòåëüñòâóåò î âåðîÿòíîì íàëè÷èè ñâÿçè ìåæäó àêòèâàöèåé NF-êB è
SRF è ïåðåñòðîéêàìè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû, àäãåçèÿ, âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, äèíàìèêà àêòè-
íîâûõ ñòðóêòóð.

Ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê íà èììîáèëèçîâàííûõ áåë-
êàõ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ÿâëÿåòñÿ ìîäåëüíîé ñèñòå-
ìîé, êîòîðàÿ ïîçâîëÿåò âûÿâëÿòü ïðîöåññû, ñâÿçàííûå ñ
àäãåçèåé, êàê íà ìîëåêóëÿðíîì, òàê è íà ñóáêëåòî÷íîì
óðîâíÿõ îðãàíèçàöèè êëåòêè. Âçàèìîäåéñòâèå êëåòîê ñ
áåëêàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà îñóùåñòâëÿåòñÿ ïîâåðõ-
íîñòíûìè ðåöåïòîðàìè àäãåçèè, ñðåäè êîòîðûõ ëó÷øå
âñåãî îõàðàêòåðèçîâàíû èíòåãðèíû (Van Aelst, D’Sou-
za-Schorey, 1997; Hall, 1998; Schoenwaelder, Burridge,
1999). Èíòåãðèíû àêòèâèðóþò ñèãíàëüíûå ìîëåêóëû â
îáðàçóþùèõñÿ òðàíñìåìáðàííûõ êîìïëåêñàõ, ÷òî ñïî-
ñîáñòâóåò ïåðåíîñó â ÿäðî áåëêîâûõ ôàêòîðîâ, èíäóöè-
ðóþùèõ òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ (Clark, Brugge, 1995; Miya-
moto et al., 1998).

Àêòèíîâûé öèòîñêåëåò òîæå ÿâëÿåòñÿ îáÿçàòåëüíûì
ó÷àñòíèêîì ïðîöåññà àäãåçèè, âçàèìîäåéñòâóÿ ñ ðåöåï-
òîðàìè è ñïîñîáñòâóÿ ñòàáèëèçàöèè ìíîæåñòâåííûõ
áåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé è îïðåäåëÿÿ ôîðìó êëåòêè
(Hynes, 1999; Geiger et al., 2001). Ïðè ýòîì ïðîèñõîäèò
åãî ðåîðãàíèçàöèÿ ïîä âëèÿíèåì ýëåìåíòîâ âíåêëåòî÷-
íîãî ìàòðèêñà. Ñòðóêòóðû àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â êóëü-
òèâèðóåìûõ êëåòêàõ ïðåäñòàâëåíû ñòðåññ-ôèáðèëëàìè,
ðàçíîîáðàçíûìè ïó÷êàìè ìèêðîôèëàìåíòîâ â öèòîïëàç-
ìå è ôèëîïîäèÿõ, à òàêæå ñåòüþ ìèêðîôèëàìåíòîâ â ëà-
ìåëëàõ êëåòîê (Small et al., 1999). Ïåðå÷èñëåííûå ñòðóê-
òóðû îáðàçóþòñÿ ïðè ðàñïëàñòûâàíèè êëåòîê ýïèäåðìî-
èäíîé êàðöèíîìû A431 íà ôèáðîíåêòèíå (ñòðåññ-
ôèáðèëëû), ëàìèíèíå (ëàìåëëû) è àíòèòåëàõ ê ðåöåïòî-
ðó ÝÔÐ (ôèëîïîäèè è ëàìåëëû) (Are et al., 2001). Áûëî

ïîêàçàíî, ÷òî ýòè òèïè÷íûå ñòðóêòóðû, ñîîòâåòñòâóþ-
ùèå êàæäîìó ëèãàíäó, íà êîòîðîì ðàñïëàñòûâàþòñÿ
êëåòêè, õàðàêòåðíû äëÿ áîëüøèíñòâà ðàñïëàñòàííûõ â
òå÷åíèå 1 ÷ êëåòîê (Ïåòóõîâà è äð., 2004).

Â ðÿäå ðàáîò ïîêàçàíî íàëè÷èå ñâÿçè ìåæäó ñîñòîÿ-
íèåì àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è ïðîâåäåíèåì ñèãíàëà
(Puck, Krystosek, 1992; Yamada, Geiger, 1997). Ýòî ïðèâî-
äèò ê ïðåäïîëîæåíèþ î òîì, ÷òî èçìåíåíèå ïðîñòðàíñò-
âåííîé îðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà ìîæåò îêàçûâàòü âëèÿ-
íèå íà ïðîöåññ àêòèâàöèè îïðåäåëåííûõ òðàíñêðèïöèîí-
íûõ ôàêòîðîâ (ÒÔ).

Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ áûëè âûáðàíû
ÒÔ, êîòîðûå ñïåöèôè÷åñêè âçàèìîäåéñòâóþò ñ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòÿìè êB, SRE è AP1. Ïîêàçàíî, ÷òî àêòèâíîñòü
äàííûõ ôàêòîðîâ ìîæåò èçìåíÿòüñÿ â ñâÿçè ñ àäãåçèåé è
ðåîðãàíèçàöèåé àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà (Qwarnstrom et
al., 1994; Zhu et al., 1998; Sotiropoulos et al., 1999; Ingram,
2000; Gineitis, Treisman, 2001). Â íàøåé ëàáîðàòîðèè ïî-
ëó÷åíû äàííûå î âçàèìîäåéñòâèè ÒÔ ñ àêòèíîâûì öèòî-
ñêåëåòîì. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ñóáúåäèíèöà p65 òðàí-
ñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-êB âçàèìîäåéñòâóåò ñ àêòè-
íîì è àêòèíñâÿçûâàþùèì áåëêîì á-àêòèíèíîì è ïåðå-
ðàñïðåäåëÿåòñÿ â öèòîïëàçìå êëåòêè â çàâèñèìîñòè îò
õàðàêòåðà îðãàíèçàöèè àêòèíîâûõ ñòðóêòóð (Are et al.,
2000; Áàáàêîâ è äð., 2004).

Åñëè àêòèâàöèÿ ÒÔ (êîòîðóþ îöåíèâàëè ïî ñòåïåíè
èõ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè) çàâèñèò îò âçàèìî-
äåéñòâèÿ ñèãíàëüíûõ ìîëåêóë ñ êàêèìè-ëèáî àêòèíîâû-
ìè ñòðóêòóðàìè, òî ëþáûå ïåðåñòðîéêè öèòîñêåëåòà ìî-
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ãóò âëèÿòü íà ýòîò ïðîöåññ. Ðàíåå áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî
îòêðåïëåíèå è ïåðåâîä êëåòîê â ñóñïåíçèîííîå ñîñòîÿ-
íèå, êîãäà ïðîèñõîäèò ðàçðóøåíèå ëþáûõ ôîðì àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà, ïðèâîäÿò ê èçìåíåíèþ ÄÍÊ-ñâÿçûâà-
þùåé àêòèâíîñòè âñåõ òðåõ èññëåäîâàííûõ ÒÔ (NF-êB,
SRF è AP1). Ïðè ðàñïëàñòûâàíèè êëåòîê íà èììîáèëèçî-
âàííûõ ëèãàíäàõ â òå÷åíèå 1 ÷ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùàÿ àêòèâ-
íîñòü ýòèõ ÒÔ òàêæå èçìåíÿåòñÿ (Ïåòóõîâà è äð., 2005)
Àêòèíîâûé öèòîñêåëåò, îäíàêî, ê ýòîìó ñðîêó óæå ñôîð-
ìèðîâàí, ïîýòîìó òðóäíî áûëî óñòàíîâèòü, â êàêîé ñòå-
ïåíè àêòèâàöèÿ ÒÔ ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ ïðîöåññîì îð-
ãàíèçàöèè ñïåöèôè÷åñêîãî öèòîñêåëåòà.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè äèíàìèêó ÄÍÊ-
ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè âûáðàííûõ ÒÔ â ïðîöåññå ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ êëåòîê íà ðàçíûõ ëèãàíäàõ, â òå÷åíèå êîòî-
ðîãî èäóò àêòèâíîå ôîðìèðîâàíèå è ïåðåñòðîéêè àêòèí-
ñîäåðæàùèõ ñòðóêòóð. Ðåçóëüòàòû ñðàâíèòåëüíîãî àíà-
ëèçà äèíàìèêè ÄÍÊ-ñâÿçûâàíèÿ ÒÔ è ïðîöåññà ôîðìè-
ðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà äàþò îñíîâàíèå ñ÷è-
òàòü, ÷òî àêòèâíîñòü ïî êðàéíåé ìåðå îäíîãî èç ÒÔ, à
èìåííî NF-êB, íåïîñðåäñòâåííî ñâÿçàíà ñ íàëè÷èåì â
êëåòêå îïðåäåëåííûõ òèïîâ ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçà-
öèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ëèíèè A431
áûëè ïîëó÷åíû èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ
êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ. Êëåòêè êóëüòèâèðî-
âàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè ýìá-
ðèîíîâ êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, â àòìîñôåðå 5 % CO2

ïðè 37 °Ñ. Êëåòêè îòêðåïëÿëè îò ñóáñòðàòà ñìåñüþ ðàñ-
òâîðîâ òðèïñèíà è âåðñåíà â ñîîòíîøåíèè 3 : 7 è íàíîñè-
ëè íà ïðåäìåòíûå ñòåêëà (2�105 êë./ìë ïî 100 ìêë) èëè
íà ÷àøêè Ïåòðè (1.25�106 êë./ìë ïî 4 ìë), ïîêðûòûå áåë-
êàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ôèáðîíåêòèíîì, èëè ëà-
ìèíèíîì-2/4, èëè àíòèòåëàìè 5A9 ê ðåöåïòîðó ýïèäåð-
ìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà (ÝÔÐ). Áåëêè âíåêëåòî÷íîãî
ìàòðèêñà è àíòèòåëà 5A9 âûäåëÿëè ïî ñïåöèàëüíîé ìå-
òîäèêå, îïèñàííîé ðàíåå (Are et al., 2001; ×åðåïàíîâà è
äð., 2002). Êëåòêè àíàëèçèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ÷ ñ èíòåð-
âàëîì â 10 ìèí â òå÷åíèå 1-ãî ÷ ðàñïëàñòûâàíèÿ è ñ èí-
òåðâàëîì 30 ìèí â òå÷åíèå 2-ãî ÷ ðàñïëàñòûâàíèÿ. Äëÿ
ôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçà-
öèè àêòèíîâûõ ñòðóêòóð êëåòêè îêðàøèâàëè ðîäà-
ìèí-ôàëëîèäèíîì (Are et al., 2001).

Ä ë ÿ è ç ó ÷ å í è ÿ ä è í à ì è ê è ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà è ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè
òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ NF-êB, SRE è AP1 â êëå-
òî÷íîé ïîïóëÿöèè â ïðîöåññå ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòêè èñ-
ñëåäîâàëè ÷åðåç 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90 è 120 ìèí ñ ìî-
ìåíòà ïîñàäêè íà òîò èëè èíîé ñóáñòðàò. Â êà÷åñòâå êîíò-
ðîëÿ èñïîëüçîâàëè êëåòêè, âûðàùåííûå äî ñóáêîí-
ôëþåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ íà ïëàñòèêå, è êëåòêè ïîñëå ïåðå-
âîäà â ñóñïåíçèîííîå ñîñòîÿíèå. Òå æå ïîêàçàòåëè êëå-
òîê â ñóñïåíçèîííîì ñîñòîÿíèè ñëóæèëè â êà÷åñòâå
âðåìåíí *îé òî÷êè «0».

Ï ð î ö å ä ó ð à ÷ è ñ ë å í í î ã î à í à ë è ç à êëåòî÷íûõ
òèïîâ ïîäðîáíî îïèñàíà ðàíåå (Ïåòóõîâà è äð., 2004).
Â çàâèñèìîñòè îò ñòðóêòóðû àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è
ôîðìû êëåòîê âûäåëÿëè êëåòêè íåñêîëüêèõ òèïîâ è ïîä-
ñ÷èòûâàëè äîëþ êëåòîê, ïðèíàäëåæàùèõ ê êàæäîìó òèïó.
Íà ðèñóíêàõ ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ äîëè êëåòîê,
ïðèíàäëåæàùèõ ê äàííîìó ìîðôîëîãè÷åñêîìó òèïó.

Ñ â ÿ ç û â à þ ù ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü Ä Í Ê îïðåäåëÿ-
ëè ìåòîäîì òîðìîæåíèÿ â ãåëå (EMSA, electromobility
shift assay; Kingston, 1990). Ïðîöåäóðà ïîäðîáíî îïèñà-
íà ðàíåå (Ïåòóõîâà è äð., 2005). Ñóñïåíçèþ êëåòîê
(1.7�106 êë./ìë) íàíîñèëè íà ÷àøêè, ïîêðûòûå ëèãàíäà-
ìè, è èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % CO2 â òå-
÷åíèå íåîáõîäèìîãî âðåìåíè. Êëåòêè ëèçèðîâàëè â áó-
ôåðå, ñîäåðæàùåì 0.32 Ì ñàõàðîçû, 2 ìÌ MgCl2, 0.1 ìÌ
EDTA, 0.1 % Òðèòîíà X-100, 10 ìÌ Òðèñà, pH 7.9,
1.0 ìÌ DTT è 0.5 ìÌ PMSF. Âûäåëåííûå ÿäðà î÷èùàëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì â 0.5 Ì ñàõàðîçå (Ìàðçëàâ, Õóàí,
1987), è ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå òðàíñêðèïöèîííûå ôàê-
òîðû, ýêñòðàãèðîâàëè áóôåðîì, ñîäåðæàùèì 400 ìÌ
NaCl, 20 ìÌ HEPES, pH 7.9, 25 % ãëèöåðèíà, 1.5 ìÌ
MgCl2, 0.4 ìÌ EDTA, 0.4 ìÌ PMSF, 1 ìÌ DTT è 2 ìÌ
Na3VO4. Â ðåàêöèè ñâÿçûâàíèÿ èñïîëüçîâàëè ðàâíûå êî-
ëè÷åñòâà áåëêà (7 ìêã). Ýêñòðàêòû èíêóáèðîâàëè â áóôå-
ðå (50 ìÌ KCl, 20 ìÌ HEPES, pH 7.9, 10 ìÌ MgCl2,
0.5 ìÌ DTT è 12 % ãëèöåðèíà), ñîäåðæàùåì ïîëè(dI-dC)
è îëèãîíóêëåîòèäíûå ïðîáû. Îëèãîíóêëåîòèäû SRE
(c-fos), êB è AP1 (c-jun) (5�-GGATGTCCATATTAGGA-
CATC-3�,5�- AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3� è
5�-CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA-3� ñîîòâåòñòâåííî)
ìåòèëè ã32P-ATP (Amersham, ÑØÀ) â T4-ïîëèíóêëåîòèä-
êèíàçíîé ðåàêöèè (Fermentas, Ëèòâà). Ðåàêöèþ ñâÿçûâà-
íèÿ ïðîâîäèëè 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïî
îêîí÷àíèè ðåàêöèè ïðîáû ðàçäåëÿëè â íàòèâíîì 4%-íîì
ÏÀÀÃ ïðè ïîñòîÿííîì íàïðÿæåíèè (10 Â/ñì) â TAE-áó-
ôåðå. Ãåëè âûñóøèâàëè è ýêñïîíèðîâàëè ñ ïëåíêîé Ko-
dak X-omat ïðè –80 °Ñ.

Ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í û é à í à ë è ç ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé
àêòèâíîñòè îñóùåñòâëÿëè, îïðåäåëÿÿ èíòåíñèâíîñòü çà-
ñâå÷èâàíèÿ ðåíòãåíîâñêîé ïëåíêè ñîîòâåòñòâóþùèìè
ÄÍÊ-áåëêîâûìè êîìïëåêñàìè ïîñëå ðàçäåëåíèÿ â
ÏÀÀÃ. Äëÿ óñòàíîâëåíèÿ çàâèñèìîñòè ÄÍÊ-ñâÿçûâàþ-
ùåé àêòèâíîñòè îò âðåìåíè ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê êàæ-
äûé ÄÍÊ-áåëêîâûé êîìïëåêñ ñêàíèðîâàëè âäîëü âðå-
ìåíí *îé îñè íà ó÷àñòêàõ, ïîêàçàííûõ íà ðèñ. 1, 3 è 4
êâàäðàòíûìè ñêîáêàìè. Äåíñèòîìåòðèþ ýëåêòðîôîðå-
òè÷åñêèõ ïîëîñ (â äàëüíåéøåì — ïîëîñ) ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû Scion image 4.2. Ðå-
çóëüòàòû ñêàíèðîâàíèÿ îôîðìëÿëè â âèäå äèàãðàìì. Âñå
ïîëó÷åííûå êðèâûå äëÿ äàííîé êîíñåíñóñíîé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè äëÿ êàæäîãî ëèãàíäà ñâîäèëè îòíîñèòåëüíî
ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîé ïîëîñû äëÿ êëåòîê
â ñóñïåíçèè. Ýòà ïîëîñà áûëà âûáðàíà, òàê êàê îíà ñòà-
áèëüíî ïðèñóòñòâîâàëà âî âñåõ îïûòàõ. Âñå çíà÷åíèÿ,
îêàçàâøèåñÿ ìåíüøå íóëÿ, áûëè ïðèðàâíåíû ê íóëþ. Êî-
ëè÷åñòâî ðàäèîàêòèâíîé ìåòêè, íàíåñåííîé íà îäíó äî-
ðîæêó, áûëî ñòàíäàðòèçîâàíî.

Â ñâÿçè ñ íåáîëüøèì êîëè÷åñòâîì ïîâòîðîâ ýêñïåðè-
ìåíòîâ (îò 2 äî 4) è îñîáåííîñòÿìè èçìåíåíèé ÄÍÊ-ñâÿ-
çûâàþùåé àêòèâíîñòè íå óäàëîñü ïðîâåñòè ñòàíäàðòíûé
ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç äàííûõ. Ïîëó÷åííûå êðèâûå
ñðàâíèâàëè ïî ôîðìå, êîòîðàÿ îòðàæàåò âñå îñíîâíûå çà-
êîíîìåðíîñòè ïîâåäåíèÿ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ ïîëîñ.

Àíàëèçèðóÿ äèàãðàììû, îòìå÷àëè ïåðèîäû âîçíèê-
íîâåíèÿ ìàêñèìóìîâ è ìèíèìóìîâ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé
àêòèâíîñòè. Â îêîí÷àòåëüíûé ðåçóëüòàò âêëþ÷àëè òîëü-
êî ìàêñèìóìû è ìèíèìóìû, ñòàáèëüíî ïîâòîðÿþùèåñÿ
âî âñåõ ïîâòîðàõ îïûòîâ.

Äëÿ ïðîâåðêè îøèáîê åäèíè÷íîãî èçìåðåíèÿ â äâóõ
îïûòàõ áûëî ïðîâåäåíî ïî 3 íåçàâèñèìûõ èçìåðåíèÿ îä-
íîé è òîé æå ïîëîñû ñ îäíîãî è òîãî æå ðåíòãåíîâñêîãî
ñíèìêà. Îøèáêà ñîñòàâèëà íå áîëåå 700 îòí. åä., ÷òî ìåíü-
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øå âûáðàííîãî äîâåðèòåëüíîãî èíòåðâàëà (1000 îòí. åä.),
êîòîðûé íå âëèÿåò íà ôîðìó êðèâûõ (íà ðèñóíêàõ äëÿ
óäîáñòâà âîñïðèÿòèÿ çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòåé óìåíüøå-
íû â 1000 ðàç). Ïîýòîìó äëÿ äðóãèõ çíà÷åíèé îøèáêó íå
âû÷èñëÿëè. Âñå ïîäñ÷åòû, ïîñòðîåíèÿ ãðàôèêîâ è äèà-
ãðàìì ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Microsoft Ex-
cel.

Èñïîëüçîâàëè ðåàêòèâû ôèðìû Sigma (ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Ð à ñ ï ë à ñ ò û â à í è å ê ë å ò î ê í à ô è á ð î í å ê ò è í å.
Àíàëèç äèíàìèêè ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëå-
òà â ïðîöåññå ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê íà ôèáðîíåêòèíå
ïîêàçàë, ÷òî ÷åðåç 10 ìèí ïîñëå íàíåñåíèÿ êëåòîê íà ëè-
ãàíä (ðèñ. 1, I, à) 90 % âñåõ êëåòîê òîëüêî ïðèêðåïèëèñü,
ñòðóêòóð àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà åùå íåò, íàáëþäàåòñÿ
äèôôóçíîå îêðàøèâàíèå ïðåèìóùåñòâåííî ïî ïåðèôå-
ðèè êëåòîê (íàçîâåì ýòó ñòàäèþ ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà ñòàäèåé îëèãîìåðèçàöèè). ×åðåç 20 ìèí
(ðèñ. 1, I, á) ïðèìåðíî 80 % âñåõ êëåòîê íà÷èíàþò ðàñ-
ïëàñòûâàòüñÿ, èìåþò â ïðÿìîé ïðîåêöèè îêðóãëóþ ôîð-
ìó, àêòèíîâûé öèòîñêåëåò ïðåäñòàâëåí òîíêèìè ïó÷êà-
ìè ôèëàìåíòîâ, ðàñïîëîæåííûìè öèðêóëÿðíî ïî ïåðè-
ôåðèè, è àãðåãàòàìè àêòèíà â öåíòðå êëåòîê (ñòàäèÿ
êðàåâûõ ñòðóêòóð). ×åðåç 30 ìèí è äàëåå äî 2 ÷ äîìèíè-
ðóþò îêðóãëûå èëè ïîëÿðíûå êëåòêè (ðèñ. 1, I, â) ñ ïó÷-
êàìè àêòèíà ïî âñåìó îáúåìó öèòîïëàçìû, ôîêàëüíûìè
êîíòàêòàìè, ñòðåññ-ôèáðèëëàìè è äèôôóçíî ðàñïðåäå-
ëåííûìè àãðåãàòàìè àêòèíà (ñòàäèÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
ñòðóêòóð). Ìàêñèìóì êîëè÷åñòâà ýòèõ êëåòîê (îêîëî
75 %) ïðèõîäèòñÿ íà ïðîìåæóòîê âðåìåíè îò 40 äî
50 ìèí ïîñëå íàíåñåíèÿ êëåòîê íà ëèãàíä. ×åðåç 60 ìèí
äîëÿ òàêèõ êëåòîê ñíèæàåòñÿ ïðèìåðíî äî 52 %, õîòÿ
îíè è ïðîäîëæàþò äîìèíèðîâàòü. Ïîÿâëÿåòñÿ áîëüøå
ïîëÿðíûõ êëåòîê. Â òî æå âðåìÿ óâåëè÷èâàåòñÿ äî 30 %
äîëÿ êëåòîê ñ íàèáîëåå ðàçâèòîé ñïåöèôè÷íîé äëÿ ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ íà ôèáðîíåêòèíå îðãàíèçàöèåé àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà (ðèñ. 1, I, ã). Ìàêñèìóì ýòèõ êëåòîê (îêîëî
35 %) ïðèõîäèòñÿ íà 90 ìèí (ñòàäèÿ ðàçâèòîãî öèòîñêå-
ëåòà). Îíè èìåþò îêðóãëóþ èëè ìíîãîóãîëüíóþ ôîðìó,
õîðîøî âûðàæåííûå ñòðåññ-ôèáðèëëû è ôîêàëüíûå êîí-
òàêòû, íå èìåþò àãðåãàòîâ àêòèíà. ×åðåç 2 ÷ ïîñëå íàíå-
ñåíèÿ êëåòîê íà ëèãàíä ïîÿâëÿþòñÿ ïîëÿðíûå êëåòêè òî-
ëüêî ñ àãðåãàòàìè àêòèíà (ðèñ. 1, I, ä). Âûÿâëÿþòñÿ êëåò-
êè åùå îäíîãî òèïà (ðèñ. 1, I, å). Òàêèå êëåòêè óæå ÷åðåç
10 ìèí ïîñëå íà÷àëà èíêóáàöèè íà ëèãàíäå õîðîøî ðàñ-
ïëàñòàíû, èìåþò õîðîøî âûðàæåííûå ñòðåññ-ôèáðèëëû,
êîòîðûå ðàñïîëîæåíû ðàäèàëüíî îò öåíòðà êëåòîê. Îá-
ùèé âèä è äîëÿ ýòèõ êëåòîê (îêîëî 10 %) â äàëüíåéøåì
íå èçìåíÿþòñÿ («ðàííèé» òèï îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà, êîòîðûé, âåðîÿòíî, çàâèñèò îò ñòàäèè êëå-
òî÷íîãî öèêëà). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ÷åðåç 30 ìèí ïî-
ñëå ïîñàäêè êëåòîê íà ëèãàíä íàáëþäàåòñÿ íàèáîëüøåå
ðàçíîîáðàçèå ôîðì öèòîñêåëåòà.

Âñå ñòàäèè ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà
èäóò ïîñëåäîâàòåëüíî è çàíèìàþò îïðåäåëåííûå ïðîìå-
æóòêè âðåìåíè. Ñîîòâåòñòâåííî ýòèì ïðîìåæóòêàì âðå-
ìåíè ðåãèñòðèðóþòñÿ ìàêñèìóìû äîëåé êëåòîê, õàðàêòå-
ðèçóþùèõñÿ íàëè÷èåì öèòîñêåëåòà íà ñîîòâåòñòâóþùåé
ñòàäèè ôîðìèðîâàíèÿ. Ìàêñèìóì êîëè÷åñòâà êëåòîê,
èìåþùèõ àêòèíîâûé öèòîñêåëåò íà ñòàäèè îëèãîìåðèçà-
öèè, ðåãèñòðèðóåòñÿ â ïåðèîä îò 5 äî 15 ìèí ïîñëå íàíå-
ñåíèÿ êëåòîê íà ëèãàíä; íà ñòàäèè êðàåâûõ ñòðóêòóð — â

ïåðèîä 15—25 ìèí; íà ñòàäèè öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
ñòðóêòóð — â ïåðèîä 25—55 ìèí; íà ñòàäèè ðàçâè-
òîãî öèòîñêåëåòà — â ïåðèîä 55—120 ìèí. Â îòëè÷èå
îò âûøåïåðå÷èñëåííûõ òèïîâ êëåòêè ïîñëåäíåãî òèïà â
ïåðèîä ñâîåãî ìàêñèìóìà íå ñîñòàâëÿþò àáñîëþòíîãî
áîëüøèíñòâà êëåòîê. Â ýòî âðåìÿ ïî àáñîëþòíîìó çíà÷å-
íèþ ïðîäîëæàþò äîìèíèðîâàòü êëåòêè ïðåäûäóùåãî
òèïà.

Íà òåõ æå ñðîêàõ ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê ïðîâîäèëè
àíàëèç ñïåöèôè÷åñêîé ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè
ÒÔ, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ êîíñåíñóñíûìè ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòÿìè êB, SRE è AP1 (ðèñ. 1, II). Ïðè ñâÿçûâàíèè
ÒÔ âûÿâëÿåòñÿ îò 2 äî 3 ÄÍÊ-áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ (3
äëÿ êB è SRE è 2 äëÿ AP1), ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè. Ïîñêîëüêó ðàíåå (Ïåòóõîâà
è äð., 2005) áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî âûÿâëåííûå êîìïëåê-
ñû ñïåöèôè÷íû, àíàëèçó ïîäâåðãàëèñü âñå îáëàñòè îáðà-
çîâàíèÿ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ
äàííûì ÄÍÊ-áåëêîâûì êîìïëåêñàì. Íà ðèñ. 1, II ïðèâå-
äåíû òèïè÷íûå ýëåêòðîôîðåãðàììû ÄÍÊ-áåëêîâûõ êîì-
ïëåêñîâ äëÿ êëåòîê, ðàñïëàñòàííûõ íà ôèáðîíåêòèíå.
Îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå âîëíîîáðàçíûé õàðàêòåð èç-
ìåíåíèÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè äëÿ âñåõ èññëå-
äóåìûõ ÒÔ.

Òàê êàê èñõîäíîå ñîñòîÿíèå êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê
(ðèñ. 1, II, à, äîðîæêà È) ïî ñòåïåíè ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé
àêòèâíîñòè èçó÷àåìûõ ÒÔ áûëî ðàçëè÷íûì, çà íà÷àëü-
íóþ òî÷êó îòñ÷åòà ïðèíèìàëè ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùóþ àê-
òèâíîñòü ÒÔ â êëåòêàõ ïîñëå ïåðåâîäà èõ â ñóñïåíçèîí-
íîå ñîñòîÿíèå (äîðîæêà 0). Â ýòîì ñëó÷àå âñåãäà íàáëþ-
äàëè àêòèâàöèþ ÒÔ è, òàêèì îáðàçîì, âûðàâíèâàëè
èñõîäíîå ñîñòîÿíèå êëåòîê.

Äëÿ àíàëèçà óðîâíÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè
NF-êB äåíñèòîìåòðèðîâàëè 3 îáëàñòè ðàñïîëîæåíèÿ ïî-
ëîñ ÄÍÊ-áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, îáîçíà÷åííûõ íà ðèñ. 1, II

öèôðàìè 1—3. Îáùèé õîä êðèâûõ èíòåíñèâíîñòåé âñåõ
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ ïîëîñ (êîìïëåêñû 1—3 íà ðèñ. 1, III)
ñîâïàäàåò. Ëåãêî âûäåëÿþòñÿ îáëàñòè ïîâûøåíèÿ àêòèâ-
íîñòè äëÿ âñåõ òðåõ ÄÍÊ-áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ (ñì. òàá-
ëèöó). Òî÷êà 120 ìèí â àíàëèç íå âêëþ÷åíà èç-çà çíà-
÷èòåëüíîãî ðàçáðîñà äàííûõ ðàçíûõ îïûòîâ â ýòîé
òî÷êå.

Êàê âèäíî èç äàííûõ òàáëèöû, âûÿâëÿþòñÿ 2 ïîñëå-
äîâàòåëüíûõ öèêëà âîçðàñòàíèÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àê-
òèâíîñòè ÒÔ (ïåðâûé — îò 0 äî 20—30 ìèí è âòîðîé —
îò 20—30 äî 60—90 ìèí) ñî ñðåäíèì ïåðèîäîì ïåðâîãî
öèêëà îêîëî 25 ìèí (0—25 ìèí) è âòîðîãî — 50 ìèí
(25—75 ìèí). Â ïîâòîðíûõ îïûòàõ îïèñàííûå âûøå ñî-
îòíîøåíèÿ ñîõðàíÿëèñü.

Â îòëè÷èå îò õîäà èçìåíåíèé ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àê-
òèâíîñòè áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ NF-êB,
âðåìåííîé õîä èçìåíåíèé óðîâíÿ ñâÿçûâàíèÿ SRE ðàç-
íûìè áåëêîâûìè êîìïëåêñàìè ðàçëè÷àåòñÿ (ðèñ. 1,
III, á). Äàííûå ïîâòîðíûõ îïûòîâ íå äàþò ïîëíîãî ñîâ-
ïàäåíèÿ. Òîëüêî äëÿ êîìïëåêñà 1 ìîæíî âûÿâèòü âî âñåõ
îïûòàõ ïîñòîÿííîå óâåëè÷åíèå ÄÍÊ-ñâÿçûâàíèÿ ÷åðåç
30 ìèí îò íà÷àëà ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê.

Ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ âðåìåíí *îå ñîîòíîøåíèå àê-
òèâíîñòè ó äâóõ âûÿâëÿåìûõ ÄÍÊ-áåëêîâûõ êîìïëåê-
ñîâ, ñîäåðæàùèõ AP1 (ðèñ. 1, III, â). Â òî âðåìÿ êàê ó
êîìïëåêñà 1 âî âñåõ îïûòàõ âûÿâëÿåòñÿ ìàêñèìóì
ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè â ïåðèîä îò 20 äî 30 ìèí
ïîñëå ïîñàäêè êëåòîê íà ëèãàíä, ó êîìïëåêñà 2 â ýòîò ïå-
ðèîä âðåìåíè íàáëþäàåòñÿ ìèíèìóì àêòèâíîñòè (ñì.
òàáëèöó).
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938 À. Í. Åìåëüÿíîâ, Î. À. Ïàñòóõîâà è äð.



Õîòÿ ðåãèñòðèðóåìûå ïèêè àêòèâíîñòè AP1 ïîâòîðÿ-
þòñÿ âî âñåõ ïîâòîðíûõ îïûòàõ, íàïðàâëåíèå îáùåãî
âåêòîðà èçìåíåíèé ÄÍÊ-ñâÿçûâàíèÿ íå ñîõðàíÿåòñÿ.
Ìîæíî åùå îòìåòèòü, ÷òî ñëó÷àé, èçîáðàæåííûé íà
ðèñ. 1, II, â, íàãëÿäíî ïîêàçûâàåò íåîáÿçàòåëüíîñòü ïîë-
íîãî ñîâïàäåíèÿ äàííûõ, âèäèìûõ íà ýëåêòðîôîðåãðàì-
ìå ãëàçîì, è äàííûõ äåíñèòîìåòðèè ïîñëå ââåäåíèÿ âñåõ
ïîïðàâîê. Äåéñòâèòåëüíî, çäåñü âèçóàëüíî ÿðêîñòü ïîëîñ
äîðîæêè 0 âûøå, ÷åì ñîîòâåòñòâóþùèõ èì ïîëîñ äîðî-
æåê 10—50. Íà ãèñòîãðàììå æå ýòè ñîîòíîøåíèÿ âûãëÿ-
äÿò èíà÷å. Äàííûé ôåíîìåí îáúÿñíÿåòñÿ òåì, ÷òî çíà÷å-
íèÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè ÒÔ íà äèàãðàììàõ,
ïîìåùåííûõ ïîä ôîòîãðàôèÿìè ýëåêòðîôîðåãðàìì, ïî-
ëó÷åíû óæå ñ ó÷åòîì âûðàâíèâàíèÿ êîëè÷åñòâà ìåòêè íà
êàæäîé äîðîæêå. Äëÿ ýòîé öåëè èñïîëüçîâàëè ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêèå ïîëîñû â íèæíåé ÷àñòè ýëåêòðîôîðå-
ãðàìì, êîòîðûå ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íå ñâÿçàâøóþñÿ ñ
áåëêîì ìåòêó.

Ñîïîñòàâëÿÿ ìåæäó ñîáîé äàííûå äëÿ âñåõ òðåõ èñ-
ñëåäóåìûõ ÒÔ ïðè ðàñïëàñòûâàíèè êëåòîê íà ôèáðîíåê-
òèíå, ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî îñíîâíûå èçìåíåíèÿ â
óðîâíå èõ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè ïðèõîäÿòñÿ íà
ïåðèîä îò 10 äî 40 ìèí ïîñëå íàíåñåíèÿ êëåòîê íà ëè-
ãàíä è âûðàæàþòñÿ â çíà÷èòåëüíîé ÷àñòîòå ïîâûøåíèé è
ïîíèæåíèé ýòîãî óðîâíÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàíèÿ ÒÔ. Â äàëü-
íåéøåì èõ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùàÿ àêòèâíîñòü íå ïðèõîäèò ê
èñõîäíûì çíà÷åíèÿì. Ïèêè àêòèâíîñòè ÒÔ ïðîäîëæàþò
âîçíèêàòü, íî ñ ìåíüøåé ÷àñòîòîé. Õîðîøî çàìåòíû êà-
÷åñòâåííûå ðàçëè÷èÿ â õîäå êðèâûõ èçìåíåíèé àêòèâíî-
ñòè ðàçíûõ ÒÔ.

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç èçìåíåíèé ÄÍÊ-ñâÿçûâàþ-
ùåé àêòèâíîñòè ÒÔ è ñìåíû òèïîâ àêòèíîâîãî öèòîñêå-
ëåòà ïðè åãî ôîðìèðîâàíèè ïîêàçàë, ÷òî äëÿ NF-êB îíè,
âåðîÿòíî, èçìåíÿþòñÿ ñîãëàñîâàííî (ðèñ. 2). Äåéñòâè-
òåëüíî, ìèíèìóì íà 10-é ìèí ñîîòâåòñòâóåò ñòàäèè îëè-
ãîìåðèçàöèè (ðèñ. 2, à); ìàêñèìóì íà 20—30-é ìèí —
ñòàäèè êðàåâûõ ñòðóêòóð (ðèñ. 2, á). Ñëåäóþùèé ìèíè-
ìóì (40—50 ìèí) ïðèõîäèòñÿ íà âðåìÿ àáñîëþòíîãî äî-
ìèíèðîâàíèÿ êëåòîê ñ àêòèíîâûì öèòîñêåëåòîì íà ñòà-
äèè öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ñòðóêòóð (ðèñ. 2, â). Â äàëüíåé-
øåì îäíîâðåìåííî ñ òèïîì «â» ïîÿâëÿþòñÿ êëåòêè íà
ñòàäèè ðàçâèòîãî öèòîñêåëåòà (ðèñ. 2, ã). Ìàêñèìóì
60—90 ìèí ñîîòâåòñòâóåò ñòàäèè êëåòîê «ã». Êëåòêàì ñ
öèòîñêåëåòîì íà ñòàäèè öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ñòðóêòóð
ñîîòâåòñòâóåò, ïî-âèäèìîìó, èìåííî ìèíèìóì ÄÍÊ-ñâÿ-
çûâàþùåé àêòèâíîñòè NF-êB. Åñëè áû ýòî áûëî èíà÷å,
òî ìû óâèäåëè áû äëèòåëüíîå ïîâûøåíèå ÄÍÊ-ñâÿçûâà-
þùåé àêòèâíîñòè NF-êB â òå÷åíèå âñåãî âðåìåíè åãî äî-
ìèíèðîâàíèÿ. Â äàííîì ñëó÷àå ìàêñèìóì 60—90 ìèí
ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ òîëüêî ïðèñóòñòâèåì â ýòî âðåìÿ çíà-
÷èòåëüíîé äîëè êëåòîê íà ñòàäèè ðàçâèòîãî öèòîñêåëåòà.

Äëÿ SRF ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç èçìåíåíèé ÄÍÊ-ñâÿ-
çûâàþùåé àêòèâíîñòè è ñìåíû òèïîâ àêòèíîâîãî öèòî-

ñêåëåòà ïðè åãî ôîðìèðîâàíèè íå äàåò îñíîâàíèÿ äëÿ êà-
êèõ-ëèáî óòâåðæäåíèé. Ïîâûøåíèå óðîâíÿ ÄÍÊ-ñâÿçû-
âàþùåé àêòèâíîñòè êîìïëåêñà 1 SRF ÷åðåç 30 ìèí ìî-
æåò áûòü ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî èìåííî â ýòîò ïðîìåæóòîê
âðåìåíè íàáëþäàåòñÿ íàèáîëüøàÿ ñêîðîñòü ðàñïëàñòû-
âàíèÿ êëåòîê. Íåñòàáèëüíîñòü ðåçóëüòàòîâ ñâèäåòåëüñò-
âóåò, âåðîÿòíåå âñåãî, îá îòñóòñòâèè çàâèñèìîñòè ìåæäó
óðîâíåì ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè äàííîãî ÒÔ è
ïîñëåäîâàòåëüíûìè ñòàäèÿìè ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà.

Äëÿ AP1 ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî åãî
ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùàÿ àêòèâíîñòü, âåðîÿòíî, íå èçìåíÿåòñÿ
ñîãëàñîâàííî ñî ñìåíîé òèïîâ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà
ïðè åãî ôîðìèðîâàíèè. Òàê, êîìïëåêñ 1 èñêëþ÷àåòñÿ îä-
íîçíà÷íî, åãî àêòèâíîñòü èìååò íåñêîëüêî ìàêñèìóìîâ è
ìèíèìóìîâ â òå÷åíèå ìàêñèìóìà îäíîãî òèïà àêòèíîâî-
ãî öèòîñêåëåòà. Â ÷àñòíîñòè, îí èìååò íåñòàáèëüíîå íà-
÷àëî èçìåíåíèé ÄÍÊ-ñâÿçûâàíèÿ, ÷òî äàåò äîïîëíèòåëü-
íûå îñíîâàíèÿ äëÿ âûâîäà î íåçàâèñèìîñòè èçìåíåíèé
óðîâíÿ åãî ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè è ïðîöåññà
ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Êîìïëåêñ 2,
ïî êðàéíåé ìåðå äî 50-é ìèí ðàñïëàñòûâàíèÿ, èçìåíÿåò-
ñÿ â ïðîòèâîïîëîæíîé ôàçå ê óðîâíþ êîìïëåêñà 1 è òî-
æå èìååò ïðèçíàê íåñòàáèëüíîñòè íà÷àëà èçìåíåíèé
ÄÍÊ-ñâÿçûâàíèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, ïðè ðàñïëàñòûâàíèè êëåòîê íà ôèá-
ðîíåêòèíå òîëüêî ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùàÿ àêòèâíîñòü êB-çà-
âèñèìûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ íàèáîëåå âåðîÿòíî èçìå-
íÿåòñÿ ñîãëàñîâàííî ñî ñòàäèÿìè ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíî-
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Ðèñ. 1. Äèíàìèêà àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ NF-kB, SRF è AP1 â ïðî-
öåññå ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê íà ôèáðîíåêòèíå.

I (à—ä) — ñòàäèè ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà; ä — êëåòêè ýòîãî òèïà ïðèñóòñòâóþò òîëüêî íà 120-é ìèí èõ ðàñïëàñòûâàíèÿ (îêîëî 18 % îò
îáùåãî ÷èñëà êëåòîê); å — êëåòêè, ïîñòîÿííî ïðèñóòñòâóþùèå íà âñåõ ñðîêàõ èññëåäîâàíèÿ áåç èçìåíåíèÿ äîëè (îêîëî 10 %); ñâåðõó íàä ôîòîãðàôèÿ-
ìè óêàçàíî âðåìÿ îò íà÷àëà ðàñïëàñòûâàíèÿ, êîãäà äîëÿ êëåòîê äàííîãî òèïà ìàêñèìàëüíà; æ — äèàãðàììà, îòîáðàæàþùàÿ èçìåíåíèÿ äîëè êëåòîê
êàæäîãî òèïà (à—ã) ñ òå÷åíèåì âðåìåíè. II — äèíàìèêà ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòî-
ðû NF-kB (à), SRF (á) è AP1 (â). Äëÿ AP1 ïðåäñòàâëåíà ïîëíàÿ ôîòîãðàôèÿ ýëåêòðîôîðåãðàììû. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèå ïîëîñû ó íèæíåãî êðàÿ ýëåêò-
ðîôîðåãðàììû — íå ñâÿçàâøèéñÿ ñ áåëêîì ÄÍÊ-ôðàãìåíò. Äàííûé ôðàãìåíò èñïîëüçîâàëè ïðè îöåíêå ïîëó÷åííûõ çíà÷åíèé àêòèâíîñòè ñâÿçûâàíèÿ
áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ ñ êîíñåíñóñíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè kB, SRE è AP1. III — äåíñèòîãðàììû ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ýëåêòðîôîðåãðàììàì
(II, à—â); ïî âåðòèêàëè — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü, îòí. åä. È — èñõîäíûå êëåòêè, âûðàùåííûå íà ïëàñòèêå; 0 — êëåòêè â ñóñïåíçèîííîì ñîñòîÿíèè;
1—3 — ÄÍÊ-áåëêîâûå êîìïëåêñû (êâàäðàòíûìè ñêîáêàìè îáîçíà÷åíà øèðèíà îáëàñòåé ñêàíèðîâàíèÿ). Íà äèàãðàììàõ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíî-

ñòè (III) ïîãðåøíîñòü îäíîãî èçìåðåíèÿ íå ïðåâûøàåò ðàçìåðà òî÷êè.

Âðåìÿ ïîÿâëåíèÿ ìàêñèìóìîâ (max) è ìèíèìóìîâ (min)
ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè íåêîòîðûõ

áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ (ÒÔ)
ïðè ðàñïëàñòûâàíèè êëåòîê A431 íà ðàçíûõ ñóáñòðàòàõ

Ëèãàíä ÒÔ
Áåëêîâûé
êîìïëåêñ

Âðåìÿ, ìèí

max min

Ôèáðîíåêòèí NF-kB Âñå 0 10

20—30 40—50

60—90

AP1 1 20—30 0—10

50 30—40

90 60

2 0—10 20—30

30—40 60—90

Ëàìèíèí-2/4 AP1 1 0—10 10—30

40—50 60—90

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Âðåìÿ îòñ÷èòûâàåòñÿ îò ìîìåíòà ïîìåùåíèÿ
êëåòîê íà ëèãàíä.



âîãî öèòîñêåëåòà. Ñòàáèëüíàÿ àêòèâàöèÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé
àêòèâíîñòè êîìïëåêñà 1 SRF íà 30-é ìèí ïîñëå íà÷àëà
èíêóáàöèè êëåòîê íà ëèãàíäå, ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíà ñ
îáðàçîâàíèåì ëàìåëë ïðè ðàñïëàñòûâàíèè êëåòîê.

Ð à ñ ï ë à ñ ò û â à í è å ê ë å ò î ê í à ë à ì è í è í å - 2 / 4.
Àíàëèç äèíàìèêè ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëå-
òà â ïðîöåññå ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê íà ëàìèíèíå-2/4
ïîêàçàë, ÷òî ÷åðåç 10 ìèí ïîñëå íàíåñåíèÿ êëåòîê íà ëè-
ãàíä (ðèñ. 3) 95 % âñåõ êëåòîê èìåþò àêòèíîâûé öèòî-
ñêåëåò íà ñòàäèè îëèãîìåðèçàöèè. Íî ïî ñðàâíåíèþ ñ
ðàñïëàñòûâàíèåì íà ôèáðîíåêòèíå óæå íà ýòîé ñòàäèè ó
êëåòîê âûÿâëÿåòñÿ íåçíà÷èòåëüíàÿ ïîëÿðíîñòü. ×åðåç
20 ìèí áîëüøèíñòâî êëåòîê äîñòàòî÷íî õîðîøî ðàñïëàñ-
òàíû. Ïîäàâëÿþùàÿ äîëÿ êëåòîê (îêîëî 85 %), íåñìîòðÿ
íà íåêîòîðûå âíåøíèå ðàçëè÷èÿ, èìååò àêòèíîâûé öèòî-
ñêåëåò íà ñòàäèè îáðàçîâàíèÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
ñòðóêòóð (ðèñ. 3, I, á—ã). Â îòëè÷èå îò ðàñïëàñòûâàíèÿ
íà ôèáðîíåêòèíå çäåñü íåò ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ è
ñòðåññ-ôèáðèëë, ïó÷êè àêòèíà ðàñïîëîæåíû â îñíîâíîì
ïðîäîëüíî èëè ïåðïåíäèêóëÿðíî äëèííîé îñè êëåòîê.
×åðåç 30 ìèí îáùåå ñîîòíîøåíèå êëåòî÷íûõ òèïîâ èç-
ìåíÿåòñÿ ìàëî. Ñòðóêòóðû àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà óòîë-
ùàþòñÿ. Â ÷àñòè êëåòîê îò÷åòëèâî ïðîÿâëÿþòñÿ «ôî-
êóñû» àêòèíà, îò êîòîðûõ îòõîäÿò àêòèíîâûå ïó÷êè
(ðèñ. 3, I, âR). ×åðåç 50 ìèí ïîñëå íàíåñåíèÿ êëåòîê íà ëè-
ãàíä íàáëþäàþòñÿ èñòîí÷åíèå àêòèíîâûõ ñòðóêòóð è ïî-

ÿâëåíèå àãðåãàòîâ, ÷òî, ïî-âèäèìîìó, ñâèäåòåëüñòâóåò î
íà÷àëå ñëåäóþùåé ñòàäèè ðåîðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà.
×åðåç 60—90 ìèí òàêóþ êàðòèíó ìîæíî íàáëþäàòü
ïðàêòè÷åñêè âî âñåõ êëåòêàõ. Ïî ôîðìå ÷åðåç 90 ìèí
ðàñïëàñòûâàíèÿ îêîëî 78 % êëåòîê íàïîìèíàþò êëåòêè
òèïà «â» Òàê æå êàê è ïðè ðàñïëàñòûâàíèè êëåòîê íà
ôèáðîíåêòèíå, âûÿâëÿþòñÿ êëåòêè òèïà «ðàííåé» îðãà-
íèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà (ðèñ. 3, I, ä). Èõ äîëÿ
(îêîëî 4 %) ñ òå÷åíèåì âðåìåíè íå èçìåíÿåòñÿ.

Òàêèì îáðàçîì, ñòàäèè ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà è ìàêñèìóìû êîëè÷åñòâà êëåòîê òîãî èëè
èíîãî òèïà ïðè ðàñïëàñòûâàíèè íà ëàìèíèíå-2/4 íå ñîâ-
ïàäàþò. Îäíà è òà æå ñòàäèÿ îáðàçîâàíèÿ öèòîñêåëåòà
ìîæåò íàáëþäàòüñÿ êàê â êëåòêàõ äîìèíèðóþùåãî íà
äàííûé ìîìåíò òèïà, òàê è â êëåòêàõ äðóãèõ òèïîâ. Âû-
äåëèëè ñëåäóþùèå ñòàäèè ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öè-
òîñêåëåòà: 1 — ñòàäèÿ îëèãîìåðèçàöèè, 0—10 ìèí; 2 —
ñòàäèÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ñòðóêòóð, 20—40 ìèí; 3 —
ñòàäèÿ ðåîðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, 40—
90 ìèí.

Ñîïîñòàâëÿÿ óðîâåíü ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè
NF-êB ñ âûäåëåííûìè ñòàäèÿìè ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà (ðèñ. 3, II, à), ìîæíî óáåäèòüñÿ, ÷òî
íàèáîëüøèå çíà÷åíèÿ àêòèâíîñòè ïðèõîäÿòñÿ íà ïåðèîä
20—40 ìèí ïîñëå ïîñàäêè êëåòîê íà ëèãàíä, ò. å. êàê ðàç
íà ñòàäèþ îáðàçîâàíèÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ñòðóêòóð.

940 À. Í. Åìåëüÿíîâ, Î. À. Ïàñòóõîâà è äð.

Ðèñ. 2. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç èçìåíåíèé óðîâíÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè NF-kB êëåòîê è ñìåíû èõ òèïîâ, ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ ïîñëåäîâàòåëüíûì ñòàäèÿì ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà.

Äàííûé ãðàôèê ïîëó÷åí íàëîæåíèåì ãðàôè÷åñêîãî èçîáðàæåíèÿ âûäåëåííûõ âðåìåíí *ûõ ñòàäèé ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà (òåìíûå
ïðÿìîóãîëüíûå ïîëîñû) íà ãðàôèê, îòîáðàæàþùèé ïåðèîäû ìàêñèìàëüíûõ è ìèíèìàëüíûõ çíà÷åíèé àêòèâíîñòè NF-kB (÷åðíàÿ ëîìàíàÿ ëèíèÿ).
à—ã — êëåòêè òèïîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ñòàäèÿì ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà; ïî ãîðèçîíòàëè — âðåìÿ, ìèí; ïî âåðòèêàëè óêàçàíû çíà÷å-
íèÿ òîëüêî ìàêñèìóìà (max) è ìèíèìóìà (min). Äàííûå çíà÷åíèÿ íå îòîáðàæàþò èñòèííûõ çíà÷åíèé èíòåíñèâíîñòåé ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ ïîëîñ, íî
òîëüêî ôèêñèðóþò íàëè÷èå èëè îòñóòñòâèå ìàêñèìóìà èëè ìèíèìóìà. Âåðòèêàëüíûìè ñòðåëêàìè (íèñõîäÿùèìè è âîñõîäÿùèìè) îòîáðàæåíî ñîîò-

âåòñòâèå ìàêñèìóìîâ è ìèíèìóìîâ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè NF-kB ñòàäèÿì ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà.
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Ðèñ. 3. Äèíàìèêà àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ NF-kB, SRF è AP1 â ïðî-
öåññå ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê íà ëàìèíèíå-2/4.

I (à—ã) — òèïû êëåòîê (íå ñîîòâåòñòâóþò ñòàäèÿì ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà; îáúÿñíåíèÿ ñì. â òåêñòå); ä — êëåòêè òèïà, ïîñòîÿííî ïðè-
ñóòñòâóþùåãî íà âñåõ ñðîêàõ èññëåäîâàíèÿ áåç èçìåíåíèé äîëè îò îáùåãî ÷èñëà êëåòîê (îêîëî 4 %); âR — êëåòêè òèïà «â» ÷åðåç 30-50 ìèí îò íà÷àëà
ðàñïëàñòûâàíèÿ, ñòðåëêàìè ïîêàçàíû «ôîêóñû» ñõîæäåíèÿ ïó÷êîâ àêòèíà; ã — êëåòêè òèïà «ã» ÷åðåç 60-90 ìèí; å — äèàãðàììà, îòîáðàæàþùàÿ èç-

ìåíåíèÿ äîëåé êëåòîê êàæäîãî òèïà (à—ã) ñ òå÷åíèåì âðåìåíè. II è III — òî æå, ÷òî è íà ðèñ. 1.
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Ðèñ. 4. Äèíàìèêà àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ NF-kB, SRF è AP1 â ïðî-
öåññå ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê íà àíòèòåëàõ 5A9 ê ðåöåïòîðó ÝÔÐ.

Âñå òèïû (I, à—ä) ñîîòâåòñòâóþò ñòàäèÿì ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â êëåòêå. Îáúÿñíåíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1 è 3.



Îáå ñòàäèè íåñôîðìèðîâàííîãî öèòîñêåëåòà õàðàêòåðè-
çóþòñÿ ñíèæåíèåì óðîâíÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíî-
ñòè NF-êB. Îáùèé õîä ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè
ðàçíûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ NF-êB ñîâïàäàåò. Ñîâïàäà-
þò òàêæå è äàííûå ïîâòîðíûõ îïûòîâ.

Ñîîòâåòñòâåííî ñòàäèÿì ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà èçìåíÿåòñÿ è óðîâåíü ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé
àêòèâíîñòè SRF (ðèñ. 3, II, á). Îòìåòèì, ÷òî õîä êðèâûõ
êîìïëåêñîâ 2 è 3 â ñðåäíåé ÷àñòè äèàãðàììû (ðèñ. 3, III, á)
ñõîäåí ñ õîäîì êðèâûõ äëÿ NF-êB (ðèñ. 3, III, à). Íî â îòëè-
÷èå îò NF-êB êðèâûå óðîâíåé ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâ-
íîñòè êîìïëåêñà 1 è êîìïëåêñîâ 2 è 3 ó SRF èäóò â ïðî-
òèâîôàçå äðóã ê äðóãó.

Êàê è â ñëó÷àå ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê íà ôèáðî-
íåêòèíå, õîä ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè ðàçíûõ áåë-
êîâûõ êîìïëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ AP1, íå ñîâïàäàåò
(ðèñ. 3, II, â, III, â). Èìååòñÿ íåñòàáèëüíîñòü íà÷àëà èçìå-
íåíèé ÄÍÊ-ñâÿçûâàíèÿ (ïåðèîä îò 0 äî 10 ìèí) îáîèõ
áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ. Èìååòñÿ íåñòàáèëüíîñòü çíà÷å-
íèé óðîâíÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàíèÿ êîìïëåêñà 2 íà îäíèõ è òåõ
æå ñðîêàõ â ðàçíûõ îïûòàõ. Õîä èçìåíåíèé ÄÍÊ-ñâÿçû-
âàþùåé àêòèâíîñòè êîìïëåêñà 1 â ðàçíûõ îïûòàõ ñõî-
äåí, íî ïèêè àêòèâíîñòè äîâîëüíî ñèëüíî ñìåùåíû îò-
íîñèòåëüíî äðóã äðóãà, òàê ÷òî ïåðèîäû èõ âîçíèêíîâå-
íèÿ íå ñîâïàäàþò ñî ñòàäèÿìè ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà (ñì. òàáëèöó).

Òàêèì îáðàçîì, ïðè ðàñïëàñòûâàíèè êëåòîê íà ëàìè-
íèíå-2/4 ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùàÿ àêòèâíîñòü NF-êB è SRF èç-
ìåíÿåòñÿ, ïî-âèäèìîìó, ñîãëàñîâàííî ñî ñòàäèÿìè ôîð-
ìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, à ÄÍÊ-ñâÿçûâàþ-
ùàÿ àêòèâíîñòü AP1 — íåò.

Ð à ñ ï ë à ñ ò û â à í è å í à à í ò è ò å ë à õ 5 A 9 ê ð å -
ö å ï ò î ð ó Ý Ô Ð. Àêòèíîâûé öèòîñêåëåò âñåõ êëåòîê ÷å-
ðåç 10 ìèí ïîñëå íàíåñåíèÿ èõ íà àíòèòåëà 5A9 íàõîäèò-
ñÿ íà ñòàäèè îëèãîìåðèçàöèè. ×åðåç 10 ìèí ðàñïëàñòû-
âàíèÿ íà àíòèòåëàõ êëåòêè ÿâíî ìåíåå ðàñïëàñòàíû, ÷åì
íà ôèáðîíåêòèíå è ëàìèíèíå ê ýòîìó æå âðåìåíè
(ðèñ. 4, I, à). Îíè àáñîëþòíî íå ïîëÿðíû. ×åðåç 20 ìèí
55 % êëåòîê íà÷èíàþò àêòèâíî ðàñïëàñòûâàòüñÿ (ðèñ. 4,
I, á). Îíè èìåþò îêðóãëóþ ôîðìó è ïîêðûòû ìíîæåñò-
âîì ìåëêèõ ìèêðîâîðñèíîê. Ñòðóêòóð àêòèíîâîãî öèòî-
ñêåëåòà íå âèäíî, íàáëþäàåòñÿ äèôôóçíîå îêðàøèâàíèå
êëåòîê ñ áîëåå ÿðêîé öèðêóëÿðíîé îáëàñòüþ áëèæå ê ïå-
ðèôåðèè, îò êîòîðîé îòõîäÿò ìèêðîâîðñèíêè (ñòàäèÿ
ïåðâè÷íûõ ñòðóêòóð). ×åðåç 30 ìèí 62 % êëåòîê èìåþò
î÷åíü õàðàêòåðíûå öèòîñêåëåòíûå ñòðóêòóðû, ñîñòîÿ-
ùèå èç êîðîòêèõ ïó÷êîâ àêòèíà, ñõîäÿùèõñÿ ê îäíîìó
öåíòðó (ðèñ. 4, I, â). Òàêèõ öåíòðîâ îòíîñèòåëüíî íåìíî-
ãî. Îíè ðàñïîëîæåíû ïðàâèëüíî ïî êðóãó, îãðàíè÷èâàÿ
îáúåì êëåòêè (ñòàäèÿ öåíòðîîáðàçîâàíèÿ). Êëåòêè ñ öè-
òîñêåëåòîì íà ñòàäèè öåíòðîîáðàçîâàíèÿ ïîñòåïåííî
(÷åðåç 60 ìèí) ñìåíÿþòñÿ êëåòêàìè, õàðàêòåðèçóþùèìè-
ñÿ î÷åíü òîíêîé ëàìåëëîé. Ýòà ëàìåëëà î÷åíü òîíêàÿ è ñ
òðóäîì âûÿâëÿåòñÿ íà ïðåïàðàòàõ (ðèñ. 4, I, ã) (ñòàäèÿ
òîíêîé ëàìåëëû). Â ýòî æå âðåìÿ ïîÿâëÿþòñÿ êëåòêè ñ
íàèáîëåå ðàçâèòîé ñïåöèôè÷íîé äëÿ ðàñïëàñòûâàíèÿ
íà àíòèòåëàõ îðãàíèçàöèåé àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà
(ðèñ. 4, I, ä). Ìàêñèìóì ýòèõ êëåòîê ïðèõîäèòñÿ íà
120-þ ìèí (ñòàäèÿ ðàçâèòîãî öèòîñêåëåòà). Êëåòêè èìå-
þò ïðàâèëüíóþ îêðóãëóþ ôîðìó, øèðîêóþ êðóãîâóþ ëà-
ìåëëó ñ àêòèíîì ïî êðàþ, êîëüöåâîé ïîÿñ âîëîêíèñòûõ
àêòèíîâûõ ñòðóêòóð áëèæå ê öåíòðó è êðóïíûé àãðåãàò
àêòèíà â öåíòðå êëåòêè.

Òàêèì îáðàçîì, êëåòêè, ñîäåðæàùèå àêòèíîâûé öè-
òîñêåëåò íà ñòàäèè îëèãîìåðèçàöèè, äîìèíèðóþò â ïå-

ðèîä âðåìåíè îò 5 äî 15 ìèí ïîñëå ïîìåùåíèÿ êëåòîê íà
àíòèòåëà, íà ñòàäèè ïåðâè÷íûõ ñòðóêòóð — îò 15 äî
25 ìèí, íà ñòàäèè öåíòðîîáðàçîâàíèÿ — îò 25 äî 50 ìèí,
íà ñòàäèè òîíêîé ëàìåëëû — îò 50 äî 100 ìèí, íà ñòàäèè
ðàçâèòîãî öèòîñêåëåòà — îò 100 ìèí è äàëåå.

Àíàëèç ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè áåëêîâûõ
êîìïëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ NF-êB (ðèñ. 4, II, à), ïîêàçûâà-
åò, ÷òî õîä àêòèâíîñòè âñåõ òðåõ êîìïëåêñîâ ñîâïàäàåò.
Èñêëþ÷åíèåì ÿâëÿåòñÿ âðåìåíí *àÿ òî÷êà 40 ìèí. Íà ýòîì
ñðîêå íàáëþäàþòñÿ îáðàòíûå îòíîøåíèÿ õîäà àêòèâíî-
ñòåé êîìïëåêñà 1 è êîìïëåêñîâ 2 è 3. Â îáùåì, ïåðèîä
âðåìåí îò 30 äî 90 ìèí ïîñëå íàíåñåíèÿ êëåòîê íà ëè-
ãàíä îêàçûâàåòñÿ ïåðèîäîì ìàêñèìàëüíîé ÄÍÊ-ñâÿçûâà-
þùåé àêòèâíîñòè NF-êB.

Òàê æå êàê è íà ëàìèíèíå-2/4, õîä êðèâûõ èçìåíåíèé
ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè êîìïëåêñîâ 2 è 3 SRF â
îáùåì ïîâòîðÿåò õîä èçìåíåíèé àêòèâíîñòè NF-êB. Àê-
òèâíîñòü êîìïëåêñà 1 SRF èçìåíÿåòñÿ ê íèì â ïðîòèâî-
ôàçå (ðèñ. 4, II, á).

ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùàÿ àêòèâíîñòü îáîèõ áåëêîâûõ êîì-
ïëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ AP1, â äàííîì ñëó÷àå èçìåíÿåòñÿ
ñèíõðîííî (ðèñ. 4, II, â).

Ñðàâíåíèå èçìåíåíèé ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíî-
ñòè NF-êB è SRF ñ õîäîì ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öè-
òîñêåëåòà âûÿâëÿåò âåðîÿòíóþ èõ ñîãëàñîâàííîñòü. Ïåð-
âûé ïèê ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè NF-êB ñîâïàäà-
åò ñî ñòàäèåé öåíòðîîáðàçîâàíèÿ, à âòîðîé — ñî ñòàäèåé
ðàçâèòîãî öèòîñêåëåòà. Íàîáîðîò, ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùàÿ àê-
òèâíîñòü êîìïëåêñà 1 SRF íàèáîëåå âûñîêà íà ñòàäèÿõ
ïåðâè÷íûõ ñòðóêòóð è òîíêîé ëàìåëëû.

Èçìåíåíèÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè AP1 íå
ñîãëàñóåòñÿ ñî ñòàäèÿìè ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öè-
òîñêåëåòà. Çäåñü îïÿòü, êàê è âî âñåõ ïðåäûäóùèõ ñëó÷à-
ÿõ, íàáëþäàåòñÿ íåñòàáèëüíîñòü íà÷àëà èçìåíåíèé
ÄÍÊ-ñâÿçûâàíèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, ïðè ðàñïëàñòûâàíèè êëåòîê íà àíòèòå-
ëàõ 5A9 ê ðåöåïòîðó ÝÔÐ ñîãëàñîâàííî ñî ñòàäèÿìè ôîð-
ìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà èçìåíÿåòñÿ ÄÍÊ-ñâÿ-
çûâàþùàÿ àêòèâíîñòü NF-êB è SRF, à ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùàÿ
àêòèâíîñòü AP1 èçìåíÿåòñÿ ñî ñòàäèÿìè ôîðìèðîâàíèÿ â
êëåòêàõ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà íåñîãëàñîâàííî.

Îáñóæäåíèå

Â ïðîöåññå ïðîâåäåíèÿ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ
ñòàëî î÷åâèäíî, ÷òî óñòàíîâèòü êîíêðåòíóþ çàâèñèìîñòü
àêòèâàöèè ÒÔ îò ñòàäèé ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öè-
òîñêåëåòà áóäåò íåâîçìîæíî ïî ñëåäóþùèì ïðè÷èíàì.
Âî-ïåðâûõ, âçàèìîäåéñòâèå êëåòîê ñ áåëêàìè âíåêëåòî÷-
íîãî ìàòðèêñà ìîæåò âëèÿòü íà îðãàíèçàöèþ àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà è íà àêòèâàöèþ ÒÔ ïàðàëëåëüíûìè, íî íå-
çàâèñèìûìè ïóòÿìè. Êîëè÷åñòâî ïîñðåäíèêîâ ìåæäó àê-
òèíîâûìè ñòðóêòóðàìè è ÒÔ òîæå ìîæåò áûòü ðàçëè÷íî.
Âî-âòîðûõ, ïðîöåññ îðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà ïðè ðàñïëà-
ñòûâàíèè êëåòîê ñîïðîâîæäàåòñÿ îäíîâðåìåííûì îáðà-
çîâàíèåì è ïåðåñòðîéêàìè ðàçëè÷íûõ àêòèíîâûõ ñòðóê-
òóð, êîòîðûå âìåñòå îáðàçóþò îáùèé òèï îðãàíèçàöèè
öèòîñêåëåòà íà äàííîé ñòóïåíè åãî ôîðìèðîâàíèÿ. Ñëåäî-
âàòåëüíî, íåâîçìîæíî ñâÿçàòü èçìåíåíèÿ â àêòèâàöèè òîãî
èëè èíîãî ÒÔ ñ ïîÿâëåíèåì èëè èñ÷åçíîâåíèåì òîé èëè
èíîé êîíêðåòíîé ñòðóêòóðû àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà.

Ïîýòîìó áûëî ðåøåíî óïðîñòèòü çàäà÷ó è ïîïûòàòü-
ñÿ â õîäå íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ îòâåòèòü íà ðÿä áî-
ëåå ïðîñòûõ âîïðîñîâ.
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1. Íà êàêèõ ñòàäèÿõ ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öèòî-
ñêåëåòà ïðè ðàñïëàñòûâàíèè êëåòîê àêòèâèðóþòñÿ èçá-
ðàííûå ÒÔ? Ïðîèñõîäèò ëè ýòà àêòèâàöèÿ îäíîêðàòíî â
ïðîöåññå âñåãî õîäà ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê èëè ìíîãî-
êðàòíî? Çàâèñèò ëè äèíàìèêà èõ àêòèâàöèè îò òèïà ëè-
ãàíäà?

2. Ìîæíî ëè óñòàíîâèòü âðåìåíí *ûå ñîîòâåòñòâèÿ
ìåæäó ñòàäèÿìè ôîðìèðîâàíèÿ öèòîñêåëåòà, êîãäà ïðå-
âàëèðóåò îïðåäåëåííûé òèï åãî ïðîñòðàíñòâåííîé îðãà-
íèçàöèè, è àêòèâàöèåé ÒÔ?

Íà ñàìîì ïåðâîì ýòàïå ýòèõ èññëåäîâàíèé áûëî íå-
îáõîäèìî âûÿâèòü îïðåäåëåííûå âðåìåíí *ûå ñòàäèè
ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà.

Äèíàìèêó îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ïðè
ðàñïëàñòûâàíèè êëåòîê èçó÷àëè è ðàíåå, è áûëè ïîëó÷å-
íû ñõîäíûå ñ íàøèìè ðåçóëüòàòû (Are et al., 2001). Íî
àâòîðû íå ñòàâèëè ïåðåä ñîáîé çàäà÷è âûÿâëåíèÿ âðå-
ìåíí *ûõ èíòåðâàëîâ ïîñëåäîâàòåëüíûõ ñòóïåíåé ôîðìè-
ðîâàíèÿ îïðåäåëåííûõ òèïîâ öèòîñêåëåòà, õàðàêòåðíûõ
äëÿ êëåòîê, ðàñïëàñòàííûõ íà ðàçëè÷íûõ èììîáèëèçî-
âàííûõ ëèãàíäàõ.

Äëÿ êëåòîê, ðàñïëàñòàííûõ íà âñåõ èññëåäóåìûõ ëè-
ãàíäàõ, áûëè âûäåëåíû ñòàäèè ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâî-
ãî öèòîñêåëåòà è îïðåäåëåíû èõ âðåìåíí *ûå ãðàíèöû.
Êàæäîé ñòàäèè ñîîòâåòñòâóåò îïðåäåëåííûé òèï ïðî-
ñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Èí-
òåðåñíî, ÷òî åñëè ïðè ðàñïëàñòûâàíèè íà ôèáðîíåêòèíå
è àíòèòåëàõ ñòàäèè ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêå-
ëåòà ñîîòâåòñòâóþò êëåòêàì îïðåäåëåííîãî òèïà, òî íà
ëàìèíèíå îäèí è òîò æå òèï öèòîñêåëåòà ìîãóò èìåòü
êëåòêè, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî ôîðìå. Â ýòîì ñëó÷àå àêòèíî-
âûé öèòîñêåëåò íà÷èíàåò ôîðìèðîâàòüñÿ ðàíüøå, ÷åì â
êëåòêàõ, ðàñïëàñòûâàþùèõñÿ íà ôèáðîíåêòèíå èëè àíòè-
òåëàõ. ×åðåç 30—40 ìèí ðàñïëàñòûâàíèÿ íàáëþäàåòñÿ
óæå õîðîøî âûðàæåííàÿ ñåòü àêòèíîâûõ ïó÷êîâ, êîòî-
ðûå ñõîäÿòñÿ â «ôîêóñû». Íî ê 1-ìó ÷ ðàñïëàñòûâà-
íèÿ áîëüøèíñòâî êëåòîê ïåðåñòðàèâàþò òàêîé òèï öè-
òîñêåëåòà è îñòàåòñÿ ëèøü ñåòü ôèëàìåíòîâ â ëàìåëëàõ
ñ îäíîâðåìåííîé ïîëÿðèçàöèåé êëåòîê, ñâèäåòåëüñò-
âóþùàÿ î áîëüøîé ñêëîííîñòè êëåòîê ê äâèæåíèþ íà
ýòîé ñòàäèè. Â êëåòêàõ, ðàñïëàñòàííûõ íà ôèáðîíåêòèíå,
ïðîöåññû ðåîðãàíèçàöèè ñòàáèëüíûõ àêòèíîâûõ ñòðóê-
òóð íà÷èíàþò ïðîÿâëÿòüñÿ òîëüêî êî 2-ìó ÷ ðàñïëàñòû-
âàíèÿ.

Ðåöåïòîð ÝÔÐ íå èñïîëüçóåòñÿ êëåòêîé â ïðîöåññå
àäãåçèè, à ïîëó÷åííûå íà íåãî àíòèòåëà 5A9 íå èíäóöè-
ðóþò åãî òèðîçèíêèíàçíîé àêòèâíîñòè (Ñîðîêèí è äð.,
1989). Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäïîëàãàëîñü èñïîëüçîâàòü ïðè-
êðåïëåíèå è ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê íà íèõ â êà÷åñòâå
êîíòðîëÿ, êîãäà àäãåçèÿ ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ öè-
òîñêåëåòà, íî íå çàïóñêàåò ñèãíàëüíûå ïðîöåññû. Îäíàêî
íàøè ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî ïðè ðàñïëàñòûâàíèè
êëåòîê íà àíòèòåëàõ ïðîèñõîäÿò è ôîðìèðîâàíèå õàðàê-
òåðíîãî òèïà ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà, è àêòèâàöèÿ ÒÔ. Íà àíòèòåëàõ êëåòêè äîëü-
øå âñåãî îñòàþòñÿ íà íà÷àëüíîé ñòàäèè ðàñïëàñòûâàíèÿ,
ïîçæå âñåãî ôîðìèðóþò íàèáîëåå õàðàêòåðíûå äëÿ ýòîãî
âçàèìîäåéñòâèÿ òèïû ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè
öèòîñêåëåòà è, ïî âñåé âèäèìîñòè, àäãåçèðóþò áåç ïåð-
âè÷íîãî ó÷àñòèÿ êàêèõ-ëèáî ñèãíàëüíûõ ïóòåé ïî êðàé-
íåé ìåðå â òå÷åíèå 20 ìèí ðàñïëàñòûâàíèÿ, êîãäà íàáëþ-
äàåòñÿ àêòèâàöèÿ SRF. ×åðåç 30 ìèí ðàñïëàñòûâàíèÿ
ôîðìèðóþòñÿ «ôîêóñû», êîòîðûå ÷åì-òî íàïîìèíàþò
«ôîêóñû» öèòîñêåëåòà êëåòîê íà ëàìèíèíå, òîæå ôîðìè-
ðóþùèåñÿ ÷åðåç 30 ìèí ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ÷åðåç 30 ìèí ðàñïëàñòûâàíèÿ
êëåòêà ñàìà íà÷èíàåò ñèíòåçèðîâàòü è ñåêðåòèðîâàòü
ñîáñòâåííûå áåëêè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ñ êîòîðûìè
òàêæå ìîæåò âçàèìîäåéñòâîâàòü (Sobel, Rosenberg,
1984). Ïîýòîìó îáíàðóæåííûå ñòðóêòóðû («ôîêóñû»)
ìîãóò áûòü ðåçóëüòàòîì òàêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ è ñîîò-
âåòñòâåííî äîïîëíèòåëüíûì èñòî÷íèêîì ñèãíàëà.

Â îáùåì, ìîæíî îòìåòèòü, ÷òî íàèáîëüøàÿ àêòèâ-
íîñòü ôîðìîîáðàçîâàíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà íà-
áëþäàåòñÿ äëÿ âñåõ ñëó÷àåâ â ïðåäåëàõ 20—40 ìèí îò
ïîñàäêè êëåòîê íà ëèãàíä.

Ïðè èññëåäîâàíèè èçìåíåíèé ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àê-
òèâíîñòè âñåõ ÒÔ îêàçàëîñü, ÷òî îíè íå íîñÿò õàðàêòåðà
ìîíîòîííîãî ïîâûøåíèÿ àêòèâíîñòè èëè ïîääåðæàíèÿ
åå íà îäíîì óðîâíå, à èìåþò íåñêîëüêî ïèêîâ àêòèâíî-
ñòè. ×àñòîòà âîçíèêíîâåíèÿ ïèêîâ óìåíüøàåòñÿ ïî ìåðå
ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê â ñðåäíåì â 1.5—2.0 ðàçà äëÿ
âñåõ ÒÔ. Òàê, åñëè âðåìÿ ìåæäó áëèæàéøèìè ïèêàìè â
íà÷àëå ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê ñîñòàâëÿåò 15—25 ìèí,
òî ÷åðåç 1.0—1.5 ÷ ðàñïëàñòûâàíèÿ — 40—50 ìèí.

Èç èññëåäóåìûõ ôàêòîðîâ êîëåáàòåëüíûé ïðîöåññ
íàáëþäàëè ðàíåå äëÿ NF-êB, àêòèâàöèþ êîòîðîãî èññëå-
äîâàëè ïðè ñòèìóëÿöèè ôàêòîðîì íåêðîçà îïóõîëåé
(TNFá) â íåñêîëüêèõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ (Hoffmann et al.,
2002; Ting, Endy, 2002; Nelson et al., 2004).

Èññëåäóÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùóþ àêòèâíîñòü òåì æå ìå-
òîäîì òîðìîæåíèÿ â ãåëå, Õîôôìàíí ñ ñîòðóäíèêàìè íà
ìûøèíûõ ôèáðîáëàñòàõ, íîêàóòèðîâàííûõ ïî ãåíàì IêB
â è å, îáíàðóæèëè ïèêè àêòèâíîñòè NF-êB ñ ïåðèîäîì
1.5—2.0 ÷, êîòîðûé òîæå óâåëè÷èâàëñÿ ïî ìåðå óäàëåíèÿ
îò íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ TNFá (Hoffmann et al., 2002). Ïðè-
ìåðíî òàêîé æå ïî äëèòåëüíîñòè öèêë (100 ìèí) ïåðåìå-
ùåíèÿ NF-êB èç ÿäðà â öèòîïëàçìó è îáðàòíî áûë îáíà-
ðóæåí â íåéðîáëàñòîìíûõ êëåòêàõ ïîä äåéñòâèåì TNFá
â îïûòàõ äðóãèõ àâòîðîâ (Nelson et al., 2004).

Âûÿâëåííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå êîëåáàíèÿ àêòèâíî-
ñòè NF-êB, SRF è AP1 íå ìîãóò áûòü îáúÿñíåíû òîëüêî
ëèøü ìèãðàöèåé ôàêòîðîâ èç öèòîïëàçìû â ÿäðî è îáðàò-
íî. Òàê, SRF, íàïðèìåð, èìååò ïðåèìóùåñòâåííî ÿäåð-
íóþ ëîêàëèçàöèþ (Ding et al., 2001). Âåðîÿòíî, çäåñü ìî-
ãóò èãðàòü ðîëü áûñòðûå êîíôîðìàöèîííûå ïåðåñòðîéêè
åãî ìîëåêóëû â ðåçóëüòàòå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ—äåôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ èëè äðóãèõ ïîäîáíûõ ïðîöåññîâ. Ïðè÷è-
íó è ìåõàíèçì êîëåáàíèé ïðåäñòîèò åùå âûÿñíèòü.

Ñðàâíèâàÿ èçìåíåíèÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíî-
ñòè ðàçíûõ ÒÔ, ìîæíî êîíñòàòèðîâàòü, ÷òî ïðîôèëè
ýòèõ èçìåíåíèé èìåþò õàðàêòåðíûé âèä êàê äëÿ êàæäîãî
ÒÔ, òàê è äëÿ êàæäîãî èññëåäóåìîãî ëèãàíäà. Ñëåäóåò
îòìåòèòü, ÷òî ìàêñèìóìû è ìèíèìóìû àêòèâíîñòè ÒÔ
îòðàæàþò íå óâåëè÷åíèå èëè óìåíüøåíèå ðåàêöèîííîé
ñïîñîáíîñòè ôàêòîðà, à êîëè÷åñòâî åãî ìîëåêóë, ñâÿçàâ-
øèõñÿ ñ ÄÍÊ.

Îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå òîò ôàêò, ÷òî äëÿ êàæäî-
ãî èç èçó÷åííûõ ÒÔ èìååòñÿ íåñêîëüêî ÄÍÊ-ñâÿçûâàþ-
ùèõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ. Èç ðàçëè÷èé èõ ïîäâèæíîñòè
ñëåäóåò, ÷òî îíè èìåþò ðàçíóþ ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó, êî-
òîðàÿ äîëæíà îïðåäåëÿòüñÿ èõ ðàçëè÷íûì áåëêîâûì ñî-
ñòàâîì, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ìîæåò îïðåäåëÿòü îñîáåííî-
ñòè èõ òðàíñàêòèâèðóþùåé àêòèâíîñòè, ò. å. çàïóñê ýêñï-
ðåññèè ðàçëè÷íûõ ãåíîâ.

Â ýòîé ñâÿçè ïîêàçàòåëüíî, ÷òî ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùàÿ
àêòèâíîñòü áåëêîâîãî êîìïëåêñà 1 SRF, êîòîðûé, ïî
âñåé âèäèìîñòè, ñîäåðæèò êðîìå ñàìîãî äèìåðà SRF åùå
îäèí èç áåëêîâ Ets-ñåìåéñòâà (p62TSF, Elk èëè SAP-1), îá-
ðàçóÿ òðîéíîé êîìïëåêñ (Zinck et al., 1993), âñåãäà ïðî-
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òèâîïîëîæíà ïî ñâîåìó çíà÷åíèþ àêòèâíîñòè äðóãèõ
êîìïëåêñîâ, â ñîñòàâ êîòîðûõ âõîäèò òîëüêî äèìåð SRF
(Zinck et al., 1993). Ýòè äàííûå ìîãóò îáúÿñíÿòü äèôôå-
ðåíöèàëüíóþ àêòèâíîñòü ãåíîâ, çàâèñèìûõ îò SRF.

Ñõîäíûì îáðàçîì àêòèâíîñòü ðàçëè÷íûõ ÄÍÊ-ñâÿ-
çûâàþùèõ êîìïëåêñîâ NF-êB òîæå èìååò â îïðåäåëåí-
íûå ïåðèîäû ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê õàðàêòåðíûå îòëè-
÷èÿ. Ó÷èòûâàÿ, ÷òî äàííûé òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð
ìîæåò âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ àêòèíîì êàê ïðÿìî (Are et
al., 2000), òàê è îïîñðåäîâàííî (Áàáàêîâ è äð., 2004),
âïîëíå âîçìîæíî äîïóñòèòü, ÷òî çíà÷èìûå âëèÿíèÿ íà
ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùóþ àêòèâíîñòü ðàçëè÷íûõ åãî áåëêîâûõ
êîìïëåêñîâ ìîãóò áûòü îáóñëîâëåíû îñîáåííîñòÿìè ðå-
îðãàíèçàöèé öèòîñêåëåòà â ïðîöåññå ðàñïëàñòûâàíèÿ
êëåòîê.

Ðîëü àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ìîæåò çàêëþ÷àòüñÿ â
ïîääåðæàíèè â öèòîïëàçìå íàäìîëåêóëÿðíûõ êîìïëåê-
ñîâ, ñïîñîáñòâóþùèõ èíãèáèðîâàíèþ NF-êB â îäíîé
ñòðóêòóðå öèòîñêåëåòà è àêòèâèðóþùèõ NF-êB ïðè èç-
ìåíåíèè ñîñòàâà êîìïëåêñà, ñâÿçàííîãî ñî ñìåíîé ñòðóê-
òóðû. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî â ñîñòàâ ýòèõ êîìïëåêñîâ ìî-
ãóò âõîäèòü íå òîëüêî èíãèáèòîðíûå ñóáúåäèíèöû IêB,
íî è äðóãèå ðåãóëÿòîðíûå ìîëåêóëû, êàê â ñïëàéñîñîìå
(Habib et al., 2001), è àêòèíñâÿçûâàþùèå áåëêè (Áàáàêîâ
è äð., 2004).

Ïðè ñîïîñòàâëåíèè èçìåíåíèé ìîðôîëîãèè è àêòèâà-
öèè ÒÔ óðîâåíü ÄÍÊ-ñâÿçûâàíèÿ äëÿ íåêîòîðûõ èç íèõ
ìîæíî ñîîòíåñòè ñî ñòàäèÿìè ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà. Íàèáîëåå ÷åòêî ñ íèìè ñîîòíîñèòñÿ àêòèâ-
íîñòü NF-êB. Îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå, ÷òî ïèêè åãî
àêòèâíîñòè ïðèõîäÿòñÿ íà ñòàäèè ôîðìèðîâàíèÿ àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà, êîòîðûå õàðàêòåðèçóþòñÿ íàëè÷èåì
õîðîøî âûðàæåííûõ êîíòàêòîâ ïðè ðàñïëàñòûâàíèè êëå-
òîê íà ôèáðîíåêòèíå. Íà ëàìèíå-2/4 è àíòèòåëàõ àíàëî-
ãè÷íûì ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå «ôîêóñîâ», êîòîðûå òîæå,
ïî-âèäèìîìó, ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé êàêèå-òî êîìïëåêñû
àäãåçèè, òàê êàê ê íèì êðåïÿòñÿ ïó÷êè ìèêðîôèëàìåí-
òîâ.

ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùàÿ àêòèâíîñòü SRF çàâèñèò, ïî-âè-
äèìîìó, íå ñòîëüêî îò òîãî èëè èíîãî ïðîñòðàíñòâåííî-
ãî òèïà îðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà, ñêîëüêî îò íàëè÷èÿ
èëè îòñóòñòâèÿ ðàñòóùåé ëàìåëëû ñ øèðîêîé ñåòüþ áû-
ñòðî ïåðåñòðàèâàþùèõñÿ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ. Òàê,
åãî àêòèâíîñòü íàáëþäàåòñÿ èìåííî â ôàçû ëèáî áûñòðî-
ãî ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê, ëèáî èõ ïîëÿðèçàöèè â îòëè-
÷èå îò NF-êB, äëÿ àêòèâàöèè êîòîðîãî õàðàêòåðíû
óñòîé÷èâûå ñîñòîÿíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Ýòî
ïðåäïîëîæåíèå ïîäòâåðæäàþò è äàííûå î âëèÿíèè ãëî-
áóëÿðíîãî àêòèíà íà àêòèâíîñòü SRF (Sotiropoulos et al.,
1999) è âëèÿíèè SRF íà âêëþ÷åíèå ãëîáóë àêòèíà â àê-
òèíîâûå ôèëàìåíòû (Schratt et al., 2002).

Íàì íå óäàëîñü âûÿâèòü êîððåëÿöèè ìåæäó äèíàìè-
êîé ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè AP1 è ñìåíîé êëå-
òî÷íûõ òèïîâ íè íà îäíîì èç èññëåäîâàííûõ ëèãàíäîâ.
Ïî-âèäèìîìó, ê ðåîðãàíèçàöèÿì àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà
àêòèâàöèÿ AP1 íå èìååò îòíîøåíèÿ è çäåñü èãðàþò ðîëü
äðóãèå ìåõàíèçìû. Ýòî ìîæåò ãîâîðèòü î òîì, ÷òî àêòè-
íîâûé öèòîñêåëåò íå îáÿçàòåëüíî ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè
ïðîâåäåíèÿ ëþáûõ ñèãíàëîâ îò ìåìáðàíû êëåòêè ê åå
ÿäðó.

ßñíî, ÷òî ôîðìèðîâàíèå òîãî èëè èíîãî òèïà àêòè-
íîâîãî öèòîñêåëåòà, à òàêæå ïðîôèëü àêòèâíîñòè òîãî
èëè èíîãî ÒÔ çàâèñÿò îò ëèãàíäà, íà êîòîðîì ðàñïëàñòû-
âàþòñÿ êëåòêè, è ñîîòâåòñòâåííî îò îáðàçóþùèõñÿ ñëîæ-
íûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ àäãåçèè. Äëÿ êëåòîê, ðàñïëàñ-

òàííûõ íà ôèáðîíåêòèíå, îáðàçîâàíèå êîìïëåêñîâ àäãå-
çèè çàâèñèò îò èíòåãðèíîâ á5â1 (Genersch et al., 1996), à
íà ëàìèíèíå — îò èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ á6â4 è á2â1
è îò ðåöåïòîðîâ ñ ìîë. ìàññîé 67 êÄà (×åðåïàíîâà è äð.,
2003). Ïðè÷åì îáà èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðà (á6â4 è
á2â1) ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ìèãðàöèè êëåòîê (Êàëìûêî-
âà è äð., 2003).

Ïî âñåé âåðîÿòíîñòè, èìåííî ÒÔ ïåðâè÷íî ðåàãèðó-
þò íà ëèãàíä-ðåöåïòîðíîå âçàèìîäåéñòâèå êëåòêè, òàê
êàê àêòèâèðóþòñÿ, êàê ïðàâèëî, ðàíüøå, ÷åì íà÷èíàþò
ôîðìèðîâàòüñÿ ñëîæíûå ñòðóêòóðû öèòîñêåëåòà. Íàðÿäó
ñ ýòèì ïðîñòðàíñòâåííàÿ îðãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòî-
ñêåëåòà, íåñîìíåííî, òîæå ìîæåò âëèÿòü íà àêòèâíîñòü
ñâÿçàííûõ ñ íèì ÒÔ.

Èñïîëüçîâàííûå â ðàáîòå èììîáèëèçîâàííûå ëèãàí-
äû ôèáðîíåêòèí, ëàìèíèí-2/4 è àíòèòåëà ê ðåöåïòîðó
ÝÔÐ ðàçëè÷àþòñÿ ìåæäó ñîáîé ïî êîëè÷åñòâó ìåñò ñâÿ-
çûâàíèÿ ñ ïîâåðõíîñòíûìè ðåöåïòîðàìè êëåòêè. Òàê, íà-
ïðèìåð, ëàìèíèí èìååò îêîëî 10 òàêèõ àìèíîêèñëîòíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ôèáðîíåêòèí — çíà÷èòåëüíî ìåíü-
øå, à àíòèòåëà âçàèìîäåéñòâóþò òîëüêî ñ îäíèì ðåöåï-
òîðîì.

Ïîýòîìó âïîëíå âîçìîæíî, ÷òî âçàèìîäåéñòâèå êëåò-
êè ñ ñóáñòðàòîì îñóùåñòâëÿåòñÿ íå îäíîêðàòíî, à èìååò
íåñêîëüêî ýòàïîâ âçàèìîäåéñòâèÿ, êîãäà ìîãóò ïðîèñõî-
äèòü ïîñëåäîâàòåëüíî êîíòàêòû ñ ðàçíûìè ó÷àñòêàìè
áåëêîâîé ìîëåêóëû. Êðîìå òîãî, êàê îòìå÷àëîñü âûøå,
ðåöåïòîð ÝÔÐ ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñî ñïåöèôè÷åñêèì
ëèãàíäîì ìîæåò âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ äðóãèìè ïîâåðõíî-
ñòíûìè ðåöåïòîðàìè.

Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå ñëîæíîñòü òàêèõ âçàèìîäåé-
ñòâèé, ìîæíî áûëî îæèäàòü, ÷òî ïðè ðàñïëàñòûâàíèè
êëåòîê íà ðàííèõ ñòàäèÿõ áóäåò ïðîèñõîäèòü ðÿä ïîñëå-
äîâàòåëüíûõ ðåàêöèé, èíäóöèðóþùèõ àêòèâàöèþ ñîîò-
âåòñòâóþùèõ ÒÔ. Âîëíîîáðàçíûé õàðàêòåð ÄÍÊ-ñâÿçû-
âàþùåé àêòèâíîñòè ÒÔ â ïðîöåññå ðàñïëàñòûâàíèÿ
âïîëíå ñîãëàñóåòñÿ ñ òàêèì ïðåäïîëîæåíèåì.

Îöåíèòü âåðîÿòíîñòü è ýêñïåðèìåíòàëüíî ïðîâåðèòü
ýòî ïðåäïîëîæåíèå, ïî-âèäèìîìó, óäàñòñÿ ñ ïîìîùüþ
âûêëþ÷åíèÿ èç âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ëèãàíäîì òåõ èëè èíûõ
ïîâåðõíîñòíûõ ðåöåïòîðîâ, íàïðèìåð, ïóòåì ïðåäîáðà-
áîòêè êëåòîê àíòèòåëàìè ê ñîîòâåòñòâóþùèì èíòåãðè-
íàì. Ïîäîáíûé ïîäõîä óæå áûë èñïîëüçîâàí äëÿ êëåòîê
A431 è íîðìàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ äëÿ îöåíêè ðîëè ðàç-
íûõ ðåöåïòîðîâ â îñóùåñòâëåíèè ìèãðàöèè êëåòîê, ðàñ-
ïëàñòàííûõ íà ëèãàíäå (Êàëìûêîâà è äð., 2003).

Òàêèì îáðàçîì, åùå ïðåäñòîèò âûÿñíèòü, êàêèì îáðà-
çîì îáåñïå÷èâàþòñÿ îáíàðóæåííûå öèêëè÷åñêèå èçìåíå-
íèÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè ÒÔ, êàêîâ ñîñòàâ êîìï-
ëåêñîâ àäãåçèè ïðè ðàñïëàñòûâàíèè íà ðàçíûõ ëèãàíäàõ è
êàê âëèÿþò èçìåíåíèÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè íà
ýêñïðåññèþ ðåãóëèðóåìûõ ýòèìè ôàêòîðàìè ãåíîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêò 03-04-48251), ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ ïî ïîä-
äåðæêå âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë (ÍØ-1244.2003.4) è
ãðàíòà Ñ.-Ïåòåðáóðñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà ÐÀÍ.
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DYNAMIC OF DNA-BINDING ACTIVITY OF TRANSCRIPTION FACTORS IN A431 CELLS

DURING THEIR SPREADING ON IMMOBILIZED LIGANDS

A. N. Emelyanov, O. A. Petukhova,1 L. V. Turoverova, I. V. Kropacheva, G. P. Pinaev

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;
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Dynamics of actin cytoskeleton in A431 cells and specific NF-êB SRF and AP-1 DNA-binding activities
were studied during a 2 h spreading of these cells on fibronectin, laminin-2/4 or an antibody to epidermal growth
factor receptor. Cell spreading was shown to be accompanied by sequential formation of actin cytoskeleton
structures, whose spatial organization depends on the type of immobilized ligand. We have determined the time
intervals, within which certain forms of cytoskeleton do not change qualitatively and are specific for dominant
part of cell population. It has been shown that DNA-binding activities of the above transcription factors studied
oscillate during cell spreading. The cycles of DNA-binding activity were found to be equel to 15—40 min. The
character of oscillations depends on both transcription factor and ligand type. The temporal comparison of pre-
sses of actin cytoskeleton formation and DNA-binding activity of NF-êB and SRF times suggest that actin cy-
toskeleton reorganization may be presumably associated with activation of NF-êB and SRF.

K e y w o r d s: transcription factors, adhesion, extracellular matrix, actin dynamics.
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