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á-Àêòèíèí 1 è á-àêòèíèí 4 ÿâëÿþòñÿ àêòèíñâÿçûâàþùèìè áåëêàìè, êîòîðûå êðîìå âûïîëíåíèÿ
ñòðóêòóðíîé ôóíêöèè ìîãóò ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè ðàçëè÷íûõ ïðîöåññîâ â êëåòêå. Íà îñíîâà-
íèè ðàíåå ïîëó÷åííûõ äàííûõ î ðàçíîì õàðàêòåðå ðàñïðåäåëåíèÿ ýòèõ áåëêîâ â ÿäðå è öèòîïëàçìå â íà-
ñòîÿùåé ðàáîòå áûëî äåòàëüíî èññëåäîâàíî ïðèñóòñòâèå á-àêòèíèíà 1 è á-àêòèíèíà 4 â ñóáêëåòî÷íûõ
ôðàêöèÿõ êëåòîê À431, ðàñïëàñòàííûõ íà ôèáðîíåêòèíå. Ïîêàçàíî, ÷òî âûÿâëåíèå á-àêòèíèíîâ â òîé
èëè èíîé ôðàêöèè çàâèñèò îò ñïîñîáà ëèçèñà è îò òîãî, ïðèìåíÿëè ëè ïðåäâàðèòåëüíîå íèçêîòåìïåðà-
òóðíîå çàìîðàæèâàíèå êëåòîê. Èñïîëüçîâàíèå ðàçëè÷íûõ ìåòîäîâ ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ïîçâîëèëî ñäåëàòü
âûâîä î òîì, ÷òî á-àêòèíèí 4 ïðèñóòñòâóåò âî âñåõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ è ñóáúÿäåðíûõ ôðàêöèÿõ, à á-àê-
òèíèí 1 ïîìèìî öèòîïëàçìû ìîæåò âûÿâëÿòüñÿ âî ôðàêöèè ÿäåðíîé ìåìáðàíû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: á-àêòèíèí 1, á-àêòèíèí 4, ñóáêëåòî÷íîå ôðàêöèîíèðîâàíèå.

Àêòèíîâûé öèòîñêåëåò ó÷àñòâóåò â ïîääåðæàíèè êëå-
òî÷íîé ôîðìû, ìèãðàöèè êëåòîê, ýíäî- è ýêçîöèòîçå è
îáåñïå÷èâàåò êîíòàêò êëåòîê ñ ñóáñòðàòîì è ìåæêëåòî÷-
íûå êîíòàêòû (Bershadsky, Vasiliev, 1988; Papakonstanti et
al., 2000). Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîÿâèëèñü ðàáîòû, ïîäòâåð-
æäàþùèå ó÷àñòèå öèòîñêåëåòà â ïåðåäà÷å ñèãíàëîâ ñ ïî-
âåðõíîñòè êëåòîê â ÿäðî è ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ
(Schmidt, Hall, 1998; Fazal et al., 2007).

Ðàçëè÷íûå ôóíêöèè è ïðîñòðàíñòâåííàÿ îðãàíèçàöèÿ
àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà îñóùåñòâëÿþòñÿ ïðè ó÷àñòèè
îïðåäåëåííûõ àêòèíñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ, êîòîðûå íåîá-
õîäèìû äëÿ îáðàçîâàíèÿ ñåòè àêòèíîâûõ ñòðóêòóð. Ýòè
áåëêè âûïîëíÿþò íå òîëüêî ñòðóêòóðíûå ôóíêöèè, íî è
ñïîñîáíû ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè ñèãíàëüíûõ êà-
ñêàäîâ, ïîñêîëüêó îíè ìîãóò âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ñèãíà-
ëüíûìè ìîëåêóëàìè (Bennerah et al., 2003; Batcelor et al.,
2004). Îäíèì èç òàêèõ àêòèíñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ ÿâëÿåò-
ñÿ á-àêòèíèí (Otey, Carpen, 2004). Ê ñåìåéñòâó á-àêòèíè-
íîâ ïðèíàäëåæàò 4 áåëêà ñ ìîë. ìàññîé îêîëî
103—104 êÄà, êîòîðûå îïèñàíû âïåðâûå êàê àêòèíñâÿçû-
âàþùèå áåëêè: äâå èçîôîðìû íåìûøå÷íûå (1 è 4) è äâå
ìûøå÷íûå (2 è 3). á-Àêòèíèíû 1 è 4 èìåþò âûñîêóþ ñòå-
ïåíü ãîìîëîãèè (îêîëî 86 % àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè) (Honda et al., 1998). á-Àêòèíèí ïðèñóòñòâóåò
âî ìíîãèõ ñóáêëåòî÷íûõ êîìïàðòìåíòàõ, âêëþ÷àÿ ìåæ-
êëåòî÷íûå êîíòàêòû è êîíòàêòû êëåòîê ñ ìàòðèêñîì, ëà-
ìåëëîïîäèè è ñòðåññ-ôèáðèëëû. Ïî-âèäèìîìó, èçîôîðìû
á-àêòèíèíîâ âûïîëíÿþò â êëåòêàõ ðàçëè÷íûå ôóíêöèè.
á-Àêòèíèí 1 ýêñïðåññèðóåòñÿ âî ìíîãèõ íåìûøå÷íûõ
êëåòêàõ â áîëüøåì êîëè÷åñòâå ïî ñðàâíåíèþ ñ á -àêòèíè-
íîì 4. Îäíîé èç îòëè÷èòåëüíûõ îñîáåííîñòåé á-àêòèíè-
íà 4 ÿâëÿåòñÿ åãî ñïîñîáíîñòü òðàíñëîöèðîâàòüñÿ â ÿäðî è
âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ôàêòîðàìè òðàíñêðèïöèè (Poch et
al., 2004; Coffart et al., 2006).

Â íàøèõ ðàáîòàõ áûëè ïîëó÷åíû äàííûå, ïîçâîëÿþ-
ùèå ïðåäïîëîæèòü, ÷òî á-àêòèíèí 4 ìîæåò ïðèíèìàòü
ó÷àñòèå â ïðîöåññå òðàíñëîêàöèè òðàíñêðèïöèîííîãî
ôàêòîðà NF-kÂ è, âîçìîæíî, åãî àêòèâàöèè. Òàê, á-àê-
òèíèí 4 â îòëè÷èå îò á-àêòèíèíà 1 îáíàðóæèâàëñÿ â èì-
ìóíîïðåöèïèòàòàõ, îñàæäàþùèõñÿ àíòèòåëàìè ê ñóáú-
åäèíèöå ð65 ôàêòîðà NF-kÂ â öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
è ÿäåðíûõ êîìïëåêñàõ. Êîëîêàëèçàöèÿ RelA/p65 è á-àê-
òèíèíîâ 1 è 4, à òàêæå ðàçëè÷èÿ â ðàñïðåäåëåíèè á-àê-
òèíèíà 1 è á-àêòèíèíà 4 â êëåòêàõ À431 áûëè âûÿâ-
ëåíû èììóíîôëóîðåñöåíòíûì ìåòîäîì (Babakov et al.,
2008).

Ïîìèìî îáùèõ îáëàñòåé ëîêàëèçàöèè äëÿ îáåèõ èçî-
ôîðì á-àêòèíèíà âäîëü ñòðåññ-ôèáðèëë ñóùåñòâóþò ñïå-
öèôè÷åñêèå çîíû äëÿ êàæäîé èçîôîðìû: äëÿ á-àêòèíè-
íà 4 — ÿäðî è êîíöû ñòðåññ-ôèáðèëë â îáëàñòè ôîêàëü-
íûõ êîíòàêòîâ, äëÿ á-àêòèíèíà 1 — ïåðèíóêëåàðíàÿ
îáëàñòü (Bolshakova et al., 2007).

Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç âûÿâèë â öèòîïëàçìàòè÷åñêîé
ôðàêöèè ïîìèìî ïîëíîðàçìåðíûõ á-àêòèíèíîâ 1 è
4 ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 100 êÄà ôðàãìåíòû ñ ìîë. ìàññîé
îêîëî 75 êÄà. á-Àêòèíèí 1 â áîëüøèíñòâå ýêñïåðèìåíòîâ
íå îáíàðóæèâàëñÿ â ÿäðå (Bolshakova et al., 2007; Babakov
et al., 2008), õîòÿ â îòäåëüíûõ ñëó÷àÿõ îí âûÿâëÿëñÿ â
ÿäåðíûõ ôðàêöèÿõ. Ìû îòíîñèëè ýòè ðåçóëüòàòû ê çàãðÿç-
íåíèþ ÿäåðíîé ôðàêöèè áåëêàìè öèòîïëàçìû, ïîñêîëüêó
ýòè áåëêè ïðèíàäëåæàò ê áåëêàì öèòîñêåëåòà — òîé ñóá-
êëåòî÷íîé ôðàêöèè, êîòîðàÿ ìîæåò áûòü âûäåëåíà âìåñòå
ñ ÿäåðíûìè áåëêàìè. Îäíàêî íåîäíîêðàòíî âîñïðîèçâî-
äèìûå ðåçóëüòàòû èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà, äå-
ìîíñòðèðóþùåãî ëîêàëèçàöèþ á-àêòèíèíà 1 â îêîëîÿäåð-
íîé îáëàñòè, ïîêàçàëè íåîáõîäèìîñòü ïðîâåäåíèÿ äîïîë-
íèòåëüíûõ èññëåäîâàíèé ïî îïðåäåëåíèþ ïîëîæåíèÿ
èçîôîðì á-àêòèíèíà è åãî ôðàãìåíòîâ â êëåòêå.
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Áèîõèìè÷åñêèå äàííûå, ïðèâåäåííûå âûøå, ïîëó÷å-
íû ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà, â êîòîðîì êëåòêè áûëè
ïðåäâàðèòåëüíî çàìîðîæåíû.

Â ëèòåðàòóðå îïèñàíî íåñêîëüêî ïîäõîäîâ ê ïîëó÷å-
íèþ êëåòî÷íûõ ôðàêöèé, è íåêîòîðûå èç íèõ ïðåäïîëàãà-
þò ïðèìåíåíèå ïðåäâàðèòåëüíîãî íèçêîòåìïåðàòóðíîãî
(–80 °Ñ) çàìîðàæèâàíèÿ êëåòîê (Ïåòóõîâà è äð., 2005),
äëÿ òîãî ÷òîáû èçáåæàòü ïåðåìåùåíèÿ ìîëåêóë ìåæäó
ñóáêëåòî÷íûìè ôðàêöèÿìè â ïðîöåññå âûäåëåíèÿ. Îäíà-
êî ñóùåñòâóåò ðÿä ìåòîäîâ, êîòîðûå íå ïðåäïîëàãàþò
ïðåäâàðèòåëüíîãî çàìîðàæèâàíèÿ, èñïîëüçóþòñÿ òàêæå
ðàçíûå ñïîñîáû äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÿäåðíîé è öèòîïëàçìàòè-
÷åñêîé ôðàêöèé. Ïîýòîìó áûëî íåîáõîäèìî âûÿñíèòü,
âëèÿåò ëè çàìîðàæèâàíèå, à òàêæå ñïîñîá ñóáêëåòî÷íîãî
ôðàêöèîíèðîâàíèÿ è ñîñòàâ ëèçèðóþùåãî áóôåðà íà ðå-
çóëüòàòû âûÿâëåíèÿ àíàëèçèðóåìûõ áåëêîâ â òîé èëè
èíîé ôðàêöèè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâåäåíî ôðàêöèîíèðîâàíèå
êëåòîê íåñêîëüêèìè ñïîñîáàìè, â òîì ÷èñëå ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ñîîòâåòñòâóþùåãî êîììåð÷åñêîãî íàáîðà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è ý ï è ä å ð ì î è ä í î é ê à ð ö è í î ì û ë è í è è
À 4 3 1 áûëè ïîëó÷åíû èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷-
íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ. Êëåòêè êóëüòè-
âèðîâàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ ñ äîáàâëåíèåì 10 % ñûâîðîòêè
ýìáðèîíîâ êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà ïðè 37 °Ñ â àòìîñôå-
ðå 5 % ÑÎ2. Êëåòêè ñíèìàëè ñìåñüþ 0.25%-íîãî òðèïñèíà
è 0.02%-íîãî ÝÄÒÀ. Ñóñïåíçèþ êëåòîê â ñðåäå ÄÌÅÌ
(1.25 · 106 êë./ìë) íàíîñèëè íà ãèäðîôîáíûå ÷àøêè Ïåòðè
(90 ìì) èëè (100 ìêë ïðè êîíöåíòðàöèè 1 · 105—2 ·
105 êë./ìë) íà ñèëèêîíèçèðîâàííûå ïîêðîâíûå ñòåêëà, ïî-
êðûòûå ôèáðîíåêòèíîì â êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë, è èí-
êóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2. Êëåòêè
ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì PBS è ëèáî çàìîðàæèâàëè ïðè
–80 °Ñ, ëèáî ïîäâåðãàëè ëèçèñó, íå çàìîðàæèâàÿ.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è ÿ. Êëåòêè, ïîñàæåííûå íà
ïîêðîâíûå ñòåêëà, ôèêñèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí
3.7%-íûì ðàñòâîðîì ïàðàôîðìàëüäåãèäà íà PBS, à çàòåì
ïåðìåàáèëèçèðîâàëè 0.1%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà Õ-100
15 ìèí ñ ïîñëåäóþùåé 4-êðàòíîé ïðîìûâêîé PBS. Ïðåïà-
ðàòû èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâûìè è âòîðûìè àíòèòåëàìè
(40 ìèí) ñ òðåõêðàòíîé ïðîìûâêîé PBS ïîñëå êàæäîé èí-
êóáàöèè. Çàòåì êëåòêè îáðàáàòûâàëè ðîäàìèí-ôàëëîèäè-
íîì (Molecular Probes, ÑØÀ) äëÿ âûÿâëåíèÿ àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà. Îêðàñêó ÿäåð ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ Topro-3
(Molecular Probes, ÑØÀ).

Ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî
ìèêðîñêîïà Leica TCS SL. Äëÿ âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåí-
öèè èñïîëüçîâàëè àðãîíîâûé ëàçåð ñ äëèíîé âîëíû
488 íì äëÿ âòîðûõ àíòèòåë Alexa 488 è HeNe-ëàçåð ñ äëè-
íîé âîëíû 543 íì äëÿ ðîäàìèí-ôàëëîèäèíà è HeNe-ëàçåð
ñ äëèíîé âîëíû 633 íì äëÿ Topro-3. Öåëîñòíîñòü ÿäåð ïî-
ñëå ëèçèñà êëåòîê îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Axi-
oscope ïîñëå îêðàñêè DAPI (1 ìã/ìë â ðàçâåäåíèè
1 : 5000; Sigma, ÑØÀ), èñïîëüçóÿ îáúåêòèâ 100�.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå àíòèòåëà: ïîëè-
êëîíàëüíûå àíòèòåëà ê N-òåðìèíàëüíîìó ïîëèïåïòèäó
á-àêòèíèíà 4 â ðàçâåäåíèÿõ 1 : 300 äëÿ èììóíîôëóîðåñ-
öåíöèè è 1 : 1000 äëÿ èììóíîáëîòèíãà (ImmunoGlobe,
Ãåðìàíèÿ); ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê á-àêòèíèíó 1 â
ðàçâåäåíèÿõ 1 : 300 äëÿ èììóíîôëóîðåñöåíöèè è 1 : 1000
äëÿ èììóíîáëîòèíãà (Sigma, ÑØÀ). Äëÿ âèçóàëèçàöèè

ÿäåð èñïîëüçîâàëè Topro-3 â ðàçâåäåíèè 1 : 1000 (Molecu-
lar Probes, ÑØÀ), äëÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà — ðîäà-
ìèí-ôàëëîèäèí (Molecular Probes, ÑØÀ). Äëÿ èììóíî-
ôëóîðåñöåíöèè èñïîëüçîâàëè âòîðè÷íûå àíòèòåëà Ale-
xaFluor 488, äëÿ èììóíîáëîòèíãà — àíòèêðîëè÷üè è àí-
òèìûøèíûå àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé
õðåíà (Dako, Äàíèÿ).

Ñ ï î ñ î á 1. Ï î ë ó ÷ å í è å ô ð à ê ö è é è ç ï ð å ä â à ð è -
ò å ë ü í î ç à ì î ð î æ å í í û õ ê ë å ò î ê. Çàìîðîæåííûå
êëåòêè íà ÷àøêàõ ëèçèðîâàëè â á ó ô å ð å 1, ñîäåðæàùåì
0.32 Ì ñàõàðîçû. 2 ìÌ MgCl2, 0.1 ìÌ ÝÄÒÀ, 0.1 % Òðè-
òîíà Õ-100, 10 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 8.0, 1 ìÌ ÄÒÒ, 0.1 ìÌ
PMSF è êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç (Roche, Ãåðìà-
íèÿ). Êëåòêè ñíèìàëè ñêðýïåðîì è ãîìîãåíèçèðîâàëè,
ïðîïóñêàÿ ïîñëåäîâàòåëüíî ÷åðåç èãëû 21G (15 ðàç) è 27G
(3 ðàçà). ßäðà îñàæäàëè ïðè 2000 g â òå÷åíèå 10 ìèí.
Íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü, ñîäåðæàùóþ öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêóþ ôðàêöèþ, çàìîðàæèâàëè ïðè –80 °Ñ. ßäðà î÷èùàëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì â 0.5 Ì ñàõàðîçå 10 ìèí ïðè
10 000 îá/ìèí (Ìàðçëàâ, Õóàí, 1987). ßäåðíûå ôðàêöèè,
ñîäåðæàùèå òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû (ôðàêöèÿ 0.4 Ì
NaCl), ýêñòðàãèðîâàëè ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 40 ìèí áóôå-
ðîì, ñîäåðæàùèì 400 ìÌ NaCl, 20 ìÌ HEPES, pH 7.9,
25 % ãëèöåðèíà, 1.5 ìÌ MgCl2, 0.4 ìÌ ÝÄÒÀ, 0.4 ìÌ
PMSF, 1 ìÌ ÄÒÒ è 2 ìÌ Na3VO4, è öåíòðèôóãèðîâàëè
ïðè 12 000 g â òå÷åíèå 30 ìèí. Îñàäîê ñîäåðæàë áåëêè,
óñëîâíî íàçâàííûå «ïðî÷íî ñâÿçàííûå ñ õðîìàòèíîì».
Êîíöåíòðàöèþ áåëêîâ â ÿäåðíûõ è öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
ýêñòðàêòàõ îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó Áðåäôîðä (Bredford,
1976). Âûäåëåííûå áåëêè õðàíèëè ïðè –80 °Ñ.

Ñ ï î ñ î á 2. Ï î ë ó ÷ å í è å ô ð à ê ö è é è ç ê ë å ò î ê
á å ç ï ð å ä â à ð è ò å ë ü í î ã î ç à ì î ð à æ è â à í è ÿ. Êëåòêè
ëèçèðîâàëè â á ó ô å ð å 3, ñîäåðæàùåì 0.32 Ì ñàõàðîçû,
2 ìÌ MgCl2, 0.1 ìÌ ÝÄÒÀ, 0.05 % Òðèòîíà Õ-100, 10 ìÌ
Òðèñ-HCl, pH 8.0, 1 ìÌ ÄÒÒ, 0.1 ìÌ PMSF è êîêòåéëü
èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç (Roche, Ãåðìàíèÿ). Á ó ô å ð 3 îòëè-
÷àåòñÿ îò á ó ô å ð à 1 òîëüêî ñîäåðæàíèåì Òðèòîíà Õ-100.
Äàëüíåéøåå âûäåëåíèå — ñì. ñ ï î ñ î á 1 (Ìàðçëàâ,
Õóàí, 1987).

Ñ ï î ñ î á 3. ß ä å ð í î å ô ð à ê ö è î í è ð î â à í è å ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì á ó ô å ð à 4 äëÿ ëèçèñà êëåòîê (Dwyer, Blo-
bel, 1976). Áóôåð ñîäåðæàë 250 ìÌ ñàõàðîçû, 1 ìÌ MgCl,
2 ìÌ ÝÄÒÀ, 25 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.2, 1 ìÌ ÄÒÒ, 1 ìÌ
PMSF, 1 ìÌ Na3VO4 è êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç
(Roche, Ãåðìàíèÿ) (Blobel, Potter, 1966; Áàáàêîâ è äð.,
2004). Ãîìîãåíèçàöèþ êëåòîê ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ èãë
21G (15 ðàç) è 27G (3 ðàçà). ßäðà îñàæäàëè ïðè 2000 g â
òå÷åíèå 10 ìèí è î÷èùàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì â 0.5 Ì
ñàõàðîçå â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 10 000 îá/ìèí. Îñàäîê ðå-
ñóñïåíäèðîâàëè â 0.1 ìÌ MgCl2 ñ ïîñëåäóþùèì äîáàâ-
ëåíèåì ÄÍÊàçû I (1 ìã/ìë), 10 % ñàõàðîçû, 10 ìÌ òðèýòà-
íîëàìèíà, ðÍ 8.5, è 0.1 ìÌ MgCl2 è èíêóáèðîâàëè 20 ìèí
ïðè 22 °Ñ. Öåíòðèôóãèðîâàëè â 30%-íîé ñàõàðîçå 10 ìèí
ïðè 18 000 g è 4 °Ñ. Íàäîñàäî÷íàÿ æèäêîñòü ñîäåðæàëà
áåëêè íóêëåîïëàçìû (D1S). Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â
áóôåðå, ñîäåðæàùåì 10 % ñàõàðîçû, 10 ìÌ òðèýòàíîëà-
ìèíà, ðÍ 7.5, 0.1 ìÌ MgCl2 è ÄÍÊàçó I (1 ìã/ìë), è èíêó-
áèðîâàëè 20 ìèí ïðè 22 °Ñ. Öåíòðèôóãèðîâàëè â
30%-íîé ñàõàðîçå 10 ìèí ïðè 18 000 g è 4 °Ñ. Îñàäîê çà-
òåì ðåñóñïåíäèðîâàëè â ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 10 % ñàõà-
ðîçû, 10 ìÌ òðèýòàíîëàìèíà, ðÍ 7.5, 0.1 ìÌ MgCl2 è 2 %
Òðèòîíà Õ-100, èíêóáèðîâàëè 10 ìèí ïðè 4 °Ñ è öåíòðè-
ôóãèðîâàëè 10 ìèí ïðè 18 000 g è 4 °Ñ. Íàäîñàäî÷íàÿ
æèäêîñòü ñîäåðæàëà Òðèòîí-ðàñòâîðèìûå áåëêè ÿäåðíîé
îáîëî÷êè (D2TS). Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè áóôåðîì, ñî-
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äåðæàùèì 10 % ñàõàðîçû, 10 ìÌ òðèýòàíîëàìèíà, ðÍ 7.5,
0.1 ìÌ MgCl2 è 2 % Òðèòîíà Õ-100, äàëåå äîáàâëÿëè 2 Ì
NaCl, 100 ìÌ òðèýòàíîëàìèíà, ðÍ 7.5. Ïîñëå 10-ìèíóò-
íîé èíêóáàöèè ñìåñü öåíòðèôóãèðîâàëè 10 ìèí ïðè
18 000 g è 4 °Ñ. Íàäîñàäî÷íàÿ æèäêîñòü ñîäåðæàëà áåëêè,
ýêñòðàãèðóåìûå âûñîêèìè êîíöåíòðàöèÿìè ñîëåé (D2TSs),
à îñàäîê — áåëêè êîìïëåêñà ÿäåðíîé ëàìèíû (D2TSp).

Ñ ï î ñ î á 4. Ä ë ÿ ô ð à ê ö è î í è ð î â à í è ÿ ñ ï î-
ì î ù ü þ ê î ì ì å ð ÷ å ñ ê î ã î í à á î ð à (Qiagen, Ãåðìàíèÿ)
ñ ïîëó÷åíèåì ôðàêöèé íåñâÿçàííûõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
áåëêîâ, ìåìáðàííûõ áåëêîâ, áåëêîâ, ñâÿçàííûõ ñ öèòî-
ñêåëåòîì, è áåëêîâ ÿäåðíîé ëàìèíû èñïîëüçîâàëè ïðîòî-
êîë ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ.

È ì ì ó í î á ë î ò è í ã á å ë ê î â û õ ý ê ñ ò ð à ê ò î â ê ë å-
ò î ê (Towbin et al., 1979). Áåëêè ðàçäåëÿëè â ïîëèàêðèëà-
ìèäíîì ãåëå â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ â ïðèñóòñòâèè
SDS â Òðèñ-ãëèöèíîâîì áóôåðå, ðÍ 8.3, ïðè 100 Â (Laem-
mli, 1970). Ïîñëå ðàçäåëåíèÿ áåëêè ïåðåíîñèëè íà ìåìá-
ðàíó PVDF â Òðèñ-ãëèöèíîâîì áóôåðå, ñîäåðæàùåì 20 %
ìåòàíîëà è 0.1 % SDS, ñ ïîìîùüþ óñòàíîâêè äëÿ ïåðåíî-
ñà (BioRad, ÑØÀ) (Trans-blot SD Semy-dry transfer cell).
Ïîñëå ïåðåíîñà ìåìáðàíó ïðîìûâàëè 20 ìèí ðàñòâîðîì
TBS-T (20 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.5, 100 ìÌ NaCl è 0.1 %
Tween 20) ñ ïîñëåäóþùèì áëîêèðîâàíèåì 5%-íûì îáåç-
æèðåííûì ñóõèì ìîëîêîì, ðàçâåäåííûì íà TBS-T. Äëÿ
óñèëåíèÿ ñèãíàëà íà èììóíîáëîòèíãå èñïîëüçîâàëè ñèñ-
òåìó õåìèëþìèíåñöåíöèè ECL ñ èñïîëüçîâàíèåì ñóáñò-
ðàòîâ ëþìèíîëà (1.25 ìÌ) è ïàðàêóìàðîâîé êèñëîòû
(0.2 ìÌ), 0.01 % H2O2 â 150 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 8.8. Õåìè-
ëþìèíåñöåíòíîå èçëó÷åíèå ðåãèñòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ðåíòãåíîâñêîé ïëåíêè Kodak X-Omat K Film.

Ðåçóëüòàòû

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û é à í à ë è ç ð à ñ ï ð å ä å-
ë å í è ÿ è ç î ô î ð ì á-à ê ò è í è í à. Ðàíåå â íàøèõ ðàáîòàõ
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî á-àêòèíèí 4 ëîêàëèçóåòñÿ âäîëü

ñòðåññ-ôèáðèëë, ìîæåò ðàñïðåäåëÿòüñÿ â ÿäðå è äèôôóç-
íî ïî âñåé êëåòêå. á-Àêòèíèí 1, òàê æå êàê á-àêòèíèí 4,
êîëîêàëèçóåòñÿ ñî ñòðåññ-ôèáðèëëàìè, îáíàðóæèâàåòñÿ
äèôôóçíî ðàñïðåäåëåííûì ïî êëåòêå, íî â îòëè÷èå îò
á-àêòèíèíà 4 èìååò îáëàñòè ëîêàëèçàöèè â ïåðèíóêëåàð-
íîé îáëàñòè, íî íå â ÿäðå. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå äëÿ óòî÷-
íåíèÿ ëîêàëèçàöèè á-àêòèíèíîâ â ÿäðå è â îáëàñòè ÿäðà
áûëî ïðîâåäåíî òðîéíîå îêðàøèâàíèå ôèêñèðîâàííûõ
êëåòîê: íà àêòèí — ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì (êðàñíûé), íà
á-àêòèíèíû — Alexa 488 (çåëåíûé), íà ÿäðà — Topro-3
(óñëîâíûé öâåò ñèíèé) (ðèñ. 1). Áûëà ïîäòâåðæäåíà ëîêà-
ëèçàöèÿ á-àêòèíèíà 4 â ÿäðå è á-àêòèíèíà 1 â îêîëîÿäåð-
íîé îáëàñòè.

Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå ðåçóëüòàòû èììóíîôëóîðåñ-
öåíòíîãî àíàëèçà, ðåøèëè èñïîëüçîâàòü áèîõèìè÷åñêèå
ìåòîäû äëÿ âûÿâëåíèÿ äàííûõ áåëêîâ â ñóáêëåòî÷íûõ
ôðàêöèÿõ. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçîâàëè ðàçíûå ìåòîäû ôðàê-
öèîíèðîâàíèÿ.

Î ö å í ê à ö å ë î ñ ò í î ñ ò è ÿ ä å ð ï î ñ ë å ê ë å ò î ÷ í î -
ã î ë è ç è ñ à. Â èñïîëüçóåìûõ íàìè ìåòîäàõ ñóáêëåòî÷íî-
ãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ïåðâûì ýòàïîì ÿâëÿåòñÿ ïîëó÷åíèå
ÿäåðíîé è öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ôðàêöèé, ïîýòîìó âàæíî
áûëî óáåäèòüñÿ â òîì, ÷òî, ñ îäíîé ñòîðîíû, äåéñòâèòåëü-
íî ïðîèñõîäèò ïîëíûé ëèçèñ êëåòîê, à ñ äðóãîé ñòîðîíû,
÷òî ÿäðî êëåòîê â ïðîöåññå ëèçèñà íå ðàçðóøàåòñÿ. Â êàæ-
äîì ýêñïåðèìåíòå êîíòðîëèðîâàëè ñòåïåíü ëèçèñà êëåòîê
è öåëîñòíîñòü ÿäåð ïîñëå îêðàøèâàíèÿ DAPI è ñ ïî-
ìîùüþ ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè.

Áûëî èññëåäîâàíî âëèÿíèå ñîñòàâà òðåõ áóôåðíûõ
ðàñòâîðîâ äëÿ ëèçèñà êëåòîê â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðîâ
ïðîòåàç: 1) ñàõàðîçíûé áóôåð, ñîäåðæàùèé 0.1 % Òðèòîíà
Õ-100; 2) ñàõàðîçíûé áóôåð, íå ñîäåðæàùèé Òðèòîíà
Õ-100; 3) ñàõàðîçíûé áóôåð, ñîäåðæàùèé 0.05 % Òðèòîíà
Õ-100. Ïðè èñïîëüçîâàíèè áóôåðà 1 (0.1 % Òðèòîíà
Õ-100) äëÿ ëèçèñà ïðåäâàðèòåëüíî çàìîðîæåííûõ êëåòîê
íàáëþäàëè ðàçðóøåíèå êëåòîê ïðè ñîõðàíåíèè öåëîñòíî-
ñòè ÿäåð. Ïðè èñïîëüçîâàíèè áóôåðà 2 (áåç Òðèòîíà
Õ-100) äëÿ ïðåäâàðèòåëüíî çàìîðîæåííûõ êëåòîê áîëåå

124 À. Â. Áîëüøàêîâà, Î. À. Ïåòóõîâà è äð.

Ðèñ. 1. Ëîêàëèçàöèÿ á-àêòèíèíà 1 è á-àêòèíèíà 4 â êëåòêàõ À431, ðàñïëàñòàííûõ íà ôèáðîíåêòèíå â òå÷åíèå 1 ÷.

Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç. Êëåòêè ñíèìàëè ñìåñüþ òðèïñèíà è âåðñåíà (3 : 7), ïðîìûâàëè ÄÌÅÌ 2 ðàçà è çàòåì íàíîñèëè íà ñòåêëà, ïîêðûòûå
ôèáðîíåêòèíîì. Ïîñëå ôèêñàöèè è ïåðìåàáèëèçàöèè êëåòêè îêðàøèâàëè ñ ïîìîùüþ ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê á-àêòèíèíó 4 ñ ïîñëåäóþùåé îêðàñ-
êîé âòîðûìè àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ Alexa 488 (çåëåíûé), èëè ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê á-àêòèíèíó 1 è âòîðûìè àíòèòåëàìè, êîíúþ-

ãèðîâàííûìè ñ Alexa 488 (çåëåíûé). Àêòèí îêðàøèâàëè ñ ïîìîùüþ ðîäàìèí-ôàëëîèäèíà (êðàñíûé), ÿäðà — Topro-3 (ñèíèé). Îá. 64�.



÷åì â 50 % ñëó÷àåâ íå íàáëþäàëè ëèçèñà êëåòîê. Íà ðèñ. 2
ïðèâåäåíû ïðèìåðû íåïîâðåæäåííîãî ÿäðà ïîñëå ëèçèñà
êëåòîê (ðèñ. 2, 1à, 1á), èíòàêòíîé (íåëèçèðîâàííîé) êëåò-
êè (ðèñ. 2, 2á) è ïðèìåð íå òîëüêî ðàçðóøåíèÿ êëåòêè, íî
è ÿäðà (ðèñ. 2, 3à, 3á).

Êîãäà äëÿ ëèçèñà êëåòîê áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî çàìî-
ðàæèâàíèÿ ïðèìåíÿëè áóôåð 1, íàáëþäàëè íå òîëüêî ïîë-
íûé ëèçèñ êëåòîê, íî è ðàçðóøåíèå ÿäåð (ðèñ. 2, 3à, 3á).
Ïîýòîìó èñïîëüçîâàëè áóôåð 2 è áóôåð 3. Â ýòèõ ñëó÷àÿõ
ìû äîáèëèñü òîãî, ÷òî ïðîèñõîäèë ëèçèñ êëåòîê ïðè ñî-
õðàíåíèè öåëîñòíîñòè ÿäåð (ðèñ. 2, 1à, 1á). Â äàëüíåéøèõ
ýêñïåðèìåíòàõ ìû îñòàíîâèëèñü íà áóôåðå 3 äëÿ ëèçèñà
êëåòîê áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî çàìîðàæèâàíèÿ, ÷òîáû êàê
ìîæíî ìåíüøå èçìåíèòü ñîñòàâ áóôåðà.

Òàêèì îáðàçîì, ïðåäâàðèòåëüíî çàìîðîæåííûå êëåò-
êè ëèçèðîâàëè áóôåðîì, ñîäåðæàùèì 0.1 % Òðèòîíà, à
êëåòêè áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî çàìîðàæèâàíèÿ ëèçèðîâàëè
áóôåðîì, ñîäåðæàùèì 0.05 % Òðèòîíà Õ-100, äëÿ òîãî
÷òîáû öåëîñòíîñòü ÿäåð ñîõðàíÿëàñü, à êëåòêè ïðè ýòîì
ðàçðóøàëèñü.

Ïîñêîëüêó äëÿ ëèçèñà ïðåäâàðèòåëüíî çàìîðîæåííûõ
êëåòîê è êëåòîê áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî çàìîðàæèâàíèÿ èñ-
ïîëüçîâàëè ðàçíûå óñëîâèÿ, íåîáõîäèìî áûëî âûÿñíèòü,
ìîæíî ëè ïîëó÷èòü èäåíòè÷íûå ðåçóëüòàòû ïðè âûÿâëå-
íèè èçîôîðì á-àêòèíèíà â ðàçíûõ ôðàêöèÿõ ïðè èñïîëü-
çîâàíèè ðàçíûõ ïîäõîäîâ ñóáêëåòî÷íîãî ôðàêöèîíèðîâà-
íèÿ.

Íà ïåðâîì ýòàïå àíàëèçèðîâàëè öèòîïëàçìàòè÷åñêóþ
è äâå ÿäåðíûõ ôðàêöèè, èññëåäîâàëè ÿäåðíóþ ôðàêöèþ
0.4 Ì NaCl, îáîãàùåííóþ òðàíñêðèïöèîííûìè ôàêòîðà-
ìè, è ÿäåðíóþ ôðàêöèþ áåëêîâ, ïðî÷íî ñâÿçàííûõ ñ õðî-
ìàòèíîì, äëÿ òîãî ÷òîáû ïðîâåðèòü ïðåäïîëîæåíèå î
âëèÿíèè ìåòîäà ôðàêöèîíèðîâàíèÿ íà âûÿâëåíèå á-àêòè-
íèíîâ â ñóáêëåòî÷íûõ ôðàêöèÿõ. Ïîñêîëüêó îäèí èç ìå-
òîäîâ ïðåäïîëàãàåò ïðåäâàðèòåëüíîå çàìîðàæèâàíèå êëå-
òîê, áûëî íåîáõîäèìî ïðîàíàëèçèðîâàòü âëèÿíèå çàìîðà-
æèâàíèÿ íà ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû.

È ç î ô î ð ì û á-à ê ò è í è í à è ç ï ð å ä â à ð è ò å ë ü í î
ç à ì î ð î æ å í í û õ ê ë å ò î ê è ê ë å ò î ê á å ç ï ð å ä â à ð è -
ò å ë ü í î ã î ç à ì î ð à æ è â à í è ÿ. Àíàëèç öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêîé ôðàêöèè ïîêàçàë, ÷òî ñîñòàâ á-àêòèíèíîâ â íåé íå

çàâèñåë îò ïðîöåäóðû ïðåäâàðèòåëüíîãî çàìîðàæèâàíèÿ è
ñîäåðæàíèÿ Òðèòîíà Õ-100 (0.1 % èëè 0.05 %) â ëèçèðóþ-
ùåì áóôåðå. Ïîëíîðàçìåðíûå á-àêòèíèíû 1 è 4 è èõ
ôðàãìåíòû ñ ìîë. ìàññîé ~75 êÄà âûÿâëÿëèñü â öèòîïëàç-
ìå êàê ïðåäâàðèòåëüíî çàìîðîæåííûõ, òàê è íåçàìîðî-
æåííûõ êëåòîê (ðèñ. 3, à).

Â îòëè÷èå îò öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ôðàêöèè ðåçóëüòà-
òû îáíàðóæåíèÿ á -àêòèíèíîâ â ÿäåðíûõ ôðàêöèÿõ áûëè
íåîäèíàêîâû â ïðåäâàðèòåëüíî çàìîðîæåííûõ êëåòêàõ è
â êëåòêàõ áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî çàìîðàæèâàíèÿ.

Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ÿäåðíîé ôðàêöèè, ýêñòðàãèðóå-
ìûé 0.4 Ì NaCl, è ôðàêöèè áåëêîâ, ïðî÷íî ñâÿçàííûõ ñ
õðîìàòèíîì, ïðè ôðàêöèîíèðîâàíèè ïðåäâàðèòåëüíî çà-
ìîðîæåííûõ êëåòîê, ëèçèðîâàííûõ áóôåðîì 1 (0.1 %
Òðèòîíà Õ-100), íå îáíàðóæèë á-àêòèíèíà 1 íè â îäíîé èç
ÿäåðíûõ ôðàêöèé (ðèñ. 3, á, â), òîãäà êàê ôðàêöèîíèðîâà-
íèå êëåòîê áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî çàìîðàæèâàíèÿ, ëèçèðî-
âàííûõ áóôåðîì 3 (0.05 % Òðèòîíà Õ-100), ïîêàçàëî, ÷òî
á-àêòèíèí 1 âûÿâëÿëñÿ â îáåèõ îïèñàííûõ âûøå ÿäåðíûõ
ôðàêöèÿõ, â êîòîðûõ îí áûë ïðåäñòàâëåí ïðåèìóùåñòâåí-
íî ôðàãìåíòîì ~65 êÄà, à âî ôðàêöèè áåëêîâ, ïðî÷íî ñâÿ-
çàííûõ ñ õðîìàòèíîì, åùå è ôðàãìåíòîì ~37 êÄà. Ïîëíî-
ðàçìåðíûé á-àêòèíèí 1 â ýòîì ñëó÷àå â ÿäðå áûë ïðåä-
ñòàâëåí â íåçíà÷èòåëüíûõ êîëè÷åñòâàõ (ðèñ. 3, á, â).

Â ïðåäâàðèòåëüíî çàìîðîæåííûõ êëåòêàõ âî ôðàêöèè
áåëêîâ, ïðî÷íî ñâÿçàííûõ ñ õðîìàòèíîì, ïîìèìî ïîëíî-
ðàçìåðíîãî á-àêòèíèíà 4 îáíàðóæèâàëñÿ ôðàãìåíò
~65 êÄà (ðèñ. 3, â). Â ÿäåðíîé ôðàêöèè, ýêñòðàãèðóåìîé
0.4 Ì NaCl, îáîãàùåííîé ôàêòîðàìè òðàíñêðèïöèè, á-àê-
òèíèí 4 âûÿâëÿëñÿ â íåçíà÷èòåëüíûõ êîëè÷åñòâàõ (ðèñ. 3,
á). Â îòëè÷èå îò ïðåäâàðèòåëüíî çàìîðîæåííûõ êëåòîê â
ñëó÷àå ëèçèñà êëåòîê áåç èõ ïðåäâàðèòåëüíîãî çàìîðàæè-
âàíèÿ â ÿäåðíîé ôðàêöèè, ýêñòðàãèðóåìîé 0.4 Ì NaCl,
á-àêòèíèí 4 âûÿâëÿëñÿ â çíà÷èòåëüíûõ êîëè÷åñòâàõ êàê â
ïîëíîðàçìåðíîì âèäå, òàê è ôðàãìåíòîì ~65 êÄà. Êðîìå
òîãî, âî ôðàêöèè ïðî÷íî ñâÿçàííûõ ñ õðîìàòèíîì áåëêîâ
ïîìèìî ôðàãìåíòà ~65 êÄà âûÿâëÿëñÿ åùå è ôðàãìåíò
~37 êÄà (ðèñ. 3, á, â). Òàêèì îáðàçîì, âûÿâëåíèå á-àêòè-
íèíîâ â ÿäåðíûõ ôðàêöèÿõ çàâèñèò îò ïðèìåíåíèÿ ïðåä-
âàðèòåëüíîãî çàìîðàæèâàíèÿ êëåòîê.

Ä î ï î ë í è ò å ë ü í î å ô ð à ê ö è î í è ð î â à í è å ÿ ä å ð.
Ïîñêîëüêó á-àêòèíèí 4 îáíàðóæèâàëñÿ â ÿäåðíîé ôðàê-
öèè áåëêîâ, êîòîðûå íå ýêñòðàãèðîâàëèñü 0.4 Ì NaCl è,
âåðîÿòíî, èìåëè áîëåå ïðî÷íûå ñâÿçè ñ ÿäåðíûìè ñòðóê-
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Ðèñ. 2. Õàðàêòåðèñòèêà ñòåïåíè ëèçèñà êëåòîê è öåëîñòíîñòè
ÿäåð ïðè èñïîëüçîâàíèè ðàçíûõ ëèçèðóþùèõ áóôåðíûõ ðàñ-

òâîðîâ.

Ïðåäâàðèòåëüíî çàìîðîæåííûå êëåòêè, 0.1 % Òðèòîíà Õ-100 (1à, 1á) èëè
îòñóòñòâèå Òðèòîíà Õ-100 (2à, 2á). Êëåòêè áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî çàìîðà-
æèâàíèÿ, 0.1 % Òðèòîíà Õ-100 (3à, 3á). à — îêðàñêà DAPI. á — ìèêðîôî-
òîãðàôèÿ â ïðîõîäÿùåì ñâåòå; îá. 100�. Ñòðåëêàìè óêàçàíû íåðàçðó-
øåííîå ÿäðî (1à, 1á), íåðàçðóøåííàÿ êëåòêà (2à, 2á) è ðàçðóøåííîå ÿäðî

(3à, 3á).

Ðèñ. 3. á-Àêòèíèí 1 (Àêò1) è á-àêòèíèí 4 (Àêò4) â ñóáêëåòî÷-
íûõ ôðàêöèÿõ: öèòîïëàçìàòè÷åñêîé (à), ÿäåðíîé (á) è ôðàêöèè

áåëêîâ, ïðî÷íî ñâÿçàííûõ ñ õðîìàòèíîì (â).

Âåñòåðí-áëîò ñ àíòèòåëàìè ê á-àêòèíèíàì. Äîðîæêè: 1 — ïðåäâàðèòåëü-
íî çàìîðîæåííûå êëåòêè, 2 — êëåòêè áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî çàìîðàæèâà-

íèÿ. Öèôðû ñëåâà — ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ êÄà.



òóðàìè è õðîìàòèíîì, à á-àêòèíèí 1 âûÿâëÿëñÿ ïðè îä-
íîì èç ñïîñîáîâ ôðàêöèîíèðîâàíèÿ â ÿäðå, áûëà ïðåä-
ïðèíÿòà ïîïûòêà äîïîëíèòåëüíîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ
ÿäåð (Dwyer, Blobel, 1976). Â öèòèðóåìîé ìåòîäèêå î÷è-
ùåííûå ÿäðà ïîäâåðãàëè ýêñòðàêöèè ðàçëè÷íûìè áóôåðà-
ìè, â òîì ÷èñëå ñîäåðæàùèìè Òðèòîí Õ-100. Ïîýòîìó ëè-
çèñ êëåòîê áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî çàìîðàæèâàíèÿ ïðîâî-
äèëè áóôåðîì, íå ñîäåðæàùèì Òðèòîíà Õ-100, ÷òîáû
ïðåäîòâðàòèòü ýêñòðàêöèþ áåëêîâ, ÷óâñòâèòåëüíûõ ê ñî-
äåðæàíèþ Òðèòîíà, òàêèõ êàê ìåìáðàííûå áåëêè. Íàïîì-
íèì, ÷òî â ýòîì ñëó÷àå ïðîèñõîäèë ïîëíûé ëèçèñ êëåòîê
ïðè ñîõðàíåíèè öåëîñòíîñòè ÿäåð.

Âíóòðèÿäåðíûå ôðàêöèè âûäåëÿëè ïóòåì ïîñëåäîâà-
òåëüíûõ ýêñòðàêöèé ðàçëè÷íûìè áóôåðàìè (ñì. ðàçäåë
«Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»): D1S — áåëêè íóêëåîïëàçìû,
D2TS — Òðèòîí-ðàñòâîðèìûå áåëêè ÿäåðíîé îáîëî÷êè,
D2TSs — áåëêè, ýêñòðàãèðóåìûå âûñîêèìè êîíöåíòðàöè-
ÿìè ñîëåé, D2TSp — áåëêè êîìïëåêñà ÿäåðíîé ëàìèíû. Â
ýòîì ñëó÷àå ïîëíîðàçìåðíûé á-àêòèíèí 1 îáíàðóæèâàëñÿ
â äâóõ ÿäåðíûõ ôðàêöèÿõ — ôðàêöèè Òðèòîí-ðàñòâîðè-
ìûõ áåëêîâ ÿäåðíîé îáîëî÷êè è ôðàêöèè áåëêîâ ÿäåðíîé
ëàìèíû — è îòñóòñòâîâàë â áåëêàõ íóêëåîïëàçìû
(ðèñ. 4). Ïîëíîðàçìåðíûé á-àêòèíèí 4 âûÿâëÿëñÿ âî âñåõ
ñóáúÿäåðíûõ ôðàêöèÿõ. Êðîìå òîãî, ïîìèìî ïîëíîðàç-
ìåðíîãî á-àêòèíèíà 4, âî ôðàêöèè íóêëåîïëàçìû è Òðè-
òîí-ðàñòâîðèìûõ áåëêîâ ÿäåðíîé îáîëî÷êè îáíàðóæèâàë-
ñÿ ôðàãìåíò ~75 êÄà (ðèñ. 4). Òàêèì îáðàçîì, è â ýòîì

ñëó÷àå ôðàêöèîíèðîâàíèÿ á-àêòèíèí 1 âûÿâëÿëñÿ â ÿäåð-
íûõ ôðàêöèÿõ, à èìåííî âî ôðàêöèÿõ, ñâÿçàííûõ ñ ÿäåð-
íîé ìåìáðàíîé.

Ñóììèðóÿ âûøåïðèâåäåííûå ðåçóëüòàòû, ìîæíî ñêà-
çàòü, ÷òî á-àêòèíèí 1 ìîæåò îáíàðóæèâàòüñÿ â ÿäåðíûõ
ôðàêöèÿõ ïðè âûäåëåíèè ÿäåð èç êëåòîê áåç ïðåäâàðè-
òåëüíîãî çàìîðàæèâàíèÿ. Ïðè÷åì ïîëíîðàçìåðíûé á-àê-
òèíèí 1 îáíàðóæèâàëñÿ â äâóõ ÿäåðíûõ ôðàêöèÿõ, ñâÿçàí-
íûõ ñ ÿäåðíîé ìåìáðàíîé è áåëêàìè ÿäåðíîé ëàìèíû,
ôðàãìåíò ~65 êÄà — âî ôðàêöèè, ýêñòðàãèðóåìîé 0.4 Ì
NaCl, è âî ôðàêöèè ïðî÷íî ñâÿçàííûõ ñ õðîìàòèíîì áåë-
êîâ, à ôðàãìåíò ~37 êÄà — òîëüêî âî ôðàêöèè ïðî÷íî
ñâÿçàííûõ ñ õðîìàòèíîì áåëêîâ. á-Àêòèíèí 4 âûÿâëÿëñÿ
âî âñåõ ñóáêëåòî÷íûõ ôðàêöèÿõ ïðè ðàçëè÷íûõ ñïîñîáàõ
âûäåëåíèÿ. Ïðîöåññ çàìîðàæèâàíèÿ ñêàçûâàëñÿ íà äîëå
ïîëíîðàçìåðíîãî á-àêòèíèíà 4 âî ôðàêöèè áåëêîâ, ýêñò-
ðàãèðóåìûõ 0.4 Ì NaCl.

Ñ öåëüþ ñðàâíåíèÿ ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ íàìè
ïðè èñïîëüçîâàíèè ðàçíûõ áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ, ñ äàííû-
ìè, ïîëó÷åííûìè ñ ïîìîùüþ ê î ì ì å ð ÷ å ñ ê è õ í à á î -
ð î â, áûëî ïðîâåäåíî ôðàêöèîíèðîâàíèå êëåòîê ñ ïî-
ìîùüþ íàáîðà ôèðìû Qiagen (Ãåðìàíèÿ). Ôðàêöèè ñ â î -
á î ä í û õ á å ë ê î â ö è ò î ï ë à ç ì û, ì å ì á ð à í í û õ á å ë -
ê î â, ÿ ä å ð í û õ á å ë ê î â (â òîì ÷èñëå êîìïëåêñà ëà-
ìèíû) è á å ë ê î â ö è ò î ñ ê å ë å ò à àíàëèçèðîâàëè
Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçîì.

Ñóáêëåòî÷íîå ôðàêöèîíèðîâàíèå ñ ïîìîùüþ êîì-
ìåð÷åñêîãî íàáîðà ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåí-
äàöèÿìè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Êëåòêè íå çàìîðàæèâàëè,
à ñðàçó ÷åðåç 1 ÷ ðàñïëàñòûâàíèÿ íà ôèáðîíåêòèíå íà÷è-
íàëè ïîñëåäîâàòåëüíîå ïîëó÷åíèå ôðàêöèé, îïèñàííûõ
âûøå. Ïîëíîðàçìåðíûé á-àêòèíèí 1 áûë îáíàðóæåí âî
âñåõ ñóáêëåòî÷íûõ ôðàêöèÿõ, â òîì ÷èñëå â ÿäåðíîé.
Ôðàãìåíò ~75 êÄà âûÿâëÿëñÿ â äâóõ ôðàêöèÿõ — ñâîáîä-
íûõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ è ìåìáðàííûõ áåëêîâ (ðèñ. 5). Â
îòëè÷èå îò á-àêòèíèíà 1 êàê ïîëíîðàçìåðíûé á-àêòè-
íèí 4, òàê è åãî ôðàãìåíò ~75 êÄà áûëè îáíàðóæåíû âî
âñåõ ôðàêöèÿõ. Êðîìå òîãî, ôðàãìåíò ~65 êÄà âûÿâëÿëñÿ
âî ôðàêöèè ñâîáîäíûõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàííûõ
è ÿäåðíûõ áåëêîâ. Â ÿäåðíîé ôðàêöèè îáíàðóæèëè òàêæå
ôðàãìåíò ~55 êÄà (ðèñ. 5).

Òàêèì îáðàçîì, ñ èñïîëüçîâàíèåì íåñêîëüêèõ ìåòî-
äîâ ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ïîëíîðàçìåðíûé á-àêòèíèí 1 ìû
îáíàðóæèëè âî ôðàêöèè ÿäåðíûõ áåëêîâ, âêëþ÷àþùèõ â
ñåáÿ ÿäåðíóþ îáîëî÷êó è ÿäåðíóþ ëàìèíó. Êàê ïîëíîðàç-
ìåðíûé á-àêòèíèí 4, òàê è åãî ôðàãìåíòû ìîæíî âûÿâèòü
âî âñåõ ñóáêëåòî÷íûõ è ñóáúÿäåðíûõ ôðàêöèÿõ.

Îáñóæäåíèå

Ðàáîòà ïîñâÿùàåòñÿ âûÿñíåíèþ ðàçëè÷èé â ðàñïðåäå-
ëåíèè èçîôîðì àêòèíèíà â êëåòêàõ ýïèäåðìîèäíîé êàð-
öèíîìû À431. Îñíîâíîé âûâîä ðàáîòû çàêëþ÷àåòñÿ â
òîì, ÷òî âûÿâëåíèå á-àêòèíèíîâ â òîé èëè èíîé ñóáêëå-
òî÷íîé ôðàêöèè çàâèñåëî îò èçìåíåíèÿ òàêèõ ïàðàìåòðîâ
ïðè ïîëó÷åíèè ôðàêöèé, êàê ñîñòàâ ëèçèðóþùåãî áóôåðà
è ïðèìåíåíèå ïðåäâàðèòåëüíîãî çàìîðàæèâàíèÿ. Äèñêóñ-
ñèîííûì âîïðîñîì ÿâëÿåòñÿ îáíàðóæåíèå á-àêòèíèíà 1 â
ÿäðå, ïîñêîëüêó â ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ ëàáîðàòîðèè è â
ëèòåðàòóðå äðóãèìè àâòîðàìè á-àêòèíèí 1 â ÿäðå íå âûÿâ-
ëÿëñÿ (Honda et al., 1998; Áàáàêîâ è äð., 2004).

Ðàáîòà îñíîâàíà íà ðàíåå ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòàõ
èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îáå
èçîôîðìû á-àêòèíèíà â êëåòêàõ, ðàñïëàñòàííûõ íà ôèá-

126 À. Â. Áîëüøàêîâà, Î. À. Ïåòóõîâà è äð.

Ðèñ. 4. á-Àêòèíèí 1 è á-àêòèíèí 4 âî âíóòðèÿäåðíûõ ôðàêöè-
ÿõ: DIS (íóêëåîïëàçìå), D2TS (Òðèòîí-ðàñòâîðèìîé ôðàêöèè
áåëêîâ ÿäåðíîé îáîëî÷êè), D2TSs (ôðàêöèè áåëêîâ, ýêñòðàãè-
ðóåìûõ âûñîêèìè êîíöåíòðàöèÿìè ñîëåé) è D2TSp (ôðàêöèè

áåëêîâ êîìïëåêñà ÿäåðíîé ëàìèíû).

Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ñ àíòèòåëàìè ê á-àêòèíèíàì. Öèôðû ñëåâà — ìàð-
êåðû ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ, êÄà; ñòðåëêîé óêàçàíû ïîëíîðàçìåðíûå á-àê-

òèíèíû.

Ðèñ. 5. á-Àêòèíèí 1 è á-àêòèíèí 4 â ñóáêëåòî÷íûõ ôðàêöèÿõ:
ñâîáîäíîé öèòîïëàçìàòè÷åñêîé (1), ìåìáðàííîé (2), ÿäåðíîé
ôðàêöèè, â òîì ÷èñëå êîìïëåêñà ÿäåðíîé ëàìèíû (3), öèòîñêå-

ëåòíîé (4).

Âåñòåðí-áëîò ñ àíòèòåëàìè ê á-àêòèíèíàì. Ôðàêöèîíèðîâàíèå ïðîâîäè-
ëè ñ ïîìîùüþ êîììåð÷åñêîãî íàáîðà ôèðìû Qiagen (Ãåðìàíèÿ). Öèôðû

ñëåâà — ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ, êÄà.



ðîíåêòèíå, êîëîêàëèçóþòñÿ ñî ñòðåññ-ôèáðèëëàìè, îáíà-
ðóæèâàþòñÿ â ëàìåëëå è äèôôóçíî ðàñïðåäåëÿþòñÿ ïî
öèòîïëàçìå êëåòîê. Îñîáåííîñòüþ á-àêòèíèíà 1 ÿâëÿåòñÿ
åãî ëîêàëèçàöèÿ â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè, à á-àêòèíè-
íà 4 — ëîêàëèçàöèÿ â ÿäðå è áîëåå ïëîòíàÿ íà êîíöàõ
ñòðåññ-ôèáðèëë. Íàøè äàííûå î öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ëî-
êàëèçàöèè îòëè÷àþòñÿ îò äàííûõ äðóãîé ðàáîòû, â êîòî-
ðîé âïåðâûå áûëà îïèñàíà íåìûøå÷íàÿ èçîôîðìà á-àêòè-
íèíà 4 â ôèáðîáëàñòàõ ýíäîìåòðèÿ ìàòêè (Honda et al.,
1998). Â íåé á-àêòèíèí 4 â îòëè÷èå îò á-àêòèíèíà 1 íå îá-
íàðóæèâàëñÿ íà êîíöàõ ñòðåññ-ôèáðèëë â îáëàñòè ôîêàëü-
íîé àäãåçèè. Òàêîå íåñîîòâåòñòâèå ìåæäó äàííûìè ýòîé
ðàáîòû è íàøåé ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ îñîáûì õàðàêòåðîì
ðàñïðåäåëåíèÿ á-àêòèíèíîâ â êëåòêàõ ýïèòåëèàëüíîãî
ðÿäà. Äðóãîé ïðè÷èíîé ìîæåò ñëóæèòü âëèÿíèå àäãåçèè,
ïðèâîäÿùåå ê ïåðåðàñïðåäåëåíèþ àêòèíèíà 4 â îáëàñòè
ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ, ïîñêîëüêó êëåòêè À431, ðàñïëàñ-
òàííûå íà ôèáðîíåêòèíå, õàðàêòåðèçóþòñÿ ïîÿâëåíèåì
ñòðåññ-ôèáðèëë, çàêàí÷èâàþùèõñÿ ôîêàëüíûìè êîíòàê-
òàìè ó áîëüøèíñòâà êëåòîê (Are et al., 2001; Ïåòóõîâà è
äð., 2004).

Ñëîæíîñòü â àíàëèçå ðàñïðåäåëåíèÿ á-àêòèíèíîâ çà-
êëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî îíè ïðèíàäëåæàò ê áåëêàì öèòîñêå-
ëåòà è â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ïðè âûäåëåíèè öèòîñêåëåòíàÿ
ôðàêöèÿ ìîæåò çàãðÿçíÿòü ÿäåðíóþ ôðàêöèþ. Âîïðîñ î
ðàçäåëåíèè öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ áåëêîâ, â òîì ÷èñëå áåë-
êîâ öèòîñêåëåòà, è ÿäåðíûõ áåëêîâ íåîäíîêðàòíî îáñóæ-
äàëñÿ â ëèòåðàòóðå (Fey et al., 1984; Chiang et al., 2000; Pe-
derson, Aebi, 2002; Blessing et al., 2004). Øèðîêî ïðåäñòàâ-
ëåíû ðàáîòû ñ ïðèìåíåíèåì ðàçëè÷íûõ ìåòîäîâ
ñóáêëåòî÷íîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ, ìíîãèå èç êîòîðûõ
îñíîâàíû íà äèôôåðåíöèàëüíîì öåíòðèôóãèðîâàíèè
ëèáî íà ïîñëåäîâàòåëüíîé ýêñòðàêöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ðàçëè÷íûõ äåòåðãåíòîâ (Schütze et al., 1990; Ramsby et al.,
1994; Chiang et al., 2000). Ìû èñïîëüçîâàëè ìåòîäû, ïðè-
ìåíÿåìûå â ïðàêòèêå íàøåé ëàáîðàòîðèè, è ìåòîäû, ïðè-
âåäåííûå â ëèòåðàòóðå. Ìû àíàëèçèðîâàëè âëèÿíèå Òðè-
òîíà Õ-100 â áóôåðå äëÿ ëèçèñà è ïðèìåíåíèå ïðåäâàðè-
òåëüíîãî çàìîðàæèâàíèÿ êëåòîê. Ñàìûé ïåðâûé ýòàï
ôðàêöèîíèðîâàíèÿ, à èìåííî ðàçäåëåíèå öèòîïëàçìû è
ÿäðà, îêàçàëñÿ ÷óâñòâèòåëüíûì ê ïðèñóòñòâèþ 0.1%-íîãî
Òðèòîíà Õ-100 â ñëó÷àå ëèçèñà êëåòîê áåç ïðåäâàðèòåëü-
íîãî çàìîðàæèâàíèÿ, ÷òî ïðèâîäèëî ê ðàçðóøåíèþ ÿäåð.
Ïîýòîìó äëÿ ëèçèñà êëåòîê áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî çàìîðà-
æèâàíèÿ ìû èñïîëüçîâàëè ìåíüøóþ êîíöåíòðàöèþ Òðè-
òîíà Õ-100 (0.05 %).

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç âûÿâëåíèÿ á-àêòèíèíà â ðàç-
ëè÷íûõ óñëîâèÿõ äëÿ ëèçèñà êëåòîê ïîêàçàë, ÷òî êà÷åñò-
âåííûé ñîñòàâ á-àêòèíèíîâ â ñóììàðíîé öèòîïëàçìàòè-
÷åñêîé ôðàêöèè ïðè ýòîì íå èçìåíÿëñÿ è íå çàâèñåë îò
ïðèìåíåíèÿ ïðåäâàðèòåëüíîãî çàìîðàæèâàíèÿ. Áåëêè, óç-
íàâàåìûå àíòèòåëàìè ê á-àêòèíèíàì, ïðåäñòàâëåíû ïîë-
íîðàçìåðíûìè á-àêòèíèíàìè 1 è 4 è ôðàãìåíòàìè
~75 êÄà äëÿ îáåèõ èçîôîðì á-àêòèíèíà. ×òî êàñàåòñÿ
ÿäåðíîé ôðàêöèè, ðåçóëüòàòû âàðüèðîâàëè â çàâèñèìîñòè
îò ìåòîäà ôðàêöèîíèðîâàíèÿ è îïðåäåëÿëèñü òåì, áûëè
èëè íåò êëåòêè ïðåäâàðèòåëüíî çàìîðîæåíû.

Ïðèñóòñòâèå á-àêòèíèíà 4 â ÿäðå ïîêàçàíî âñåìè ïðè-
ìåíÿåìûìè ñïîñîáàìè, ïîäòâåðæäàåò äàííûå, ðàíåå ïî-
ëó÷åííûå â ëàáîðàòîðèè, è äàííûå äðóãèõ àâòîðîâ è íå
âûçûâàåò ñîìíåíèé (Áàáàêîâ è äð., 2004; Poch et al., 2004;
Chakraborty et al., 2006). Îäíàêî ïðåäâàðèòåëüíîå çàìîðà-
æèâàíèå êëåòîê îêàçûâàëî âëèÿíèå íà ðàñïðåäåëåíèå
á-àêòèíèíà 4 âíóòðè ÿäðà, èçìåíÿÿ ñîîòíîøåíèå åãî âî
ôðàêöèÿõ, ðàñòâîðèìûõ â 0.4 Ì NaCl è ïðî÷íî ñâÿçàííûõ

ñ õðîìàòèíîì áåëêîâ, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü åãî ëà-
áèëüíîå ïîëîæåíèå â ÿäðå.

Ñèòóàöèÿ ñ âûÿâëåíèåì á-àêòèíèíà 1 â ÿäðå îêàçàëàñü
áîëåå ñëîæíîé. á-Àêòèíèí 1 íå âûÿâëÿëñÿ â ÿäðå ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî ìåòîäà. Âåñ-
òåðí-áëîò-àíàëèç òàêæå íå îáíàðóæèâàë á-àêòèíèíà 1 â
ÿäðå ïðè ïðîâåäåíèè ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ïðåäâàðèòåëüíî
çàìîðîæåííûõ êëåòîê è èñïîëüçîâàíèè 0.1%-íîãî Òðèòî-
íà Õ-100 â ëèçèðóþùåì áóôåðå. Íî â ñëó÷àå ôðàêöèîíè-
ðîâàíèÿ êëåòîê áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî çàìîðàæèâàíèÿ
ôðàãìåíòû á-àêòèíèíà 1 âûÿâëÿëèñü â ÿäåðíûõ ôðàêöèÿõ.
Áîëåå òîãî, ôðàêöèîíèðîâàíèå ÿäåð, âûäåëåííûõ èç êëå-
òîê áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî çàìîðàæèâàíèÿ, ïîêàçàëî, ÷òî
á-àêòèíèí 1 îáíàðóæèâàëñÿ â Òðèòîí-ðàñòâîðèìîé ôðàê-
öèè ÿäåðíîé îáîëî÷êè è ôðàêöèè êîìïëåêñà ÿäåðíîé ëà-
ìèíû è îòñóòñòâîâàë âî ôðàêöèè íóêëåîïëàçìû è ôðàê-
öèè ñîëåðàñòâîðèìûõ ÿäåðíûõ áåëêîâ. Ýòè äàííûå â ñî-
÷åòàíèè ñ ðåçóëüòàòàìè èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà,
ïîêàçàâøèìè åãî îêîëîÿäåðíóþ ëîêàëèçàöèþ, ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëàãàòü, ÷òî á-àêòèíèí 1 ñâÿçàí ñ ÿäåðíîé îáîëî÷-
êîé è, âîçìîæíî, ëàìèíîé è ÷òî ïðèñóòñòâèå åãî â ÿäðå
ìîæíî îáúÿñíèòü âçàèìîäåéñòâèåì èìåííî ñ ýòèìè êîì-
ïîíåíòàìè ÿäðà. Îñîáåííîñòè ñòðîåíèÿ ÿäåðíîé ìåìáðà-
íû, ïîêàçàííûå äëÿ ìíîãèõ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ, òà-
êèå êàê ãëóáîêèå èíâàãèíàöè, äîñòèãàþùèå öåíòðà ÿäðà,
âî âíóòðèÿäåðíîå ïðîñòðàíñòâî (Fricker et al., 1997), òàê-
æå ìîãóò ïðèâîäèòü ê òîìó, ÷òî ðåçóëüòàòû ïî âûÿâëåíèþ
á-àêòèíèíà 1 â ÿäðå ÿâëÿþòñÿ íåîäíîçíà÷íûìè.

Âåðîÿòíî, òåñíîå âçàèìîäåéñòâèå á-àêòèíèíà 1 ñ
ÿäåðíîé îáîëî÷êîé ÿâëÿåòñÿ îáùèì ñâîéñòâîì äëÿ ñïåêò-
ðèíñîäåðæàùèõ áåëêîâ. Èññëåäîâàíèÿ ïîñëåäíèõ ëåò ïî-
êàçàëè, ÷òî â íàðóæíîé ìåìáðàíå ÿäåðíîé îáîëî÷êè ïðè-
ñóòñòâóþò áåëêè íåñïðèíû. Èìåþùèå á-àêòèíèí-ïîäîá-
íûé àêòèíñâÿçûâàþùèé äîìåí (Zhang et al., 2001; Young,
Kothary, 2005; Ãóáàíîâà, Êèñåëåâà, 2007).

Êàê ïîëíîðàçìåðíûé á-àêòèíèí 4, òàê è ôðàãìåíòû
á-àêòèíèíîâ 4 è 1 âûÿâëÿëèñü âî ôðàêöèè áåëêîâ, ïðî÷íî
ñâÿçàííûõ ñ õðîìàòèíîì. Ïîñêîëüêó ôðàêöèÿ ïðî÷íî ñâÿ-
çàííûõ ñ õðîìàòèíîì áåëêîâ âêëþ÷àåò â ñåáÿ âñå ÿäåðíûå
ñòðóêòóðû, êðîìå áåëêîâ, ðàñòâîðèìûõ â 0.4 Ì NaCl, ìû
ñ÷èòàåì, ÷òî âûÿâëåíèå á-àêòèíèíà 1 ñâÿçàíî ñ åãî ïðè-
ñóòñòâèåì â ÿäåðíîé ìåìáðàíå èëè ëàìèíå, òîãäà êàê äëÿ
á-àêòèíèíà 4 äåéñòâèòåëüíî âîçìîæíî ïðèñóòñòâèå âî
ôðàêöèè áåëêîâ, ïðî÷íî ñâÿçàííûõ ñ õðîìàòèíîì. Â ëèòå-
ðàòóðå îïèñàíû áåëêè, èìåþùèå ñïåêòðèíîâûå ïîâòîðû
(àëüôà-ñïåêòðèí II), êîòîðûå îáíàðóæåíû íå òîëüêî â
ÿäåðíîé îáîëî÷êå, íî è â ñîñòàâå õðîìàòèíñîäåðæàùèõ
êîìïëåêñîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ðåïàðàöèè ÄÍÊ (McMahon et
al., 1999, 2001; Sridharan et al., 2003).

Òîò ôàêò, ÷òî á-àêòèíèí 1 íå îáíàðóæèâàåòñÿ â ÿäåð-
íîé ôðàêöèè ïðè âûäåëåíèè èç ïðåäâàðèòåëüíî çàìîðî-
æåííûõ êëåòîê, ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðîöåäóðà
çàìîðàæèâàíèå—ðàçìîðàæèâàíèå ðàçðóøàåò ñâÿçü á-àê-
òèíèíà 1 ñ ÿäåðíîé ìåìáðàíîé.

Â ëèòåðàòóðå ñóùåñòâóþò äàííûå, ïîêàçûâàþùèå,
÷òî â ïðîöåññå çàìîðàæèâàíèÿ êëåòî÷íûå ñòðóêòóðû èñ-
ïûòûâàþò ìåõàíè÷åñêîå ïîâðåæäåíèå ëåäÿíûìè êðèñòàë-
ëàìè. Äåñòðóêöèÿ êëåòîê ïðè äåéñòâèè íèçêèõ òåìïåðà-
òóð âîçíèêàåò íå òîëüêî ïðè çàìîðàæèâàíèè êëåòîê, íî è
ïðè îòòàèâàíèè, êîãäà âîçíèêàåò ïåðåìåùåíèå êðèñòàë-
ëîâ ëüäà (ìèãðàöèîííàÿ ïåðåêðèñòàëëèçàöèÿ), êîòîðîå
óñóãóáëÿåò èõ äåñòðóêòèâíîå âîçäåéñòâèå íà æèâûå êëåò-
êè (Øàëèìîâ è äð., 2003). Çàìîðàæèâàíèå â êóëüòóðå
ôèáðîáëàñòîâ ìîæåò ïðèâîäèòü ê äåãðàäàöèè ìèêðîòðó-
áî÷åê (Vincent et al., 1990). Òàê, íà êóëüòóðå ìûøèíûõ îñ-
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òåîáëàñòîâ áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ïîñëå îòòàèâà-
íèÿ áîëüøèíñòâî F-àêòèíà ðàçðóøàëîñü èëè äåïîëèìåðè-
çîâàëîñü (Liu, McGrath, 2005). Â íàøåé ðàáîòå îñòàåòñÿ
íåâûÿñíåííûì âîïðîñ î òîì, ïî÷åìó íå ïðîèñõîäèò ïîë-
íîãî ëèçèñà ïðåäâàðèòåëüíî çàìîðîæåííûõ êëåòîê ïðè
èñïîëüçîâàíèè áóôåðà, íå ñîäåðæàùåãî Òðèòîíà Õ-100,
òîãäà êàê ïðè òàêèõ æå óñëîâèÿõ ïðîèñõîäèò ïîëíûé
ëèçèñ êëåòîê, êîòîðûå íå áûëè ïðåäâàðèòåëüíî çàìîðî-
æåíû.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î ñóùåñò-
âîâàíèè ôðàãìåíòîâ á -àêòèíèíîâ 1 è 4 ñ ðàçíîé ìîëåêó-
ëÿðíîé ìàññîé. Â öèòîïëàçìå äëÿ îáîèõ á-àêòèíèíîâ
áûëè îáíàðóæåíû ôðàãìåíòû ~75 êÄà. Äàííûå ôðàãìåí-
òû âûÿâëÿëèñü òàêæå â íåêîòîðûõ ÿäåðíûõ ïîäôðàêöèÿõ.
Êðîìå òîãî, àíòèòåëà ê á-àêòèíèíàì 1 è 4 óçíàâàëè ðÿä
äðóãèõ ôðàãìåíòîâ ñ ìîë. ìàññîé íèæå 100 êÄà â ÿäðå.
Ðîëü ôðàãìåíòîâ á-àêòèíèíà â êëåòêàõ À431 îñòàåòñÿ íå-
âûÿñíåííîé. Õîòÿ äàííûå î ïîÿâëåíèè ôðàãìåíòà
~75 êÄà á-àêòèíèíà 1 â ñóììàðíîé öèòîïëàçìàòè÷åñêîé
ôðàêöèè ïîñëå ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê À431 íà ôèáðî-
íåêòèíå ìîãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î âçàèìîñâÿçè ïðîöåñ-
ñîâ àäãåçèè è îáðàçîâàíèÿ ôðàãìåíòîâ (Bolshakova et al.,
2007). Ëèòåðàòóðíûå äàííûå ãîâîðÿò î òîì, ÷òî ïðîòåàç-
íîå ðàñùåïëåíèå á-àêòèíèíà òðèïñèíîì è òåðìîëèçèíîì
ìîæåò ïðèâîäèòü ê îáðàçîâàíèþ ôðàãìåíòîâ ñ ìîë. ìàñ-
ñàìè 55 è 25 êÄà. Íàòèâíûé á-àêòèíèí èìååò òðè ñàéòà,
ïî êîòîðûì ïðîèñõîäèò ðàñùåïëåíèå õèìîòðèïñèíîì
(Immure et al., 1988; Communal et al., 2002). Îáðàçîâàíèå
ôðàãìåíòîâ á-àêòèíèíà áûëî ïîêàçàíî in vivo è äîêàçàíî
èõ âàæíîå ôèçèîëîãè÷åñêîå çíà÷åíèå (Selliah et al., 1996;
Pavalko et al., 1998; Communal et al., 2002; Luikart et al.,
2002).

Ðàçíûå ñïîñîáû ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ïðèâîäÿò ê îáíà-
ðóæåíèþ íåîäèíàêîâîãî íàáîðà ôðàãìåíòîâ äëÿ îáåèõ
èçîôîðì á-àêòèíèíà. Òàê, ïðè ôðàêöèîíèðîâàíèè ÿäåð
(Dwyer, Blobel, 1976) îòñóòñòâóþò ôðàãìåíòû íèæå
75 êÄà äëÿ á-àêòèíèíîâ â îòëè÷èå îò ôðàêöèîíèðîâàíèÿ
äðóãèìè ñïîñîáàìè. Ýòî, âåðîÿòíî, ñâÿçàíî ñ ïðèñóòñòâè-
åì îðòîâàíàäàòà íàòðèÿ (èíãèáèòîðà òèðîçèíôîñôàòàç) â
áóôåðå äëÿ ëèçèñà ïðè ôðàêöèîíèðîâàíèè ÿäðà. Åãî äåé-
ñòâèå ìîæåò ïðèâîäèòü ê èíãèáèðîâàíèþ ïðîòåîëèòè÷å-
ñêîãî ðàñùåïëåíèÿ, êàê ýòî ïîêàçàíî äëÿ äðóãèõ áåëêîâ
(Meredith et al., 1998; Harrington et al., 2001), â ðåçóëüòàòå
÷åãî íå îáðàçóþòñÿ ôðàãìåíòû àêòèíèíà. Ñîïîñòàâëåíèå
íåñêîëüêèõ ìåòîäîâ äëÿ ñóáêëåòî÷íîãî ôðàêöèîíèðîâà-
íèÿ ïîêàçûâàåò, ÷òî èññëåäóåìûå áåëêè ìîãóò âûÿâëÿòüñÿ
â ðàçíîé ñòåïåíè â òîé èëè èíîé ôðàêöèè â çàâèñèìîñòè
îò ìåòîäà ðàçäåëåíèÿ. Ïîýòîìó ïðåäñòàâëÿåòñÿ îáîñíî-
âàííûì ïðè ñóáêëåòî÷íîì ôðàêöèîíèðîâàíèè èñïîëü-
çîâàòü ðàçíûå ñïîñîáû äëÿ ïîëó÷åíèÿ áîëåå ïîëíîé
êàðòèíû ðàñïðåäåëåíèÿ áåëêîâ â êëåòêàõ. Ñîâîêóïíûå ðå-
çóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ïðè ñðàâíåíèè íåñêîëüêèõ áèî-
õèìè÷åñêèõ ìåòîäîâ è èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà,
ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî á-àêòèíèí 1 ïðî÷íî ñâÿçàí
ñ ìåìáðàíîé ÿäåðíîé îáîëî÷êè, à á-àêòèíèí 4 ÿâëÿåòñÿ
ëàáèëüíûì áåëêîì è ìîæåò ïðèñóòñòâîâàòü â ðàçíûõ
ÿäåðíûõ ôðàêöèÿõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêò 03-04-48251), ïðîãðàììû «Âåäóùèå íàó÷-
íûå øêîëû» (ÍØ-7852.2006.4) è ïðîãðàììû Øâåäñêîãî
èíñòèòóòà (Visby program, ¹ 1361/2006).
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THE COMPARATIVE ANALYSIS OF SUBCELLULAR FRACTIONATION METHODS

FOR REVEALING OF a-ACTININ 1 AND a-ACTININ 4 IN A431 CELLS
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á-Actinin 1 and á-actinin 4 belong to a family of actin-binding proteins with shared structural function and
regulation of several processes in a cell. Based on previous data on different distribution of these proteins in the
nucleus and cytoplasm, we have explored in detail the distribution of á-actinin 1 and á-actinin 4 in subcellular
fractions in A431 cells spread on fibronectin. Several methods of subcellular fractionation were used. Complex
approach allowed resuming that revealing of á-actinin isoforms in fractions depended on the composition of ly-
sis buffer and preliminary low-temperature freezing of the cells. We have drawn a conclusion that á-actinin 4
can be found in all cytoplasmic and nuclear subfractions, while á-actinin 1 is characterized by cytoplasmic and
membrane localization with specificity of its distribution tightly to the nuclear membrane.

K e y w o r d s: á-actinin 1, á-actinin 4, subcellular fractionation.
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