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Àêòèíñâÿçûâàþùèé áåëîê a-àêòèíèí-4 ïðèíàäëåæèò ê ñïåêòðèíîâîìó ñóïåðñåìåéñòâó è èìååò êàê
öèòîïëàçìàòè÷åñêóþ, òàê è ÿäåðíóþ ëîêàëèçàöèþ. Îäíàêî íåÿñíî, êàêèå ôóíêöèè a-àêòèíèí-4 âûïîëíÿ-
åò â ÿäðå. Â äàííîì èññëåäîâàíèè ïðîàíàëèçèðîâàí ñîñòàâ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ a-àêòè-
íèí-4 â ÿäðå êëåòîê À431. Ìåòîäîì äâóìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà îïðåäåëåíî, ÷òî ÿäåðíûå êîìïëåêñû, ñî-
äåðæàùèå a-àêòèíèí-4, ñîñòîÿò ïðèìåðíî èç 50 áåëêîâ. Ïðîâåäåí ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ìà-
æîðíûõ áåëêîâ ýòèõ êîìïëåêñîâ. Èäåíòèôèöèðîâàíû b-àêòèí, a- è b-òóáóëèíû, ðèáîíóêëåîïðîòåèí
À2/Â1 (ðåãóëèðóåò ñïëàéñèíã è àññîöèèðîâàí â ÿäðå ñ b-àêòèíîì), ïåðîêñèðåäîêñèí-1 (ó÷àñòâóåò â çàùè-
òå êëåòêè îò îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà) è D-3-ôîñôîãëèöåðèíäåãèäðîãåíàçà (ãëèêîëèòè÷åñêèé ýíçèì). Îá-
íàðóæåíèå ýòèõ áåëêîâ â êîìïëåêñå ñ a-àêòèíèíîì-4 â ÿäðå ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü åãî ó÷àñòèå â ïðî-
öåññàõ òðàíñêðèïöèè è ñïëàéñèíãà. Ìåòîäîì òàíäåìíîé ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè ïîäòâåðæäåíî íàëè÷èå
b-àêòèíà â èññëåäóåìûõ êîìïëåêñàõ. Ìåòîäîì èììóíîïðåöèïèòàöèè ÿäåðíûõ áåëêîâ ñ àíòèòåëàìè ê
a-òóáóëèíó ïîäòâåðæäåíî ñóùåñòâîâàíèå a-òóáóëèíà è a-àêòèíèíà-4 â îäíîì áåëêîâîì êîìïëåêñå.
ßäåðíûé a-àêòèíèí-4 ïðåäñòàâëåí ïîëíîðàçìåðíîé (105 êÄà) è äâóìÿ óêîðî÷åííûìè (75 è 65 êÄà) èçî-
ôîðìàìè, òîãäà êàê â ÿäåðíîì êîìïëåêñå ñ a-òóáóëèíîì ïðèñóòñòâóþò òîëüêî äâå óêîðî÷åííûå èçîôîð-
ìû. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî a-àêòèíèí-4 âõîäèò â ñîñòàâ íåñêîëüêèõ ðàçëè÷íûõ ÿäåðíûõ êîìï-
ëåêñîâ, êîòîðûå, âåðîÿòíî, âûïîëíÿþò ðàçëè÷íûå ôóíêöèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: a-àêòèíèí-4, ìàññ-ñïåêòðîìåòðèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: MS-MS — ìåòîä òàíäåìíîé ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè, PMF — peptide mass
fingerprint.

Ñ òåõ ïîð êàê ñòàëî èçâåñòíî î ïðèñóòñòâèè àêòèíà è
íåêîòîðûõ àêòèí-ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ â ÿäðå, èññëåäîâà-
òåëè ðàçíûõ ñòðàí ïðåäïðèíèìàþò ïîïûòêè îïðåäåëèòü
èõ ÿäåðíûå ôóíêöèè (Egly et al., 1984; Pederson, Aebi,
2002; Percipalle, Visa, 2006; Vartiainen, 2008). Ñóùåñòâóåò
ðÿä ðàáîò, â êîòîðûõ ïîêàçàíî ó÷àñòèå àêòèíà â ðåãóëÿ-
öèè òðàíñêðèïöèè (Hofmann et al., 2004; Gettemans et al.,
2005). Êðîìå òîãî, îáíàðóæåíà ÿäåðíàÿ ëîêàëèçàöèÿ òà-
êèõ àêòèíñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ, êàê a-àêòèíèí-4, çèêñèí,
ïàêñèëèí, ôèëàìèí, âèíêóëèí è ýçðèí (Honda et al., 1998;
Wang, Gilmore, 2003; Batchelor et al., 2004). Âìåñòå ñ òåì
ôóíêöèè öèòîñêåëåòíûõ áåëêîâ â ÿäðå èçó÷åíû íåäîñòà-
òî÷íî.

Àêòèíñâÿçûâàþùèé áåëîê a-àêòèíèí-4 ïðèíàäëåæèò
ê ñïåêòðèíîâîìó ñóïåðñåìåéñòâó è íàðÿäó ñ a-àêòèíè-
íîì-1 îòíîñèòñÿ ê íåìûøå÷íîìó òèïó a-àêòèíèíîâ (Hon-
da et al., 1998). a-Àêòèíèí-4 ëîêàëèçóåòñÿ â àêòèíîâûõ
ñòðåññ-ôèáðèëëàõ, â äîðcàëüíûõ ðàôôëàõ è â ÿäðå (Honda
et al., 1998; Bolshakova et al., 2007; Babakov et al., 2008).
Ïåðåðàñïðåäåëåíèå a-àêòèíèíà-4 â ÿäðî íàáëþäàëè ïðè
èíãèáèðîâàíèè PIP3-êèíàçû âîðòìàííèíîì èëè ïðè äåïî-
ëèìåðèçàöèè àêòèíà öèòîõàëàçèíîì (Honda et al., 1998;
Áàáàêîâ è äð., 2004).

Ñîãëàñíî äàííûì èç ëèòåðàòóðû, a-àêòèíèí-4 âõîäèò
â ñîñòàâ áåëêîâîãî êîìïëåêñà, îáðàçîâàííîãî òðàíñêðèï-
öèîííûì ôàêòîðîì NF-Y ïðè àêòèâàöèè ïðîöåññà òðàíñ-
êðèïöèè (Poch et al., 2004), è ìîæåò ñâÿçûâàòüñÿ ñ ïðîìî-
òîðîì ãåíà Cyt c (Goffart et al., 2006). Ðàíåå â íàøåé ëàáî-
ðàòîðèè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â öèòîïëàçìå a-àêòèíèí-4
ñîëîêàëèçîâàí ñ ñóáúåäèíèöåé ð65 òðàíñêðèïöèîííîãî
ôàêòîðà NF-kB (Áàáàêîâ è äð., 2004). Ïîçäíåå âûÿñíèëè,
÷òî ïðè âîçäåéñòâèè íà êëåòêè ôàêòîðîì íåêðîçà îïóõî-
ëè-a (TNF-a) èëè öèòîõàëàçèíîì ïðîèñõîäèò ñîâìåñòíàÿ
òðàíñëîêàöèÿ ð65 è a-àêòèíèíà-4 â ÿäðî (Bolshakova et
al., 2007; Babakov et al., 2008). Êðîìå òîãî, ýòè äâà áåëêà
ñîäåðæàòñÿ â îäíîì ÿäåðíîì áåëêîâîì êîìïëåêñå âî
ôðàêöèè òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ (Bolshakova et al.,
2007). Îäíàêî ôóíêöèîíàëüíàÿ ðîëü a-àêòèíèíà-4 â ÿäðå
íåÿñíà.

Äëÿ âûÿñíåíèÿ ôóíêöèé a-àêòèíèíà-4 â ÿäðå âàæíî
îïðåäåëèòü òå áåëêè, ñ êîòîðûìè îí àññîöèèðîâàí â ÿäðå.
Â äàííîé ðàáîòå ïðîàíàëèçèðîâàí ñîñòàâ ÿäåðíûõ áåëêî-
âûõ êîìïëåêñîâ, â êîòîðûå âõîäèò a-àêòèíèí-4. Èäåíòè-
ôèöèðîâàíî 6 áåëêîâ, àññîöèèðîâàííûõ ñ a-àêòèíèíîì-4
â ÿäðå. Èõ ôóíêöèè ñâÿçàíû ñ ðåãóëÿöèåé ïðîöåññîâ
ñïëàéñèíãà è òðàíñêðèïöèè.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà ëèíèè
À431 áûëè ïîëó÷åíû èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷-
íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM ñ äîáàâëå-
íèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè â àòìîñôåðå
5 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ.

Â û ä å ë å í è å ÿ ä å ð í û õ á å ë ê î â ô ð à ê ö è è
ò ð à í ñ ê ð è ï ö è î í í û õ ô à ê ò î ð î â. Ïåðåä ñíÿòèåì ñ
ôëàêîíîâ êëåòêè ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì PBS, íàãðåòûì äî
37 °Ñ äëÿ óäàëåíèÿ îñòàòêîâ ñðåäû. Çàòåì êëåòêè ñíèìàëè
ïðè ïîìîùè ðåçèíîâîãî ñêðåáêà, îòìûâàëè â áóôåðå, ñî-
äåðæàùåì 10 ìM Tðèñ-HCl, pH 8.0, 0.32 M ñàõàðîçû,
20 ìM MgCl2, 0.1 ìM ÝÄÒÀ, 10 ìM ÄÒÒ, 0.05 ìÌ PMSF
è èíãèáèòîðû ïðîòåàç. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ êëåòêè
ðåñóñïåíäèðîâàëè â òîì æå áóôåðå è èíêóáèðîâàëè
20—40 ìèí (äî ìîìåíòà ëèçèñà) âî ëüäó. Äëÿ âûäåëåíèÿ è
î÷èñòêè ÿäåð êëåòî÷íûé ëèçàò 20 ðàç ïðîïóñêàëè ÷åðåç
èãëó 21G. ßäðà îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì â òå÷åíèå
5 ìèí ïðè 3000 g è 4 °Ñ, ðåñóñïåíäèðîâàëè è î÷èùàëè,
îñàæäàÿ â 0.5 Ì ñàõàðîçå ïðè òåõ æå óñëîâèÿõ. Ñîõðàí-
íîñòü è ÷èñòîòó ÿäåð êîíòðîëèðîâàëè ïîä ìèêðîñêîïîì.
Âûäåëåíèå ÿäåðíîé áåëêîâîé ôðàêöèè, ñîäåðæàùåé
òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû, ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 30 ìèí
ïðè 4 °Ñ â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 400 ìM NaCl, 20 ìM
HEPES, pH 7.9, 25 % ãëèöåðèíà, 1.5 ìM MgCl, 0.4 ìM
ÝÄÒÀ, 0.4 ìM PMSF, 1 ìM ÄÒÒ è èíãèáèòîðû ïðîòåàç
(Áàáàêîâ è äð., 2004). Îñòàòêè ÿäåð îñàæäàëè (3000 g,
10 ìèí), à ñóïåðíàòàíò èñïîëüçîâàëè äëÿ èììóíîïðåöè-
ïèòàöèè.

È ì ì ó í î ï ð å ö è ï è ò à ö è ÿ. Ê ïîëó÷åííûì ÿäåðíûì
ëèçàòàì äîáàâëÿëè äâà îáúåìà PBS äëÿ óìåíüøåíèÿ êîí-
öåíòðàöèè ñîëè è èíêóáèðîâàëè ñ ïðîòåèí G ñåôàðîçîé
ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 4 °Ñ
äëÿ óäàëåíèÿ èç ïðîáû áåëêîâ, íåñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâà-
þùèõñÿ ñ ñåôàðîçîé. Çàòåì ñåôàðîçó îñàæäàëè (14 000 g,
3 ìèí, 4 °Ñ), à ñóïåðíàòàíò ïåðåíîñèëè â íîâûå ïðîáèðêè
è èíêóáèðîâàëè ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè àíòèòåëàìè â òå÷å-
íèå 1 ÷. Ïîñëå ýòîãî â ïðîáû äîáàâëÿëè ñâåæóþ ïîðöèþ
ïðîòåèí G ñåôàðîçû è èíêóáèðîâàëè èõ â òå÷åíèå íî÷è íà
ðîòàòîðå ïðè 4 °Ñ. Èììóíîïðåöèïèòàòû îòìûâàëè 4 ðàçà
ðàñòâîðîì PBS ñ èíãèáèòîðàìè ïðîòåàç.

Ä â ó ì å ð í û é ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç áåëêîâ ïðîâîäèëè
íà îáîðóäîâàíèè ôèðìû GE Helthcare Bio-Scieces (Øâå-
öèÿ) â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè ïðîèçâîäèòåëÿ, íî
ñ íåáîëüøèìè èçìåíåíèÿìè. Áåëêîâûå êîìïëåêñû ñíèìà-
ëè ñ ñåôàðîçû â òå÷åíèå 2 ÷ íà ðîòàòîðå ñëåäóþùèì áó-
ôåðîì: 8 Ì ìî÷åâèíà, 2 % CHAPS, 20 ìM ÄÒÒ è 0.5 %
Òðèòîíà X-100. Ðåãèäðàòàöèþ ãåëü-ñòðèïîâ (pH 3—10)
ïðîâîäèëè â òå÷åíèå íî÷è äëÿ ìàêñèìàëüíîé àáñîðáöèè
ïðîáû. Çàòåì ïðîâîäèëè èçîôîêóñèðîâàíèå — ðàçäåëå-
íèå áåëêîâ ïðè 20 °Ñ â ãåëü-ñòðèïå ñîãëàñíî èõ èçîýëåêò-
ðè÷åñêîé òî÷êå ïî ïðîãðàììå: 200 Â 30 ìèí; âîçðàñòàíèå
íàïðÿæåíèÿ îò 200 äî 3500 Â çà 90 ìèí; 3500 Â 4 ÷. Ïîñëå
ýòîãî ïîñëåäîâàòåëüíî ïî 10 ìèí ñòðèï èíêóáèðîâàëè â
ýêâèëèáðèðóþùåì áóôåðå (6 M ìî÷åâèíû, 30 % ãëèöå-
ðèíà, 2 % SDS è 0.05 M Òðèñ-HCl pH 6.8) ñ äîáàâëåíèåì
2 % ÄÒÒ è â ýêâèëèáðèðóþùåì áóôåðå, ñîäåðæàùåì
2.5 % èîäîöåòàìèäà. Ðàçäåëåíèå áåëêîâ âî âòîðîì íà-
ïðàâëåíèè ïðîâîäèëè ïðè 15 °Ñ â ãðàäèåíòå êîíöåíòðà-
öèè ïîëèàêðèëàìèäíîãî ãåëÿ (8—16 %) ïî ïðîãðàììå:
200 Â, 20 ìÀ 20 ìèí; 200 Â, 50 ìÀ 70 ìèí.

Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà ãåëè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
íî÷è â ôèêñèðóþùåì áóôåðå (10%-ÿ óêñóñíàÿ êèñëîòà è

20 % ìåòàíîëà) è îêðàøèâàëè Êóìàññè (PageBlue Protein
Stain, Fermentas, Ëèòâà) èëè ñåðåáðîì (Silver Stain, Fer-
mentas, Ëèòâà).

Ï î ä ã î ò î â ê à î á ð à ç ö î â ä ë ÿ ì à ñ ñ - ñ ï å ê ò ð î-
ì å ò ð è ÷ å ñ ê î ã î à í à ë è ç à. Ïÿòíà, îêðàøåííûå Êóìàñ-
ñè, âûðåçàëè è ñîáèðàëè â îòäåëüíûå ìèêðîïðîáèðêè.
Òðèïñèíîëèç áåëêîâ â ãåëå ïðîâîäèëè ïî îïèñàííîìó ðà-
íåå ìåòîäó (Shevchenko et al., 2006) ñ íåêîòîðûìè èçìåíå-
íèÿìè. Êóñî÷êè ãåëÿ ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì À (50 % àöå-
òîíèòðèëà è 25 ìM NH4HCO3) äâàæäû ïî 15 ìèí. Çàòåì ê
îáðàçöàì äîáàâëÿëè àöåòîíèòðèë è èíêóáèðîâàëè 5 ìèí
äëÿ óäàëåíèÿ èç ãåëÿ èçáûòêîâ âîäû. Ïîñëå óäàëåíèÿ àöå-
òîíèòðèëà ïðîáû ñóøèëè â âàêóóìíîé öåíòðèôóãå â òå÷å-
íèå 15 ìèí. Êàðáàìèäîìåòèëèðîâàíèå áåëêîâ â ãåëå ïðî-
âîäèëè ïî ñëåäóþùåé ñõåìå: èíêóáàöèÿ â 10 ìM ÄÒÒ,
50 ìM NH4HCO3 45 ìèí ïðè 56 °Ñ; ñóøêà ïðîá ðàñòâîðîì
àöåòîíèòðèëà â òå÷åíèå 3 ìèí ñ åãî ïîñëåäóþùèì óäàëå-
íèåì; èíêóáàöèÿ â ñìåñè 55 ìM ðàñòâîðà èîäîöåòàìèäà è
50 ìM NH4HCO3 â òå÷åíèå 45 ìèí â òåìíîòå. Äàëåå ïðî-
áû ïîñëåäîâàòåëüíî ïðîìûâàëè ïî 10 ìèí ðàñòâîðîì À è
àöåòîíèòðèëîì è ñóøèëè â âàêóóìíîé öåíòðèôóãå â òå÷å-
íèå 15 ìèí. Çàòåì ê îáðàçöàì äîáàâëÿëè ðàñòâîð, ñîäåð-
æàùèé 0.005 ìêã/ìêë òðèïñèíà (Trypsin Gold, Promega,
ÑØÀ) â 50 ìM NH4HCO3 è 10%-íîì àöåòîíèòðèëå è
îñòàâëÿëè íà ëüäó äî ïîëíîãî âïèòûâàíèÿ ðàñòâîðà â
ãåëü, ïîñëå ÷åãî ñìåñü òåðìîñòàòèðîâàëè â òå÷åíèå 3 ÷
ïðè 37 °Ñ. Ïî ïðîøåñòâèè óêàçàííîãî âðåìåíè ê îáðàç-
öàì äîáàâëÿëè åùå îäíó ïîðöèþ ðàñòâîðà òðèïñèíà â ðàâ-
íîì îáúåìå è îñòàâëÿëè åùå íà 3 ÷ ïðè òîé æå òåìïåðàòó-
ðå. Ïî îêîí÷àíèè òðèïñèíîëèçà ïðîâîäèëè ýêñòðàêöèþ
ïåïòèäîâ èç ãåëåé. Äëÿ ýòîãî â êàæäóþ ïðîáèðêó äîáàâ-
ëÿëè áóôåð äëÿ ýêñòðàêöèè (5 % òðèôòîðóêñóñíîé êèñëî-
òû (TFA) è 50 % àöåòîíèòðèëà), ïåðåìåøèâàëè ïðè ïîìî-
ùè âîðòåêñà â òå÷åíèå 10 ìèí è ïåðåíîñèëè æèäêóþ ôàçó
â ÷èñòûå ìèêðîïðîáèðêè. Ïðîöåäóðó ïîâòîðÿëè òðèæäû.
Ïîëó÷åííûå ýêñòðàêòû ñóøèëè â âàêóóìíîé öåíòðèôóãå
äî ïîëíîãî èñïàðåíèÿ æèäêîé ôàçû è çàòåì ðàñòâîðÿëè â
10 ìêë 0.1%-íîé TFA. Ïîëó÷åííûå ïðîáû î÷èùàëè îò èç-
áûòêà ñîëåé ïðè ïîìîùè êîëîíîê ZipTips ïî ïðîòîêîëó
ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ñ êîëîíîê ïåïòèäû ýëþèðîâàëè
1.5 ìêë 70%-íîãî ðàñòâîðà àöåòîíèòðèëà â 5%-íîé TFA,
ñîäåðæàùåãî ìàòðèöó CHCA (a-öèàíî-ãèäðîêñè-êîðè÷-
íóþ êèñëîòó) â êîíöåíòðàöèè 9 ìã/ìë, íåïîñðåäñòâåííî
íà ìèøåíü ìàññ-ñïåêòðîìåòðà.

Ì à ñ ñ - ñ ï å ê ò ð î ì å ò ð è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Ìàññ-
ñïåêòðîìåòðè÷åñêèé àíàëèç MALDI-TOF (ìàòðè÷íîé ëà-
çåðíîé äåñîðáöèîííî-èîíèçàöèîííîé âðåìÿïðîëåòíîé
ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè) ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðèáîðà
Voyager ôèðìû Applied Biosystems (ÑØÀ). Èîíû äåòåê-
òèðîâàëè â äèàïàçîíå îòíîøåíèÿ ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ê
çàðÿäó (m/z) îò 700 äî 3500. Ïîëó÷åííûå äàííûå àíàëèçè-
ðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Data
explorer ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ, èäåíòèôèêàöèþ áåëêîâ
ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû Mascot ñ èñïîëüçîâà-
íèåì áåëêîâîé áàçû äàííûõ SwissProt, ìåòîäîì PMF
(peptide mass fingerprint).

Ïåïòèäû, ïðèíàäëåæàùèå èäåíòèôèöèðîâàííûì áåë-
êàì è ñîîòâåòñòâóþùèå ñèëüíûì ñèãíàëàì ñïåêòðà, äî-
ïîëíèòåëüíî àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì òàíäåìíîé ìàññ-
ñïåêòðîìåòðèè (MALDI-TOF-TOF) ñ ïîìîùüþ âðåìÿïðî-
ëåòíîãî ìàññ-ñïåêòðîìåòðà Ultraflex-TOF-TOF (Bruker
Daltonics, Ãåðìàíèÿ) ñ èñòî÷íèêîì èîíèçàöèè MALDI,
îñíàùåííûì ÓÔ-ëàçåðîì (337 íì). Èîíû äåòåêòèðîâàëè
â äèàïàçîíå m/z îò 700 äî 3000. Ïîëó÷åííûå ñïåêòðû îá-
ðàáàòûâàëè ïðè ïîìîùè ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Flex
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Analysis 2.4 (Bruker Daltonics, Ãåðìàíèÿ). Èäåíòèôèêà-
öèþ òàêæå ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû Mascot ñ
èñïîëüçîâàíèåì áàçû äàííûõ SwissProt.

S D S - ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç è Â å ñ ò å ð í - á ë î ò è í ã.
Èììóíîïðåöèïèòàòû ðàñòâîðÿëè â áóôåðå Laemmli äëÿ
ïðîá è èíêóáèðîâàëè 5 ìèí ïðè 96 °Ñ. Çàòåì èõ ðàçäåëÿëè
â ãðàäèåíòå (8—16 %) SDS ÏÀÀÃ è ïåðåíîñèëè íà ìåìá-
ðàíó PVDF, êîòîðóþ çàòåì èíêóáèðîâàëè 1 ÷ â 5%-íîì
ìîëîêå, ðàñòâîðåííîì â áóôåðå PBST (PBS, ñîäåðæàùèé
0.1 % Tween-20). Ïîñëå ýòîãî ìåìáðàíó îòìûâàëè áóôå-
ðîì PBST è èíêóáèðîâàëè íî÷ü ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëà-
ìè ïðè 4 °Ñ. Äàëåå ìåìáðàíó òðèæäû îòìûâàëè áóôåðîì
PBST, èíêóáèðîâàëè 1 ÷ ñî âòîðûìè àíòèòåëàìè, êîíúþ-
ãèðîâàííûìè ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà, ïðîâîäèëè øåñòè-
êðàòíóþ îòìûâêó áóôåðîì PBST è âèçóàëèçèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ëþìèíîôîðà ECL.

Â ð à á î ò å è ñ ï î ë ü ç î â à ë è: ñðåäó DMEM è áû÷üþ
ýìáðèîíàëüíóþ ñûâîðîòêó (Gibco, ÑØÀ); ìûøèíûå ìî-
íîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê a-òóáóëèíó T6199, àíòèòåëà
ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè è êðîëèêà, êîíúþãèðî-

âàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà, ïðîòåèí G ñåôàðîçó, SDS è
NH4HCO3 (Sigma, ÑØÀ); èíãèáèòîðû ïðîòåàç (Roche,
Øâåéöàðèÿ); ZipTip è PVDF (Millipore, ÑØÀ); êðîëè÷üè
ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê a-àêòèíèíó-4 (Immunoglobe,
Ãåðìàíèÿ); ãåëü-ñòðèïû è ãåëè ãðàäèåíòíûå 8—16 % äëÿ
ýëåêòðîôîðåçà (GE Helthcare Bio-Scieces, Øâåöèÿ); Tryp-
sin Gold (Promega, ÑØÀ); êðàñèòåëü Êóìàññè PageBlue
protein stain è íàáîð äëÿ ñåðåáðåíèÿ Silver Stain (Fermen-
tas, Ëèòâà).

Ðåçóëüòàòû

Ìåòîäîì èììóíîïðåöèïèòàöèè áûëè ïîëó÷åíû ÿäåð-
íûå áåëêîâûå êîìïëåêñû, ñîäåðæàùèå a-àêòèíèí-4. Äëÿ
ïðåäîòâðàùåíèÿ ðàçðóøåíèÿ êîìïëåêñîâ ïðè âûäåëåíèè
ÿäåð è ýêñòðàêòîâ ÿäåðíûõ áåëêîâ ïðèìåíÿëè íàèáîëåå
ùàäÿùèå ìåòîäû áåç èñïîëüçîâàíèÿ äåòåðãåíòîâ (ñì. ðàç-
äåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»). Áåëêè, àññîöèèðîâàííûå ñ
a-àêòèíèíîì-4 â ÿäðå, ðàçäåëÿëè ìåòîäîì äâóìåðíîãî

686 Ì. Ã. Õîòèí, Ë. Â. Òóðîâåðîâà è äð.

Ðèñ. 1. Äâóìåðíûé ýëåêòðîôîðåç ÿäåðíûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ á-àêòèíèí-4.

Ïðåäñòàâëåíû îêðàñêè ìåòîäàìè ñåðåáðåíèÿ (à) è Êóìàññè (á). Íà ðèñ. 1, á îòìå÷åíû ïÿòíà (ïðîáû), êîòîðûå âûðåçàëè äëÿ àíàëèçà ìàññ-ñïåêòðîìåò-
ðèåé (1—6).



ýëåêòðîôîðåçà. Äëÿ èõ âèçóàëèçàöèè ãåëè îêðàøèâàëè ñå-
ðåáðîì (ðèñ. 1, à) èëè Êóìàññè (ðèñ. 1, á). Ìåòîä ñåðåáðå-
íèÿ ÿâëÿåòñÿ áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûì è äàåò âîçìîæíîñòü
îöåíèòü ïîëíûé áåëêîâûé ñîñòàâ èññëåäóåìûõ êîìïëåê-
ñîâ. Àíàëèç ðèñ. 1, à ïîçâîëÿåò ñêàçàòü, ÷òî ñ ÿäåðíûì
a-àêòèíèíîì-4 àññîöèèðîâàíî ïðèìåðíî 50 ðàçëè÷íûõ
áåëêîâ.

Ñëåäóþùèì ýòàïîì äàííîãî èññëåäîâàíèÿ áûëà
èäåíòèôèêàöèÿ ìàæîðíûõ áåëêîâ èññëåäóåìûõ êîìïëåê-
ñîâ. Äëÿ àíàëèçà èñïîëüçîâàëè ãåëè, îêðàøåííûå Êóìàñ-
ñè (ðèñ. 1, á). Äàííûé ñïîñîá îêðàñêè íàèáîëåå ñîâìåñ-
òèì ñ ïîñëåäóþùèì ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèì àíàëèçîì,
íî ìåíåå ÷óâñòâèòåëåí, ÷åì ìåòîä ñåðåáðåíèÿ. Îêðàøåí-
íûå ïÿòíà âûðåçàëè, à áåëêè, ñîäåðæàùèåñÿ â íèõ, àíàëè-
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Áåëêè, èäåíòèôèöèðîâàííûå â îäíîì ÿäåðíîì êîìïëåêñå ñ a-àêòèíèíîì-4 ìåòîäîì PMF

Íî-
ìåð
ïðî-
áû

Ìîëåêóëÿðíàÿ
ìàññà, ñîîòâåò-
ñòâóþùàÿ âû-

ðåçàííîìó ïÿò-
íó, êÄà

Ìîëåêóëÿðíàÿ
ìàññà èäåíòè-

ôèöèðîâàííîãî
áåëêà, êÄà

Íàçâàíèå áåëêà, åãî èäåíòèôè-
êàöèîííûé íîìåð â áàçå Swiss Prot

Äîñòîâåð-
íîñòü èäåíòè-

ôèêàöèè

Îòíîøåíèå îáùåãî
êîëè÷åñòâà ïèêîâ â

ñïåêòðå ê êîëè÷åñòâó
ïåïòèäîâ èäåíòè-

ôèöèðîâàííîãî áåëêà

1 20 22 Ïåðîêñèðåäîêñèí-1
(peroxiredoxin-1), P60709

P < 0.005 3/5

2 38 37 Ðèáîíóêëåîïðîòåèí A2/B1
(heterogeneous nuclear ribonuc-
leoproteins A2/B1), P22626

P < 0.0001 11/15

3 55 57 D-3-ôîñôîãëèöåðèíäåãèäðîãåíà-
çà (D-3-phosphoglycerate dehy-
drogenase), O43175

P < 0.0001 9/25

4 54 51 a-Òóáóëèíû-1A, -1B, -1C (tubulin
alpha-1A, tubulin alpha-1B, tu-
bulin alpha-1C chains), Q71U36,
P68363, Q9BQE3

P < 0.05 3/6

5 54 50 b-Òóáóëèí (tubulin beta chain),
P07437

P < 0.0001 22/27

6 40 42 b-Àêòèí, g-àêòèí (actin cytoplas-
mic 1; actin cytoplasmic 2),
P60709, P63261

P < 0.0001 5/11

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Â ïðîáàõ ¹ 4 è 6 ñ îäèíàêîâîé âåðîÿòíîñòüþ èäåíòèôèöèðîâàíû òðè è äâà áåëêà ñîîòâåòñòâåííî. Ýòî
îáúÿñíÿåòñÿ âûñîêîé ñòåïåíüþ ãîìîëîãèè ýòèõ áåëêîâ.

Ðèñ. 2. Ìàññ-ñïåêòð ïðîáû ¹ 6 (ïî ðèñ. 1, á).

à — MALDI-TOF-ñïåêòð ïðîáû ¹ 6; çâåçäî÷êàìè îòìå÷åíû çíà÷åíèÿ ìàññà/çàðÿä (m/z) òåõ ïåïòèäîâ, êîòîðûå àíàëèçèðîâàëè òàíäåìíîé ìàññ-ñïåê-
òðîìåòðèåé (MS-MS); ïî îñè îðäèíàò îòìå÷åíû çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ñïåêòðà îòíîñèòåëüíî ìàêñèìàëüíîãî ïèêà. á — MS-MS-ñïåêòð ïåïòèäà ñ
ìîë. ìàññîé 1953.951 (ðîäèòåëüñêèé èîí); â âåðõíåé ÷àñòè ïðåäñòàâëåíà ïîëó÷åííàÿ àìèíîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü; áóêâîé y îáîçíà÷åíû òå
ïåïòèäû, êîòîðûå ñîîòâåòñòâóþò ðîäèòåëüñêîìó èîíó ñ C-êîíöà, íî áåç îïðåäåëåííîãî êîëè÷åñòâà àìèíîêèñëîò íà N-êîíöå; öèôðîé îáîçíà÷åíî êî-
ëè÷åñòâî àìèíîêèñëîò â ïåïòèäå; áóêâîé b îòìå÷åíû ïåïòèäû, êîòîðûå ñîîòâåòñòâóþò ðîäèòåëüñêîìó èîíó, íî áåç íåñêîëüêèõ àìèíîêèñëîò íà C-êîí-

öå; ïî îñè îðäèíàò îòìå÷åíû îòíîñèòåëüíûå çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ñïåêòðà.



çèðîâàëè ïîñðåäñòâîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè. Ðåçóëüòàòû
àíàëèçà ìåòîäîì PMF ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå. Îáíàðó-
æåíî, ÷òî â ñîñòàâ ÿäåðíûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ñîäåð-
æàùèõ a-àêòèíèí-4, âõîäÿò b-àêòèí, a- è b-òóáóëèíû, ðè-
áîíóêëåîïðîòåèí À2/Â1 (÷ëåí ãðóïïû ðèáîíóêëåîïðîòå-
èíîâ, ðåãóëèðóþùèõ ñïëàéñèíã), ïåðîêñèðåäîêñèí-1
(àíòèîêñèäàíòíûé áåëîê) è D-3-ôîñôîãëèöåðèíäåãèäðî-
ãåíàçà (ãëèêîëèòè÷åñêèé ýíçèì, êàòàëèçèðóþùèé ïðåâðà-
ùåíèå 3-ôîñôîãëèöåðèíà â 3-ôîñôîäåãèäðîïèðóâàò).

Äëÿ äîïîëíèòåëüíîãî ïîäòâåðæäåíèÿ ïîëó÷åííûõ ðå-
çóëüòàòîâ íàìè áûë ïðîâåäåí àíàëèç ìåòîäîì MALDI-
TOF-TOF. Äîñòîâåðíûé ðåçóëüòàò áûë ïîëó÷åí òîëüêî
äëÿ ïðîáû ¹ 6 (ñì. òàáëèöó). Â íåé èäåíòèôèöèðîâà-
íû 3 ïåïòèäà ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ìîë. ìàññàìè ðîäèòå-
ëüñêîãî èîíà 1198.712, 1515.706 è 1953.951 (ðèñ. 2). Èõ
àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî îíè ñîîòâåòñòâóþò b-àêòèíó (P <
< 0.001), ÷òî ïîäòâåðæäàåò ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ìåòî-
äîì PMF.

Äëÿ ïðîâåðêè ðåçóëüòàòîâ MALDI-TOF ïðîâåäåíà
èììóíîïðåöèïèòàöèÿ ÿäåðíûõ áåëêîâ àíòèòåëàìè ê a-òó-
áóëèíó (ðèñ. 3). Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè èììó-
íîïðåöèïèòàò ÿäåðíûõ áåëêîâ àíòèòåëàìè ê a-àêòèíè-
íó-4 (äîðîæêà 1). Íà ðèñ. 3 âèäíî, ÷òî àíòèòåëà ê a-àêòè-
íèíó-4 äàþò ïîëîæèòåëüíûé îòâåò ïðè Âåñòåðí-áëîòèíãå
ñ èììóíîïðåöèïèòàòîì ê a-òóáóëèíó, ÷òî ïîäòâåðæäàåò
ïðèñóòñòâèå a-àêòèíèíà-4 â êîìïëåêñå ñ a-òóáóëèíîì.
Ýêñïåðèìåíò òàêæå ïîêàçàë, ÷òî â ÿäðå ïðèñóòñòâóþò íå
òîëüêî ïîëíîðàçìåðíàÿ (100 êÄà), íî è äâå óêîðî÷åííûå
(75 è 65 êÄà) èçîôîðìû a-àêòèíèíà-4 (ðèñ. 3, äîðîæêà 1).
Â òî æå âðåìÿ â ÿäåðíîì èììóíîïðåöèïèòàòå a-òóáóëèíà
îáíàðóæèâàþòñÿ òîëüêî óêîðî÷åííûå âàðèàíòû a-àêòè-
íèíà-4 (ðèñ. 3, äîðîæêà 2). Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì,
÷òî a-àêòèíèí-4 ñîäåðæèòñÿ â ðàçëè÷íûõ ÿäåðíûõ áåëêî-
âûõ êîìïëåêñàõ, êîòîðûå, âåðîÿòíî, âûïîëíÿþò îòëè÷-
íûå äðóã îò äðóãà ôóíêöèè.

Îáñóæäåíèå

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ñ ìîìåíòà îáíàðóæåíèÿ a-àêòèíè-
íà-4 â ÿäðå ïðîøëî óæå 10 ëåò (Honda et al., 1998), åãî
ÿäåðíûå ôóíêöèè äî ñèõ ïîð íåÿñíû. Îñíîâíîé çàäà÷åé
äàííîãî èññëåäîâàíèÿ áûëî îïðåäåëåíèå òåõ áåëêîâ, ñ êî-
òîðûìè a-àêòèíèí-4 âçàèìîäåéñòâóåò â ÿäðå. Ïðè ïîäîá-
íûõ èññëåäîâàíèÿõ, êîãäà íåîáõîäèìî îïðåäåëèòü ñîñòàâ
ìóëüòèìîëåêóëÿðíîãî áåëêîâîãî êîìïëåêñà, îäíèì èç
íàèáîëåå èíôîðìàòèâíûõ ïîäõîäîâ ÿâëÿåòñÿ ñî÷åòàíèå
äâóìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà è ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè.

Ñ èñïîëüçîâàíèåì ýòîãî ìåòîäà ìû îïðåäåëèëè 6 ðàç-
ëè÷íûõ áåëêîâ, êîòîðûå àññîöèèðîâàíû ñ a-àêòèíèíîì-4
â ÿäðå. Ñðåäè íèõ åñòü b-àêòèí, êîòîðûé â öèòîïëàçìå ÿâ-
ëÿåòñÿ ãëàâíûì ïàðòíåðîì a-àêòèíèíà-4 êàê àêòèíñâÿ-
çûâàþùåãî áåëêà. Âìåñòå ñ òåì èçâåñòíî, ÷òî àêòèí ïðè-
íèìàåò ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè — îí ïðèñóò-
ñòâóåò â ðåãóëÿòîðíîì êîìïëåêñå âñåõ òðåõ
ÐÍÊ-ïîëèìåðàç (Fomproix, Percipalle, 2004; Hofmann
et al., 2004; Hu et al., 2004; Philimonenko et al., 2004; Zhu
et al., 2004; Kukalev et al., 2005), îáíàðóæèâàåòñÿ â áåëêî-
âûõ ñòðóêòóðàõ, ó÷àñòâóþùèõ â ÀÒÔ-çàâèñèìîì ðåìîäå-
ëèðîâàíèè õðîìàòèíà (Olave et al., 2002; Bettinger et al.,
2004; Farrants, 2008), è ÿâëÿåòñÿ êîìïîíåíòîì ðèáî-
íóêëåîïðîòåèíîâîãî êîìïëåêñà (Ãàëêèí è äð., 1998; Perci-
palle et al., 2001, 2002).

Êàê áûëî ïîêàçàíî â ïîñëåäíèå ãîäû, áåëêè ãåòåðî-
ãåííîãî ðèáîíóêëåîïðîòåèíîâîãî êîìïëåêñà íå òîëüêî
ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûì ðåãóëÿòîðîì ñïëàéñèíãà, íî è ñîâìå-
ñòíî ñ àêòèíîì àêòèâèðóþò ÐÍÊ-ïîëèìåðàçó II (Kukalev
et al., 2005). Ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ãèñòîíàöåòèëòðàí-
ñôåðàçà PSAF âìåñòå ñ àêòèíîì è ðèáîíóêëåîïðîòåèíîì
U ïðèñóòñòâóåò â êîìïëåêñå, êîòîðûé ðåãóëèðóåò ýëîíãà-
öèþ òðàíñêðèïöèè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II (Obrdlik et al.,
2008). Ïîìèìî b-àêòèíà â èññëåäóåìîì êîìïëåêñå íàìè
îáíàðóæåí ðèáîíóêëåîïðîòåèí A2/B1, ÿâëÿþùèéñÿ ÷à-
ñòüþ ãðóïïû ãåòåðîãåííûõ ðèáîíóêëåîïðîòåèíîâ
(hnRNP). Îáíàðóæåíèå ýòèõ äâóõ áåëêîâ âìåñòå ñ a-àêòè-
íèíîì-4 ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îí âõîäèò â ñîñòàâ
àíñàìáëÿ áåëêîâ, ðåãóëèðóþùèõ òðàíñêðèïöèþ è ñïëàé-
ñèíã.

Â èññëåäóåìûõ êîìïëåêñàõ íàìè èäåíòèôèöèðîâàí
òàêæå ïåðîêñèðåäîêñèí 1 — ôåðìåíò ñ ïåðîêñèäàçíîé àê-
òèâíîñòüþ, çàùèùàþùèé êëåòêó îò îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà. Èçâåñòíî î öèòîïëàçìàòè÷åñêîé è ÿäåðíîé ëîêà-
ëèçàöèè ýòîãî áåëêà. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè âîçäåéñòâèè íà
êëåòêó H2O2 ïåðîêñèðåäîêñèí 1 â öèòîïëàçìå ðåãóëèðóåò
ïåðåðàñïðåäåëåíèå NF-kB â ÿäðî, ãäå ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿ-
öèè îáðàçîâàíèÿ êîìïëåêñà ÄÍÊ-NF-kB (Hansen et al.,
2007). Ðàíåå â íàøåé ëàáîðàòîðèè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
a-àêòèíèí-4 è ð65-ñóáúåäèíèöà NF-kB ñîëîêàëèçóþòñÿ â
ÿäðå è öèòîïëàçìå (Áàáàêîâ è äð., 2004; Bolshakova et al.,
2007), è âûñêàçûâàëîñü ïðåäïîëîæåíèå îá ó÷àñòèè a-àê-
òèíèíà-4 â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè NF-kB. Îáíàðóæåíèå
ïåðîêñèðåäîêñèíà-1 â êîìïëåêñå ñ a-àêòèíèíîì-4 ïîä-
òâåðæäàåò ýòó ãèïîòåçó.

D-3-ôîñôîãëèöåðèíäåãèäðîãåíàçà, a-òóáóëèí è b-òó-
áóëèí — åùå òðè áåëêà, êîòîðûå ìû èäåíòèôèöèðîâàëè â
ÿäåðíûõ êîìïëåêñàõ, ñîäåðæàùèõ a-àêòèíèí-4. Ïåðâûå
äâà áûëè îáíàðóæåíû â ÿäðå ìåòîäîì ìàññ-ñïåêòðîìåò-
ðèè â 2001 ã. (Bergquist et al., 2001). Ðàíåå â ýêñïåðèìåí-
òàõ in vitro áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òóáóëèí ñïîñîáåí îáðàçî-
âûâàòü ñòàáèëüíûå ñâÿçè ñ ãèñòîíàìè H1—H4 (Mithieux
et al., 1984), à ãëèêîëèòè÷åñêèå ýíçèìû ìîãóò âçàèìîäåé-
ñòâîâàòü ñ ÄÍÊ (Ronai, 1993) è ñ òóáóëèíîì â öèòîïëàçìå
(Walsh et al., 1989). ßäåðíûå ôóíêöèè îáîèõ áåëêîâ íåÿñ-
íû. Îáíàðóæåíèå a-àêòèíèíà-4 â îäíîì ÿäåðíîì êîìï-
ëåêñå ñ ýòèìè áåëêàìè ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá ó÷àñ-
òèè a-àêòèíèíà-4, D-3-ôîñôîãëèöåðèíäåãèäðîãåíàçû, a-
è b-òóáóëèíà â îðãàíèçàöèè ñòðóêòóðû ÄÍÊ.

Â êîìïëåêñå ñ ÿäåðíûì a-òóáóëèíîì íàõîäÿòñÿ òîëü-
êî óêîðî÷åííûå (65 è 75 êÄà) èçîôîðìû a-àêòèíèíà-4, â
òî âðåìÿ êàê â ÿäðå ïðèñóòñòâóåò òàêæå è ïîëíîðàçìåð-
íûé áåëîê (ðèñ. 2). Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî a-àê-
òèíèí-4 âõîäèò â ñîñòàâ íåñêîëüêèõ ÿäåðíûõ êîìïëåêñîâ,
êîòîðûå, âîçìîæíî, ó÷àñòâóþò â ðàçíûõ ñèãíàëüíûõ ïó-
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Ðèñ. 3. Âåñòåðí-áëîò ÿäåðíûõ áåëêîâ êëåòîê A431 ñ àíòèòåëà-
ìè ê á-àêòèíèíó-4.

Äîðîæêè 1 è 2 — ñîîòâåòñòâåííî èììóíîïðåöèïèòàòû ñ á-àêòèíèíîì-4
è á-òóáóëèíîì.



òÿõ è ðåãóëèðóþò ðàçëè÷íûå ïðîöåññû. Äàííîå ïðåäïîëî-
æåíèå òàêæå ïîäòâåðæäàåòñÿ òåì, ÷òî â ÿäåðíîì êîìïëåê-
ñå, âêëþ÷àþùåì â ñåáÿ a-àêòèíèí-4, ïðèñóòñòâóåò áîëåå
50 ðàçëè÷íûõ áåëêîâ. Êðîìå òîãî, ñòîèò çàìåòèòü, ÷òî
íàìè âïåðâûå ïîêàçàíà ÿäåðíàÿ ëîêàëèçàöèÿ óêîðî÷åííîé
èçîôîðìû a-àêòèíèíà-4 ñ ìîë. ìàññîé 75 êÄà. Ðàíåå ìû
ñîîáùàëè î åå ïðèñóòñòâèè â öèòîïëàçìå è î íàëè÷èè èçî-
ôîðìû ñ ìîë. ìàññîé 65 êÄà â öèòîïëàçìå è ÿäðå (Bolsha-
kova et al., 2007).

Ðåçóëüòàòû äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëÿþò íàì
ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ÿäåðíûé a-àêòèíèí-4 ïðèíèìàåò ó÷àñ-
òèå â ïðîöåññàõ òðàíñêðèïöèè è ñïëàéñèíãà. Äëÿ ïðîâåð-
êè ýòîé ãèïîòåçû íåîáõîäèìî èäåíòèôèöèðîâàòü ìàêñè-
ìàëüíîå êîëè÷åñòâî áåëêîâ, âõîäÿùèõ â êîìïëåêñû ñ
a-àêòèíèíîì-4 â ÿäðå, è ïðîâåñòè ôóíêöèîíàëüíûé àíà-
ëèç ìåòîäàìè ãåííîé èíæåíåðèè è èììóíîõèìèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ», ïðîãðàììû Visby Øâåäñêîãî èíñòèòóòà è
Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 07-04-01190).
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ANALYSIS OF NUCLEAR PROTEIN COMPLEXES COMPRISING a-ACTININ-4

BY 2D-ELECTROPHORESIS AND MASS-SPECTROMETRY
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Actin-binding protein á-actinin-4 is a member of spectrin super family. It is located in the cytoplasm and in
the nucleus. However, nuclear functions of á-actinin-4 are still not clear. In this study, we analyzed composition
of nuclear protein complexes associated with á-actinin-4 in A431 cells. Using 2D electrophoresis, we have
determined that about 50 different proteins may be associated with nuclear á-actinin-4. Using mass-spectromet-
ry, we analyzed major proteins of these complexes. â-Actin, á- and â-tubulins, ribonucleoprotein A2/B1, which
regulates splicing and is associated with â-actin, peroxiredoxin-1, which is involved in oxidative stress, and gly-
colytic enzyme D-3-phosphoglycerate dehydrogenase were identified by MALDI-TOF. Detection of these pro-
teins in nuclear complexes with á-actinin-4 may suggest that á-actinin-4 is involved in transcription and spli-
cing. Presence of â-actin in the investigated complexes was confirmed by tandem mass-spectrometry (MALDI-
TOF-TOF). Immunoprecipitation of nuclear proteins with antibodies against á-tubulin confirmed association of
á-actinin-4 with á-tubulin in the protein complex. Nuclear á-actinin-4 constitutes of 105 KDa fullsize isoform
and two truncated isoforms of 65 and 75 kDa, whereas only the truncated isoform have been found in nuclear
complexes with á-tubulin. These data suggest that á-actinin-4 is associated with a number of different nuclear
protein complexes which may carry out different functions in the cell nucleus.

K e y w o r d s: á-actinin-4, mass-spectrometry.
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