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Àëüôà-àêòèíèí 4 (ACTN4) îòíîñèòñÿ ê àêòèíñâÿçûâàþùèì áåëêàì ñïåêòðèíîâîãî ñóïåðñåìåéñòâà.
Îñíîâíûìè åãî ôóíêöèÿìè ñ÷èòàþòñÿ ôîðìèðîâàíèå è ñòàáèëèçàöèÿ àêòèíîâûõ ôèáðèëë è ôîêàëüíûõ
êîíòàêòîâ. Êðîìå òîãî, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îí ñïîñîáåí ê ìèãðàöèè â ÿäðî è ìîæåò ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â
ÿäåðíûõ ïðîöåññàõ. Â ïîñëåäíèå ãîäû ïîÿâëÿþòñÿ äàííûå î ïðèñóòñòâèè â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ òèïîâ, â
òîì ÷èñëå îïóõîëåâûõ, äîïîëíèòåëüíûõ èçîôîðì ACTN4, îáðàçîâàííûõ ïóòåì àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàé-
ñèíãà. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íàìè îïèñàíà íîâàÿ, ðàíåå íå èäåíòèôèöèðîâàííàÿ èçîôîðìà ACTN4 ðàçìå-
ðîì îêîëî 80 êÄà. Èçîôîðìà îáíàðóæåíà â êëåòêàõ ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà À431 è íå äå-
òåêòèðóåòñÿ â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ ýìáðèîíàëüíîé ïî÷êè HEK293T, íîðìàëüíûõ êåðàòèíîöè-
òàõ è äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ êîæè ÷åëîâåêà. Àíàëèç ìÐÍÊ, êîäèðóþùèõ ACTN4 â êëåòêàõ À431,
ïîêàçàë ïðèñóòñòâèå ñïëàéñèíãîâîãî âàðèàíòà ñ äåëåöèåé 2—8-ãî ýêçîíîâ. Ýòè ýêçîíû êîäèðóþò äâà
êàëüïîíèí-ãîìîëîãè÷íûõ äîìåíà (CH1 è CH2), îòâå÷àþùèõ çà ñâÿçûâàíèå ACTN4 ñ F-àêòèíîì. Ïðè ãè-
ïåðýêñïðåññèè â êëåòêàõ HEK293T âíóòðèêëåòî÷íîå ðàñïðåäåëåíèå îïèñàííîé èçîôîðìû ACTN4
(ACTN4ISO) îòëè÷àëîñü îò ïîëíîðàçìåðíîãî áåëêà. Â öèòîïëàçìå ACTN4ISO ðàñïðåäåëåíà äèôôóçíî è
íå ñîëîêàëèçóåòñÿ ñ àêòèíîâûì öèòîñêåëåòîì. Âíóòðèÿäåðíîå ðàñïðåäåëåíèå ACTN4ISO òàêæå îòëè÷à-
åòñÿ îò ðàñïðåäåëåíèÿ ïîëíîðàçìåðíîãî ACTN4. Ìåòîäîì èììóíîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà ïîêàçàíî, ÷òî
âûÿâëåííàÿ èçîôîðìà íàõîäèòñÿ, òåì íå ìåíåå, â ñîñòàâå áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ ñ ïîëíîðàçìåðíûì
ACTN4 è ñ áîëüøîé âåðîÿòíîñòüþ ìîæåò îáðàçîâûâàòü ñ íèì â êëåòêàõ ãåòåðîäèìåðû. Äàëüíåéøèå èñ-
ñëåäîâàíèÿ âçàèìîäåéñòâèé îïèñàííîé èçîôîðìû ñ áåëêîâûìè ïàðòíåðàìè ACTN4 ìîãóò ïðîÿñíèòü åå
ôóíêöèîíàëüíûå îñîáåííîñòè â êëåòêàõ ëèíèè À431.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ACTN4, àëüòåðíàòèâíûé ñïëàéñèíã, A431.

Àëüôà-àêòèíèí 4 (ACTN4) ÿâëÿåòñÿ àêòèíñâÿçûâàþ-
ùèì áåëêîì ñïåêòðèíîâîãî ñóïåðñåìåéñòâà. ACTN4 ïðè-
íèìàåò íåïîñðåäñòâåííîå ó÷àñòèå â îðãàíèçàöèè öèòîñêå-
ëåòà, ïðîëèôåðàöèè, ìèãðàöèè, àäãåçèè êëåòîê ê ñóáñòðà-
òó, âûïîëíÿåò ðîëü ñêàôôîëäà äëÿ ñáîðêè íåêîòîðûõ
öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ êîìïëåêñîâ (Djinovic-Carugo et al.,
2002; Broderick, Winder, 2005). Îñíîâíîé åãî öèòîïëàçìà-
òè÷åñêîé ôóíêöèåé ÿâëÿåòñÿ ñâÿçûâàíèå ìîëåêóë ôèá-
ðèëëÿðíîãî àêòèíà (Broderick, Winder, 2005). Êðîìå òîãî,
îáíàðóæåíû ÿäåðíàÿ ëîêàëèçàöèÿ ACTN4 è åãî ñïîñîá-
íîñòü ê âçàèìîäåéñòâèþ ñ íåöèòîñêåëåòíûìè áåëêàìè
êàê â ÿäðå, òàê è â öèòîïëàçìå (Chakraborty et al., 2006;
Hara et al., 2007; Babakov et al., 2008; Khotin et al., 2010).
Ðàíåå â ðàáîòàõ íàøåé ëàáîðàòîðèè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ACTN4 ñîëîêàëèçóåòñÿ ñ òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðîì
NF-kappaB â ÿäðå è öèòîïëàçìå êëåòîê ýïèäåðìîèäíîé
êàðöèíîìû ÷åëîâåêà À431 (Bolshakova et al., 2007; Baba-
kov et al., 2008). Êðîìå òîãî, ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèé
àíàëèç áåëêîâûõ ïàðòíåðîâ ACTN4 âûÿâèë åãî ñâÿçü ñ
áåëêàìè ðèáîíóêëåîïðîòåèíîâîãî ñåìåéñòâà hnRNP, ó÷à-
ñòâóþùèìè â ñïëàéñèíãå, ïðîöåññèíãå è òðàíñïîðòå
ìÐÍÊ (Khotin et al., 2010). Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàí-
íûõ ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ACTN4 ïðèíèìàåò ó÷àñ-

òèå â ïåðåäà÷å ñèãíàëà îò ïîâåðõíîñòè êëåòêè â ÿäðî è ðå-
ãóëÿöèè òàêèõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, êàê òðàíñêðèïöèÿ è
ñïëàéñèíã.

Äîìåííàÿ ñòðóêòóðà ACTN4 õîðîøî èçó÷åíà (Revenu
et al., 2004; Virel, Backman, 2004). Èçâåñòíî, ÷òî ACTN4
íàõîäèòñÿ â êëåòêå â âèäå ãîìîäèìåðà. N-êîíåö áåëêà ñî-
äåðæèò äâà âûñîêîêîíñåðâàòèâíûõ êàëüïîíèí-ãîìîëî-
ãè÷íûõ äîìåíà (CH1 è CH2), êîòîðûå íåîáõîäèìû äëÿ
ñâÿçûâàíèÿ ñ F-àêòèíîì. Â öåíòðàëüíîé ÷àñòè ìîëåêóëû
ðàñïîëîæåíû ÷åòûðå ñïåêòðèíîâûõ äîìåíà (SR1—SR4),
âûïîëíÿþùèå ñòðóêòóðíóþ ðîëü è îáåñïå÷èâàþùèå äè-
ìåðèçàöèþ áåëêà. Íà Ñ-êîíöå áåëêà íàõîäÿòñÿ äâà êàëü-
öèéñâÿçûâàþùèõ äîìåíà EF-hand. Ãåí, êîäèðóþùèé
ACTN4, ñîñòîèò èç 21 ýêçîíà è êîäèðóåò ìÐÍÊ ðàçìåðîì
3966 íóêëåîòèäîâ. Àëüòåðíàòèâíûé ñïëàéñèíã ìÐÍÊ
ACTN4 áûë îïèñàí äëÿ ðÿäà êëåòî÷íûõ ëèíèé è îïðåäå-
ëåííûõ òèïîâ îïóõîëåé, à ñïëàéñèíãîâûå èçîôîðìû
ACTN4 ïðè ýòîì õàðàêòåðèçîâàëèñü îòëè÷íîé îò ïîëíî-
ðàçìåðíîãî áåëêà âíóòðèêëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèåé (Honda
et al., 1998, 2004; Chakraborty et al., 2006). Òàê, âûÿâëåííàÿ
â êëåòêàõ ëèíèè MCF-7 èçîôîðìà ñ äåëåöèåé, çàòðàãèâà-
þùåé àêòèíñâÿçûâàþùèé äîìåí, èìåëà ïðåèìóùåñòâåí-
íî ÿäåðíóþ ëîêàëèçàöèþ (Chakraborty et al., 2006). Äðóãàÿ
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îïèñàííàÿ èçîôîðìà ACTN4 ñ òðåìÿ àìèíîêèñëîòíûìè
çàìåíàìè èìååò áîëüøîå çíà÷åíèå ïðè äèàãíîñòèêå ìåë-
êîêëåòî÷íîãî ðàêà ëåãêîãî (Honda et al., 2004).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðèâåäåíî îïèñàíèå íîâîé èçî-
ôîðìû ACTN4, ñïåöèôè÷íîé äëÿ êëåòîê ýïèäåðìîèäíîé
êàðöèíîìû ÷åëîâåêà À431, îáðàçîâàííîé ïóòåì àëüòåðíà-
òèâíîãî ñïëàéñèíãà ñ âûïàäåíèåì 2—8-ãî ýêçîíîâ è ñî-
äåðæàùåé âíóòðåííþþ äåëåöèþ äâóõ êàëüïîíèí-ãîìîëî-
ãè÷íûõ äîìåíîâ. Èçîôîðìà, âåðîÿòíî, ñîõðàíÿåò ñïîñîá-
íîñòü ê äèìåðèçàöèè ñ ïîëíîðàçìåðíûì ACTN4. Ïðè
ãèïåðýêñïðåññèè ðàñïðåäåëåíèå èçîôîðìû â ÿäðå è öèòî-
ïëàçìå îòëè÷àåòñÿ îò ïîëíîðàçìåðíîãî áåëêà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è ý ï è ä å ð ì î è ä î é ê à ð ö è í î ì û ÷åëîâå-
êà ëèíèè À431 è êóëüòóðà ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê ïî÷-
êè ÷åëîâåêà (HEK293Ò) áûëè ïîëó÷åíû èç Ðîññèéñêîé
êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ
(Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå
DMEM ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâî-
ðîòêè â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ.

Ïåðâè÷íóþ êóëüòóðó êåðàòèíîöèòîâ ïîëó÷àëè èç êó-
ñî÷êîâ êîæè ëèöà çäîðîâûõ âçðîñëûõ äîíîðîâ ïî ìåòîäó
Ðåéíâàëüäà ñ ìîäèôèêàöèÿìè (Áëèíîâà è äð., 2002). Âû-
äåëåíèå ôèáðîáëàñòîâ ïðîâîäèëè ìåòîäîì ìèãðàöèè êëå-
òîê èç ôðàãìåíòîâ íîðìàëüíîé êîæè âçðîñëûõ äîíîðîâ
(Þäèíöåâà è äð., 2008). Â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà ôèáðîáëà-
ñòîâ èñïîëüçîâàëè êîæó ëèöà è âåê, ïîëó÷åííóþ â ïðî-
öåññå êîñìåòîëîãè÷åñêèõ îïåðàöèé.

Ð å à ê ö è ÿ î á ð à ò í î é ò ð à í ñ ê ð è ï ö è è. Òîòàëü-
íóþ ÐÍÊ ïîëó÷àëè èç êëåòîê A431, HEK293Ò, êåðàòèíî-
öèòîâ è ôèáðîáëàñòîâ êîæè ÷åëîâåêà ñ ïîìîùüþ TRIzol
Reagent (Sigma, ÑØÀ) ñîãëàñíî ìåòîäèêå ôèðìû-ïðîèç-
âîäèòåëÿ. Àíàëèç êà÷åñòâà è êîëè÷åñòâà ïîëó÷åííîé ÐÍÊ
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîôîòîìåòðà NanoDrop 1000
(Thermoscientific, ÑØÀ). Â ðåàêöèþ îáðàòíîé òðàíñêðèï-
öèè áðàëè îáðàçöû ÐÍÊ ñ îòíîøåíèåì äëèí âîëí 260/280
è 260/230 íì áîëüøå 1.9. Ðåàêöèþ îáðàòíîé òðàíñêðèï-
öèè ïðîâîäèëè ñ íàáîðîì Revert Aid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Fermentas, Ëèòâà) â îáúåìå 20 ìêë.

Ï î ë è ì å ð à ç í à ÿ ö å ï í à ÿ ð å à ê ö è ÿ. Àìïëèôèêà-
öèþ ïîëíîðàçìåðíîé êÄÍÊ ãåíà ACTN4 ïðîâîäèëè ìåòî-
äîì îáû÷íîé ÏÖÐ íà àìïëèôèêàòîðå iCycler (Bio-Rad,
ÑØÀ). Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè â áóôåðå äëÿ Tag-ïîëèìåðàçû
(Fermentas, Ëèòâà), ñîäåðæàùåì dNTP â êîíå÷íîé êîí-
öåíòðàöèè êàæäîãî èç íèõ 200 ìêÌ, 1 ìÌ êàæäîãî ïðàé-
ìåðà, 2—2.5 ìÌ MgCl2 è 0.5 åä. àêò. Taq-ïîëèìåðàçû â
îáúåìå 20 ìêë. Â êà÷åñòâå ïðàéìåðîâ äëÿ àìïëèôèêàöèè
êÄÍÊ ACTN4 áûëè èñïîëüçîâàíû ïàðû ïðàéìåðîâ
5R GCGGCGGAATGGTGGACTA 3R (ïðÿìîé ïðàéìåð, F1)
è 5R CAGGTCGCTCTCGCCATACA 3R (îáðàòíûé ïðàé-
ìåð, R1). Àíàëèç ÏÖÐ-ïðîäóêòîâ ïðîâîäèëè ïîñëå
35 öèêëîâ àìïëèôèêàöèè, ïðè ñëåäóþùèõ ïðîãðàììíûõ
óñëîâèÿõ: îáùàÿ äåíàòóðàöèÿ ïðè 95 °Ñ â òå÷åíèå 5 ìèí,
äàëåå îñíîâíîé öèêë: 95 °Ñ, 90 ñ; 66 °Ñ, 90 ñ; 72 °Ñ, 3 ìèí
è îáùèé êîíå÷íûé ñèíòåç ïðè 72 °Ñ 5 ìèí. Ðàçäåëåíèå
ÏÖÐ-ïðîäóêòîâ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â
1.5%-íîì àãàðîçíîì ãåëå. Âèçóàëèçàöèþ ãåëåé ïðîâîäèëè
íà ïðèáîðå Chemidoc (Bio-Rad, ÑØÀ) â ïðîõîäÿùåì
ÓÔ-ñâåòå.

Ï î ë ó ÷ å í è å ý ê ñ ï ð å ñ ñ è î í í û õ ê î í ñ ò ð ó ê -
öèé. Ôðàãìåíòû, êîäèðóþùèå ïîëíîðàçìåðíûé âàðèàíò
ACTN4, ïîëó÷åíû ìåòîäîì ÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè F1 è R1.

Ñòàíäàðòíóþ ÏÖÐ ñ êÄÍÊ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ Pfu-ïî-
ëèìåðàçû (Fermentas, Ëèòâà) â ñîîòâåòñòâèè ñ îïèñàííû-
ìè âûøå óñëîâèÿìè ÏÖÐ. Äëÿ óâåëè÷åíèÿ âûõîäà
ïðîäóêòà íà 16-ì öèêëå â ðåàêöèþ äîáàâëÿëè Taq-ïîëè-
ìåðàçó. Â êà÷åñòâå ìàòðèöû èñïîëüçîâàëè êÄÍÊ, ïîëó-
÷åííóþ ñ ïîìîùüþ îëèãî(dT)ïðàéìåðîâ ñ òîòàëüíîé
ÐÍÊ, âûäåëåííîé èç êëåòîê À431 ñîãëàñíî âûøåîïèñàí-
íîé ìåòîäèêå. Ñîîòâåòñòâóþùèå àìïëèôèöèðîâàííûå
ôðàãìåíòû âûðåçàëè èç ãåëÿ. Î÷èñòêó è âûäåëåíèå àìï-
ëèôèöèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ îñóùåñòâëÿëè íà êî-
ëîíêàõ ñ ïîìîùüþ íàáîðà äëÿ âûäåëåíèÿ ÄÍÊ èç ãåëÿ
HiYield(TM) Gel/PCR DNA Extraction Kit (Real-Biotech,
Òàéâàíü).

ÏÖÐ-ïðîäóêòû, ñîîòâåòñòâóþùèå êÄÍÊ ïîëíîðàç-
ìåðíîãî ACTN4 (2736 ï. î.) è åãî óêîðî÷åííîãî âàðèàíòà
(2079 ï. î.), áûëè âñòðîåíû â âåêòîð pJET1/blunt ñ ïî-
ìîùüþ íàáîðà GeneJETTM PCR Cloning Kit (Fermentas,
Ëèòâà) ñîãëàñíî ïðîòîêîëó èçãîòîâèòåëÿ. Ïîëó÷åííûå ãå-
íåòè÷åñêèå êîíñòðóêöèè èñïîëüçîâàëè äëÿ êëîíèðîâàíèÿ
ãåíà ACTN4 â âåêòîð pCS2MT ïîä CMV-ïðîìîòîð â îä-
íîé ðàìêå ñ÷èòûâàíèÿ ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, êîäèðóþ-
ùåé ìàðêåðíûé ïåïòèä MYC. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êÄÍÊ
ãåíà ACTN4 àìïëèôèöèðîâàëè ñ ïîìîùüþ Pfu-ïîëèìåðà-
çû è ïàð ïðàéìåðîâ 5R GGAATTCTATGGTGGACTAC-
CACGCGGCG 3R è 5R GCTCTAGATCACAGGTCGCTCT-
CGCCATACAAG 3R, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ ñàéòû ðåñòðèê-
öèè äëÿ EcoRI è XbaI (Fermentas, Ëèòâà) ñîîòâåòñòâåííî,
ñîãëàñíî îïèñàííîé âûøå ìåòîäèêå ñòàíäàðòíîé ÏÖÐ. Ïî
ñàéòàì EcoRI è XbaI â äàëüíåéøåì ïðîâîäèëè êëîíèðîâà-
íèå àìïëèôèöèðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â âåêòîð
pCS2MT. Ïîëó÷åííûìè ýêñïðåññèîííûìè ïëàçìèäàìè ñî
âñòàâêàìè ïîëíîðàçìåðíîãî ACTN4 è äîïîëíèòåëüíûõ
âàðèàíòîâ êÄÍÊ òðàíñôîðìèðîâàëè êëåòêè Escherichia
coli (Ìàíèàòèc è äð., 1984) ñ ïîñëåäóþùèì âûäåëåíèåì
ïëàçìèäíîé ÄÍÊ èç íî÷íîé êóëüòóðû ñ ïîìîùüþ íàáîðà
äëÿ âûäåëåíèÿ ïëàçìèäíîé ÄÍÊ HiYield™ Plasmid Mini
Kit (Real-Biotech, Òàéâàíü). Íàëè÷èå è òî÷íîñòü âñòàâêè â
âåêòîðå ïðîâåðÿëè ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêöèè ïëàçìèä ðåñò-
ðèêòàçîé BamHI (Fermentas, Ëèòâà), à òàêæå ìåòîäîì ñåê-
âåíèðîâàíèÿ ïðè ïîìîùè íàáîðà äëÿ ñåêâåíèðîâàíèÿ DY-
Enamic ET Terminator Cycle Sequencer Kit (Amersham
Pharmacia Biotech, Øâåöèÿ) íà ïðèáîðå GE Amersham
MegaBACE Sequence Analyser (Øâåöèÿ).

Ò ð à í ñ ô å ê ö è þ êëåòî÷íûõ êóëüòóð ïðîâîäèëè ìå-
òîäîì êàëüöèé-ôîñôàòíîé ïðåöèïèòàöèè â ñðåäå DMEM
(Áèîëîò, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé áû-
÷üåé ñûâîðîòêè (Gibco, ÑØÀ). Êîëè÷åñòâî ÄÍÊ íà ÷àøêó
Ïåòðè äèàìåòðîì 3.5 ñì ñîñòàâèëî 2.5 ìêã. Äëÿ ñèíõðî-
íèçàöèè êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ è ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâíî-
ñòè òðàíñôåêöèè êëåòêè ïðåäâàðèòåëüíî (çà 16—17 ÷ äî
ïðîâåäåíèÿ òðàíñôåêöèè) ðàññåâàëè íà êóëüòóðàëü-
íûå ÷àøêè è çà 2 ÷ äî ïðîâåäåíèÿ òðàíñôåêöèè ïðîâîäè-
ëè ñìåíó êóëüòóðàëüíîé ñðåäû. Ôîðìèðîâàíèå ÄÍÊ-êàëü-
öèåâûõ êîìïëåêñîâ ïðîâîäèëè â 2-êðàòíîì ôîñôàò-
íî-ñîëåâîì áóôåðå HBS pH 7.05 (280 ìM NaCl, 100 ìM
Hepes, 1.5 ìM Na2HPO4) â ïðèñóòñòâèè 1 Ì ÑaCl2. ×åðåç
16—17 ÷ ïîñëå ïîñòàíîâêè òðàíñôåêöèè ïðîâîäèëè ñìå-
íó òðàíñôåêöèîííîé ñðåäû íà ñâåæóþ. Ñíÿòèå êëåòîê äëÿ
èììóíîôëóîðåñöåíöèè îñóùåñòâëÿëè íà 2-å (÷åðåç 48 ÷)
è 4-å (÷åðåç 96 ÷) ñóò ïîñëå ïðîâåäåíèÿ òðàíñôåêöèè. Óâå-
ëè÷åíèå âðåìåíè ïðîëèôåðàöèè ïîñëå ïðîâåäåíèÿ òðàíñ-
ôåêöèè íå ïðèâîäèëî ê èçìåíåíèþ âíóòðèêëåòî÷íîé ëî-
êàëèçàöèè ýêçîãåííûõ âàðèàíòîâ ACTN4, â ñâÿçè ñ ÷åì â
íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû äàííûå òîëüêî äëÿ êëå-
òîê ïîñëå 48 ÷ êóëüòèðîâàíèÿ.

26 Â. Þ. Àêñåíîâà, Ì. Ã. Õîòèí è äð.



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. Êëåòêè ëè-
íèè ÍÅÊ293Ò â êîíöåíòðàöèè 1.6�105 êë./ìë íàíîñèëè íà
ïðåäâàðèòåëüíî ñèëèêîíèçèðîâàííûå ïîêðîâíûå ñòåêëà,
ïîêðûòûå ôèáðîíåêòèíîì, è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå
1 ÷ ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2. Äàëåå êëåòêè ôèêñè-
ðîâàëè â 10%-íîì ðàñòâîðå ôîðìàëèíà íà PBS â òå÷åíèå
15 ìèí è ïåðìåàáèëèçèðîâàëè â 0.1%-íîì ðàñòâîðå òðè-
òîíà Õ-100 íà PBS â òå÷åíèå 6 ìèí. Ïåðåä èíêóáàöèåé
ïðåïàðàòîâ ñî ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè ñòåêëà îáðà-
áàòûâàëè 2%-íûì ðàñòâîðîì BSA â òå÷åíèå 30 ìèí äëÿ
óìåíüøåíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ. Âûÿâëåíèå
ëîêàëèçàöèè ýêçîãåííûõ è ýíäîãåííûõ âàðèàíòîâ ACTN4
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìûøèíûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòè-
òåë ïðîòèâ ìàðêåðíîãî ïåïòèäà MYC (Sigma, ÑØÀ), ïî-
ëèêëîíàëüíûõ êðîëè÷üèõ àíòèòåë ïðîòèâ ACTN4 (Immu-
noglobe, Ãåðìàíèÿ) è âòîðûõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ
çåëåíûì ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì FITC, ïðîòèâ èì-
ìóíîãëîáóëèíîâ ìûøè è êðîëèêà (Invitrogen, ÑØÀ). Âñå
èíêóáàöèè ñ àíòèòåëàìè ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 40 ìèí,
êëåòêè ïîñëå êàæäîé èíêóáàöèè òðèæäû ïðîìûâàëè ðàñò-
âîðîì PBS, ñîäåðæàùèì 0.1 % Tween-20. Öèòîñêåëåò
îêðàøèâàëè 20%-íûì ðàñòâîðîì ðîäàìèí-ôàëëîèäèíà,
ÿäðà — ðàñòâîðîì DAPI, 1 ìêã/ìë. Ôèêñàöèþ ïðåïàðàòîâ
îñóùåñòâëÿëè â çàêëþ÷àþùåé ñðåäå Mounting Medium
(Vector Laboratories, ÑØÀ). Ïðåïàðàòû èññëåäîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ëàçåðíîãî êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Leica TCS
SP5 (Ãåðìàíèÿ). Ïðèìåíÿëè ðàçäåëüíîå ñêàíèðîâàíèå
ñèãíàëîâ äëÿ FITC (488 íì), ðîäàìèí-ôàëëîèäèíà
(543 íì) è DAPI (405 íì) ñ ïîñëåäóþùèì ñîâìåùåíèåì
ñèãíàëîâ íà ïðîãðàììíîì îáåñïå÷åíèè Leica TCS. Èçîá-
ðàæåíèÿ ïîëó÷àëè, èñïîëüçóÿ ìàñëÿíûé èíâåðòèðîâàí-
íûé îáúåêòèâ 100�.

Â û ä å ë å í è å ÿ ä å ð í û õ á å ë ê î â. Ïåðåä ñíÿòèåì ñ
êóëüòóðàëüíûõ ÷àøåê êëåòêè ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì PBS.
Äàëåå êëåòêè ñíèìàëè ïðè ïîìîùè ðåçèíîâîãî ñêðåáêà,
îòìûâàëè â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 0.32 M ñàõàðîçû, 10 ìM
Òðèñ-HCl, pH 8.0, 20 ìM MgCl2, 0.1 ìM ÝÄÒÀ, 10 ìM
ÄÒÒ, 0.05 ìÌ PMSF è èíãèáèòîð ïðîòåàç (Khotin et al.,
2010). Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 2500 g êëåòêè ðå-
ñóñïåíäèðîâàëè 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 ïðè 4 °Ñ. Äàëåå ñ öåëüþ äîïîëíèòåëüíîé
î÷èñòêè ÿäðà ðåñóñïåíäèðîâàëè â 0.32 Ì ñàõàðîçíîì áó-
ôåðå è äâàæäû íàñëàèâàëè íà 0.5 Ì ñàõàðîçó ñ ïîñëåäóþ-
ùèì öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 2500 g. Ñîõðàííîñòü, ÷èñ-
òîòó è ÷èñëî ÿäåð êîíòðîëèðîâàëè ïîä ìèêðîñêîïîì, èñ-
ïîëüçóÿ êàìåðó Ãîðÿåâà. Âûäåëåíèå ÿäåðíîé áåëêîâîé
ôðàêöèè, ñîäåðæàùåé òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû, ïðî-
âîäèëè â òå÷åíèå 45 ìèí ïðè 4 °Ñ â áóôåðå, ñîäåðæàùåì
400 ìM NaCl, 20 ìM HEPES, pH 7.9, 25 % ãëèöåðèíà, 1.5
ìM MgCl2, 0.4 ìM ÝÄÒÀ, 0.4 ìM PMSF, 1 ìM ÄÒÒ è èí-
ãèáèòîðû ïðîòåàç (Roche, Øâåéöàðèÿ). Îñòàòêè ÿäåð
îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì (10 000 g, 10 ìèí), à ñó-
ïåðíàòàíò èñïîëüçîâàëè äëÿ èììóíîïðåöèïèòàöèè.

È ì ì ó í î ï ð å ö è ï è ò à ö è ÿ. ßäåðíûå ëèçàòû ðàçáàâ-
ëÿëè äâóìÿ îáúåìàìè PBS äëÿ óìåíüøåíèÿ êîíöåíòðàöèè
ñîëè è èíêóáèðîâàëè ñ ïðîòåèí-G-ñåôàðîçîé (GE Health-
care, ÑØÀ) ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè â òå÷åíèå 1 ÷
ïðè 4 °Ñ äëÿ óäàëåíèÿ èç ïðîáû áåëêîâ, íåñïåöèôè÷åñêè
ñâÿçûâàþùèõñÿ ñ ñåôàðîçîé. Çàòåì ñåôàðîçó ïîñëåäîâà-
òåëüíî öåíòðèôóãèðóÿ ïðè 2000 è 10 000 g ïî 5 ìèí ïðè
4 °Ñ, ñóïåðíàòàíò ïåðåíîñèëè â íîâûå ïðîáèðêè è èíêó-
áèðîâàëè ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè àíòèòåëàìè â òå÷åíèå

íî÷è. ×åðåç 16—17 ÷ â ïðîáû äîáàâëÿëè ñâåæóþ ïîðöèþ
ïðîòåèí-G-ñåôàðîçû è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 4 ÷ íà ðî-
òàòîðå ïðè 4 °Ñ. Èììóíîïðåöèïèòàòû îòìûâàëè 3 ðàçà â
500 ìêë ðàñòâîðà PBS ñ èíãèáèòîðàìè ïðîòåàç íà ëüäó.

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.
Ïîëó÷åííûå èììóíîïðåöèïèòàòû ðàñòâîðÿëè â áóôåðå
Laemmli äëÿ ïðîá è èíêóáèðîâàëè 7 ìèí ïðè 98 °Ñ. Çàòåì
áåëêîâûå ïðîáû ðàçäåëÿëè â êîíöåíòðèðîâàííîì ãðàäè-
åíòå (7—17 %) ïîëèàêðèëàìèäíîãî ãåëÿ ñ SDS ïðè ñèëå
òîêà 100 ìÀ/ñì2 â òå÷åíèå 1—2 ÷ â òðèñ-ãëèöèíîâîì áó-
ôåðå, ñîäåðæàùåì 0.1 % SDS. Ãåëü ïîñëå ïðîâåäåíèÿ
ýëåêòðîôîðåçà èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ â òðèñ-ãëèöè-
íîâîì áóôåðå, ñîäåðæàùåì 10 % ìåòàíîëà è 0.1 % SDS.
Ïåðåíîñ áåëêîâ ñ ãåëÿ íà ìåìáðàíó PVDF (Millipore,
ÑØÀ) ïðîâîäèëè â òå÷åíèå íî÷è â òðèñ-ãëèöèíîâîì áó-
ôåðå ïðè íàïðÿæåíèè 20 Â/ñì2. Ìåìáðàíó ôèêñèðîâàëè â
ìåòàíîëå â òå÷åíèå 1 ìèí è âûñóøèâàëè ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Ïåðåä ãèáðèäèçàöèåé ñ àíòèòåëàìè ìåìáðà-
íó ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ â 5%-íîì
ìîëîêå íà PBST (PBS, ñîäåðæàùåì 0.1 % Tween-20). Ïî-
ñëå ýòîãî ìåìáðàíó îòìûâàëè áóôåðîì PBST è èíêóáèðî-
âàëè íî÷ü ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè â áóôåðå PBST ïðè
4 °Ñ. Äàëåå ìåìáðàíó òðèæäû îòìûâàëè áóôåðîì PBST,
èíêóáèðîâàëè 1 ÷ ñî âòîðûìè àíòèòåëàìè (Sigma, ÑØÀ)
â 0.05%-íîì ìîëîêå, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ïåðîêñèäàçîé
õðåíà, ïðîâîäèëè 6-êðàòíóþ îòìûâêó áóôåðîì PBST è
âèçóàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ëþìèíîôîðà ECL (1.25 ìÌ
ëþìèíîëà, 0.2 ìÌ ïàðàêóìàðîâîé êèñëîòû è 0.01 % Í2Î2

â 150 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 8.8). Õåìèëþìèíåñöåíòíîå èçëó-
÷åíèå ðåãèñòðèðîâàëè íà ïðèáîðå Chemidoc (Bio-Rad,
ÑØÀ).

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ã å í å ò è ÷ å ñ ê è å ê î í ñ ò -
ð ó ê ö è è: ïëàçìèäó pJET1/blunt (3128 ï. î.), ñîäåðæà-
ùóþ ãåí b-ëàêòàìàçû, îáåñïå÷èâàþùèé óñòîé÷èâîñòü ê
àìïèöèëëèíó (Fermentas, Ëèòâà), è ýêñïðåññèîííûé âåê-
òîð pCS2MT (4352 ï. î.), ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåí ä-ðîì
À. Í. Òîìèëèíûì (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ), ñîäåð-
æàùèé CMV-ïðîìîòîð, ãåí óñòîé÷èâîñòè ê àìïèöè-
ëèíó è 6 ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé Myc-Tag, à òàêæå ï ð à é -
ì å ð û, ïîäáîð êîòîðûõ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîã-
ðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Vector NTI è Primer-BLAST
(http:/www.ncbi.nlm.nih.gov) è êîòîðûå áûëè ñèíòåçèðî-
âàíû â ÎÎÎ ÍÏÔ Ñèíòîë (Ðîññèÿ). Â ðàáîòå èñïîëüçîâà-
íû ð å à ê ò è â û: PageRuler Prestained Protein Ladder; Gene-
Ruler 100bp DNA Ladder; ORGeneRuler 1kb DNA Ladder
(Fermentas, Ëèòâà); CaCl2 (Carl Roth, Ãåðìàíèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Ðàíåå ïðè èññëåäîâàíèè ÿäåðíûõ áåëêîâûõ êîìïëåê-
ñîâ, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ ACTN4, ìåòîäàìè èììóíîïðå-
öèïèòàöèè è Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà íàìè áûëî ïîêàçàíî,
÷òî â ÿ ä ð à õ ê ë å ò î ê ý ï è ä å ð ì î è ä í î é ê à ð ö è í î-
ì û À 4 3 1 ï ð è ñ ó ò ñ ò â ó å ò ä î ï î ë í è ò å ë ü í à ÿ è ç î-
ô î ð ì à A C T N 4, èìåþùàÿ ìîë. ìàññó â îáëàñòè 75—
80 êÄà (Khotin et al., 2010). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå âûÿâèëè
ìåõàíèçì îáðàçîâàíèÿ äàííîãî âàðèàíòà áåëêà, îïðåäåëè-
ëè âíóòðèêëåòî÷íóþ ëîêàëèçàöèþ è ñïåöèôè÷íîñòü äëÿ
êóëüòóðû êëåòîê À431. Ìåòîäîì ñóáêëåòî÷íîãî ôðàêöèî-
íèðîâàíèÿ áûëè ïîëó÷åíû ÿäåðíûå ëèçàòû êëåòîê À431.
Ñîãëàñíî ðåçóëüòàòàì Âåñòåðí-áëîòèíãà (ðèñ. 1, à), âî
ôðàêöèè ÿäåðíûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, îáîãàùåííûõ
ñëàáî ñâÿçàííûìè ñ õðîìàòèíîì áåëêàìè, âûÿâëåíû äâå
èçîôîðìû àêòèíñâÿçûâàþùåãî áåëêà ACTN4. Îäíà èç îá-
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íàðóæåííûõ èçîôîðì ñîîòâåòñòâóåò ïî ìîë. ìàññå ïîëíî-
ðàçìåðíîìó ACTN4 (104 êÄà), äðóãàÿ âûÿâëåííàÿ èçî-
ôîðìà èìååò ìîë. ìàññó îêîëî 80 êÄà.

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ïðîàíàëèçèðîâàëè ìÐÍÊ ãåíà
ACTN4 èç êëåòîê ëèíèè À431, íîðìàëüíûõ êåðàòèíîöè-
òîâ ÷åëîâåêà, ôèáðîáëàñòîâ êîæè ÷åëîâåêà è ýìáðèîíàëü-
íûõ êëåòîê ïî÷êè ÷åëîâåêà ëèíèè ÍÅK293Ò. Áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî âñå ïðîàíàëèçèðîâàííûå êëåòî÷íûå êóëüòóðû
ñîäåðæàëè ìÐÍÊ ãåíà ACTN4, êîäèðóþùóþ ïîëíîðàç-
ìåðíûé âàðèàíò áåëêà, êîòîðàÿ ñîîòâåòñòâîâàëà íà
ãåëü-ýëåêòðîôîðåçå ÏÖÐ-ôðàãìåíòó ðàçìåðîì 2736 ï. î.

(ðèñ. 1, á). Ñîãëàñíî ðåçóëüòàòàì ñåêâåíèðîâàíèÿ (ðèñ. 1,
â, âåðõíèé ñïåêòð) è âûðàâíèâàíèÿ íóêëåîòèäíûõ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé (ïðåäñòàâëåíû òîëüêî ó÷àñòêè ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè, êîòîðûå ñîîòâåòñòâóþò ðàéîíó äåëåöèè)
ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Blast Align áûëî
òàêæå ïîäòâåðæäåíî, ÷òî ôðàãìåíò êÄÍÊ ðàçìåðîì
2736 íóêëåîòèäîâ ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îòêðû-
òîé ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ ìÐÍÊ ãåíà ACTN4 (NM_004924).
Â êëåòêàõ ëèíèè À431 âûÿâèëè äîïîëíèòåëüíóþ êÄÍÊ
ìåíüøåãî ðàçìåðà — 2079 íóêëåîòèäîâ (ðèñ. 1, á). Àíàëèç
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîêàçàë, ÷òî ýòîò âà-
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Ðèñ. 1. Âûÿâëåíèå è àíàëèç ñòðóêòóðû óêîðî÷åííîé èçîôîðìû ACTN4.

à — èììóíîáëîòèíã ÿäåðíîãî ëèçàòà êëåòîê À431 ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ïðîòèâ ACTN4; ñòðåëêàìè óêàçàíû ïîëíîðàçìåðíàÿ (104 êÄà) è óêîðî-
÷åííàÿ (80 êÄà) èçîôîðìû ACTN4 â êëåòêàõ À431. á — ÎÒ-ÏÖÐ êÄÍÊ ACTN4 â áàçàëüíûõ êåðàòèíîöèòàõ ÷åëîâåêà (ÊÖ), äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ
÷åëîâåêà (ÔÁ) è òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ ëèíèé HEK293T è A431; ñòðåëêàìè óêàçàíû ïîëîñû íà äîðîæêàõ, ñîîòâåòñòâóþùèå êÄÍÊ ïîëíîðàç-
ìåðíîãî ACTN4 (2736 ï. î.) è óêîðî÷åííîé èçîôîðìû (2079 ï. î.); â — ñåêâåíèðîâàíèå êÄÍÊ ACTN4 èç êëåòîê A431; ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû ðàçëè÷èÿ
êÄÍÊ ïîëíîðàçìåðíîãî è óêîðî÷åííîãî âàðèàíòîâ ACTN4, íà÷èíàÿ ñî 161-ãî íóêëåîòèäà îò èíèöèèðóþùåãî êîäîíà; âåðõíèé ñïåêòð — ó÷àñòîê ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ïîëíîðàçìåðíîãî ACTN4; íèæíèé ñïåêòð — ó÷àñòîê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èçîôîðìû ACTN4; êâàäðàòíûìè ñêîáàìè îòìå÷åíû êî-
äîíû, êîäèðóþùèå àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè; ïîä÷åðêíóòû àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè, ñîîòâåòñòâóþùèå íà÷àëó ðàéîíà äåëåöèè. ã — ñõåìà ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé ïîëíîðàçìåðíîé ìÐÍÊ ãåíà ACTN4 è åå óêîðî÷åííîé èçîôîðìû; âåðòèêàëüíûìè ñòðåëêàìè óêàçàí ðàéîí äåëåöèè 161—819-ãî íóêëåî-
òèäîâ (í.) îò èíèöèèðóþùåãî êîäîíà, çàòðàãèâàþùèé ïîëíîðàçìåðíóþ ìÐÍÊ ACTN4; äåëåòèðîâàííûå ýêçîíû 2—8 êîäèðóþò äîìåíû CH1 è CH2
(55—273-é àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè), îòñóòñòâóþùèå â ñïëàéñèíãîâîé èçîôîðìå; polyGly — ïîëèãëèöèíîâûé òðàêò ACTN4; CH1, CH2 — êàëüïîíè-

íîâûå äîìåíû ACTN4; SR1—SR4 — ñïåêòðèíîâûå äîìåíû ACTN4; EF1, EF2 — äîìåíû EF-hand ACTN4.



ðèàíò ìÐÍÊ ÿâëÿåòñÿ ïðîäóêòîì àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàé-
ñèíãà ìÐÍÊ ãåíà ACTN4. Â äàííîé óêîðî÷åííîé èçîôîð-
ìå ìÐÍÊ, êàê âèäíî íà ðèñ. 1, ã, îòñóòñòâîâàë ó÷àñòîê
ìåæäó 161-ì è 819-ì íóêëåîòèäàìè (îò ÑÒÀÐÒ-êîäîíà),
çàòðàãèâàþùèé ðàéîí ñî 2-ãî ïî 8-é ýêçîí âêëþ÷èòåëüíî
(ðèñ. 1, â, íèæíèé ñïåêòð).

Ñîïîñòàâëåíèå äàííîãî ðàéîíà ìÐÍÊ ñ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòüþ áåëêà ïîêàçàëî, ÷òî ð à é î í ä å ë å ö è è ï ð è-
õ î ä è ò ñ ÿ ñ ò ð î ã î í à ä â à ê à ë ü ï î í è í - ã î ì î ë î-

ã è ÷ í û õ ä î ì å í à, ïðèíèìàþùèõ ó÷àñòèå â ñâÿçûâàíèè
ACTN4 ñ F-àêòèíîì. Òåîðåòè÷åñêîå çíà÷åíèå ìîë. ìàññû
èäåíòèôèöèðîâàííîé èçîôîðìû ñîñòàâèëî 79.9 êÄà è ñî-
îòâåòñòâîâàëî ìîë. ìàññå èäåíòèôèöèðîâàííîé íàìè ðà-
íåå èçîôîðìû ACTN4 â ÿäðàõ êëåòîê À431. Äàííûå î
ñòðóêòóðå âûÿâëåííîé íîâîé èçîôîðìû ACTN4ISO áûëè
âíåñåíû â åäèíûé ðååñòð áàçû äàííûõ NCBI, êîòîðîìó
áûë ïðèñâîåí ïåðñîíàëüíûé èäåíòèôèêàöèîííûé íîìåð
GeneBank GU 987085. Òàêèì îáðàçîì, íàìè ïîêàçàíî, ÷òî
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Ðèñ. 2. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç âíóòðèêëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèè ñïëàéñèíãîâîé èçîôîðìû ACTN4 â êëåòêàõ ÍÅK293Ò.

a—â — êëåòêè, òðàíñôèöèðîâàííûå ïëàçìèäîé pCS2MT (ACTN4FL); ã—å — êëåòêè, òðàíñôèöèðîâàííûå ïëàçìèäîé pCS2MT (ACTN4ISO); æ—è —
êëåòêè, òðàíñôèöèðîâàííûå ïóñòûì âåêòîðîì pCS2MT; ê—ì — íåòðàíñôèöèðîâàííûå êëåòêè (ACTN4WT). Ìèêðîôîòîãðàôèè àêòèíîâîãî öèòîñêå-
ëåòà (à, ã, æ, ê) îêðàøåíû ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì; ACTN4 âèçóàëèçèðîâàí àíòèòåëàìè ïðîòèâ MYC-Tag (á, ä, ç) è ACTN4 (ë), ÿäðà îêðàøåíû DAPI

(â, å, è, ì). Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 25 ìêì.



ôðàãìåíò ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 80 êÄà, îáíàðóæåííûé ñ
ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà ïðîòèâ àíòèòåë ê
ACTN4, ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèí-
ãà ãåíà ACTN4.

Äëÿ àíàëèçà â í ó ò ð è ê ë å ò î ÷ í î ã î ð à ñ ï ð å ä å ë å-
í è ÿ ïîëíîðàçìåðíîãî ACTN4 (ACTN4FL) è ACTN4ISO
áûëè ñêîíñòðóèðîâàíû ýêñïðåññèîííûå ïëàçìèäû íà
îñíîâå âåêòîðà pCS2MT (pCS2MT-ACTN4FL è
pCS2MT-ACTN4ISO ñîîòâåòñòâåííî). Ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè êÄÍÊ, êîäèðóþùèå ACTN4FL è ACTN4ISO, êëîíè-
ðîâàëè â âåêòîð ýêñïðåññèè â îäíîé ðàìêå ñ÷èòûâàíèÿ ñ
ñèãíàëüíûì ïåïòèäîì MYC. Êóëüòóðó êëåòîê ëèíèè
ÍÅK293Ò, ñîäåðæàùóþ òîëüêî ïîëíîðàçìåðíûé âàðèàíò
ACTN4, òðàíñôèöèðîâàëè ýêñïðåññèîííûìè ïëàçìèäàìè
pCS2MT-ACTN4FL è pCS2MT-ACTN4ISO, à òàêæå ýêñï-
ðåññèîííûì âåêòîðîì áåç âñòàâêè. Èììóíîôëóîðåñöåíò-
íûé àíàëèç âûÿâèë, ÷òî âíóòðèêëåòî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ íî-
âîé èäåíòèôèöèðîâàííîé íàìè èçîôîðìû îòëè÷àåòñÿ îò
ëîêàëèçàöèè ïîëíîðàçìåðíîãî ACTN4. Ñîãëàñíî ïîëó-
÷åííûì ðåçóëüòàòàì, ãèïåðýêñïðåññèÿ ýêçîãåííîãî ïîë-
íîðàçìåðíîãî ACTN4 (MYC-ACTN4FL, ðèñ. 2, á) ñîîòâåò-
ñòâîâàëà íîðìàëüíîìó âíóòðèêëåòî÷íîìó ðàñïðåäåëåíèþ
ýíäîãåííîãî ACTN4 (ACTN4WT, ðèñ. 2, ë), ïðè êîòîðîì
îñíîâíàÿ ÷àñòü ACTN4 íàõîäèòñÿ â öèòîïëàçìå â ñâÿçàí-
íîì ñ F-àêòèíîì ñîñòîÿíèè. Ä å ë å ö è ÿ ä â ó õ ê à ë ü ï î-
í è í - ã î ì î ë î ã è ÷ í û õ ä î ì å í î â â íîâîé èäåíòèôè-
öèðîâàííîé èçîôîðìå (MYC-ACTN4ISO) ï ð è â î ä è ë à ê
í à ð ó ø å í è þ â ç à è ì î ä å é ñ ò â è ÿ á å ë ê à ñ î ñ ò ð ó ê -
ò ó ð à ì è à ê ò è í î â î ã î ö è ò î ñ ê å ë å ò à è äèñïåðñíîìó
ðàñïðåäåëåíèþ åãî â öèòîïëàçìå (ðèñ. 2, ä). Âíóòðèÿäåð-
íîå ðàñïðåäåëåíèå ACTN4ISO òàêæå îòëè÷àëîñü îò
ACTN4FL. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî ïîëíîðàçìåðíûé ACTN4 è âûÿâëåííàÿ óêîðî÷åí-
íàÿ èçîôîðìà ìîãóò èìåòü ðàçëè÷íûå êëåòî÷íûå ôóíêöèè.

Èçâåñòíî, ÷òî ïîëíîðàçìåðíûé ACTN4 íàõîäèòñÿ â
êëåòêå â âèäå ãîìîäèìåðà, ñòðóêòóðà êîòîðîãî ïîääåðæè-
âàåòñÿ ÷åðåç âçàèìîäåéñòâèå ñïåêòðèíîâûõ äîìåíîâ áåë-
êà. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìû ïðîâåðèëè âîçìîæíîñòü îáðàçîâà-
íèÿ ãåòåðîäèìåðîâ ìåæäó ïîëíîðàçìåðíûì ACTN4 è åãî
óêîðî÷åííîé èçîôîðìîé. Äëÿ ýòîãî êëåòêè ëèíèè
ÍÅK293Ò, ñîäåðæàùèå òîëüêî ïîëíîðàçìåðíûé âàðèàíò
ACTN4, òðàíñôèöèðîâàëè ýêñïðåññèîííûìè êîíñòðóêöè-
ÿìè pCS2MT-ACTN4FL è pCS2MT-ACTN4ISO. Èç òðàíñ-
ôèöèðîâàííûõ êëåòîê ïîëó÷àëè ÿäåðíóþ ôðàêöèþ áåë-
êîâ, ñëàáî ñâÿçàííûõ ñ õðîìàòèíîì, è èììóíîïðåöèïèòè-
ðîâàëè ÿäåðíûå áåëêîâûå êîìïëåêñû, ñîäåðæàùèå
ýêçîãåííûå âàðèàíòû ACTN4, c àíòèòåëàìè ïðîòèâ ìàð-
êåðíîãî ïåïòèäà MYC. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïîêàçà-
ëè, ÷òî ýíäîãåííûé ACTN4 äåòåêòèðóåòñÿ â êîìïëåêñàõ,
ñîäåðæàùèõ ýêçîãåííûå âàðèàíòû êàê ïîëíîðàçìåðíîãî

ACTN4 (ACTN4FL), òàê è ACTN4ISO (ðèñ. 3). Ïîñêîëüêó
íàëè÷èå ñïåêòðèíîâûõ äîìåíîâ â ACTN4 ìîæåò îïîñðå-
äîâàòü îáðàçîâàíèå íå òîëüêî ãîìîäèìåðîâ, íî è ãåòåðî-
äèìåðîâ áåëêà, ïðèñóòñòâèå â êëåòêàõ À431 äîïîëíèòåëü-
íîãî óêîðî÷åííîãî âàðèàíòà ACTN4 ìîæåò ïðèâîäèòü ê
ôîðìèðîâàíèþ êîìïëåêñîâ ìåæäó äâóìÿ âàðèàíòàìè áåë-
êà è, âîçìîæíî, âëèÿòü íà êëåòî÷íûå ôóíêöèè ïîëíîðàç-
ìåðíîãî.

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èäåíòèôèöèðîâàëè íîâóþ
èçîôîðìó àêòèíñâÿçûâàþùåãî áåëêà ACTN4. Åå ñòðóêòó-
ðà îòëè÷íà îò ñòðóêòóðû ïîëíîðàçìåðíîãî ACTN4, âûÿâ-
ëåííîãî ðàíåå (Honda et al., 1998), çà ñ÷åò âíóòðåííåé äå-
ëåöèè 7 ýêçîíîâ. Ñïëàéñèíã äàííîé èçîôîðìû èäåò ïóòåì
àëüòåðíàòèâíîãî ñîåäèíåíèÿ 1-ãî è 9-ãî ýêçîíîâ ïî ýê-
çîí-èíòðîííûì ãðàíèöàì áåç íàðóøåíèÿ ðàìêè ñ÷èòûâà-
íèÿ. Ñðåäè ïðîàíàëèçèðîâàííûõ íàìè êëåòî÷íûõ ëèíèé
òîëüêî êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà À431
îáëàäàëè ýòîé èçîôîðìîé, ÷òî äàåò âîçìîæíîñòü ñäåëàòü
ïðåäïîëîæåíèå î åå ñïåöèôè÷íîñòè äëÿ äàííîãî âèäà
êëåòîê.

Ñîãëàñíî äàííûì ëèòåðàòóðû, äëÿ ãåíà ACTN4 ñóùå-
ñòâóåò íåñêîëüêî òêàíåñïåöèôè÷íûõ èçîôîðì (Honda et
al., 2004; Chakraborty et al., 2006). Îäèí èç òêàíåñïåöè-
ôè÷íûõ âàðèàíòîâ ACTN4 áûë èäåíòèôèöèðîâàí â çëîêà-
÷åñòâåííûõ êëåòêàõ ìåëêîêëåòî÷íîãî ðàêà ëåãêîãî (Hon-
da et al., 2004). Ïðè äåòàëüíîì èññëåäîâàíèè ñòðóêòóðû
ãåíà ACTN4 áûëî âûÿâëåíî, ÷òî âíóòðè 8-ãî èíòðîíà ïðè-
ñóòñòâóåò äîïîëíèòåëüíàÿ êîïèÿ 8-ãî ýêçîíà, âñòðàèâàíèå
êîòîðîé â ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìÐÍÊ ïðèâîäèò ê ñèíòåçó
áåëêà ñ òðåìÿ àìèíîêèñëîòíûìè çàìåíàìè â 248-ì
(Asn->Gly), 250-ì (Ala->Leu) è 263-ì (Ser->Cys) ïîëîæå-
íèÿõ. Îäíàêî ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî äàííóþ èçîôîðìó
áåëêà âûÿâèëè òàêæå â íîðìàëüíûõ òêàíÿõ ñåìåííèêîâ è
â íåáîëüøîì êîëè÷åñòâå â êëåòêàõ ìîçãà (Honda et al.,
2004). Çàìåòèì, ÷òî äàííûé âèä àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàé-
ñèíãà ÿâëÿåòñÿ ýâîëþöèîííîãî êîíñåðâàòèâíûì è âñòðå-
÷àåòñÿ âî ìíîãèõ ãðóïïàõ ïîçâîíî÷íûõ è íåêîòîðûõ âè-
äîâ áåñïîçâîíî÷íûõ (Lek et al., 2010).

Ïîçäíåå áûëà âûÿâëåíà åùå îäíà ñïëàéñèíãîâàÿ èçî-
ôîðìà ACTN4 â êóëüòóðàõ êëåòîê MCF-7 è HeLa (Chakra-
borty et al., 2006). Ñðàâíåíèå íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ïîëíîðàçìåðíîãî ACTN4 è íàñòîÿùåé èçîôîð-
ìû ïîêàçàëî, ÷òî ýòà óêîðî÷åííàÿ èçîôîðìà ñîäåðæèò
âíóòðåííþþ äåëåöèþ íóêëåîòèäîâ 263—1433, ÷òî ñîîò-
âåòñòâóåò ðàéîíó 89—478 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ,
âêëþ÷àþùåìó â ñåáÿ ÷àñòü ïåðâîãî êàëüïîíèí-ãîìîëî-
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Ðèñ. 3. Èììóíîïðåöèïèòàöèÿ áåëêîâûõ ëèçàòîâ êëåòîê HEK293T, òðàíñôèöèðîâàííûõ ïëàçìèäàìè pCS2MT-ACTN4FL è
pCS2MT-ACTN4ISO ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ MYC-Tag, è ïîñëåäóþùèé èììóíîáëîòèíã ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ACTN4.

Êîíòðîëü — íåòðàíñôèöèðîâàííûå êëåòêè ÍÅK293Ò; ðCS2MT — êëåòêè ÍÅK293Ò, òðàíñôèöèðîâàííûå ïóñòûì ýêñïðåññèîííûì âåêòîðîì;
MYC-ACTN4FL — ïîëíîðàçìåðíûé ýêçîãåííûé âàðèàíò ACTN4; MYC-ACTN4ISO — ñïëàéñèíãîâûé ýêçîãåííûé âàðèàíò ACTN4.



ãè÷íîãî äîìåíà (ÑÍ1), âòîðîé êàëüïîíèí-ãîìîëîãè÷íûé
äîìåí (ÑÍ2) è ñ 1-ãî ïî 2-é ñïåêòðèíîâûé äîìåí. Îáíà-
ðóæåííûé óêîðî÷åííûé âàðèàíò ACTN4 â îòëè÷èå îò
ïîëíîðàçìåðíîãî âàðèàíòà èìååò â îñíîâíîì ÿäåðíóþ ëî-
êàëèçàöèþ, îäíàêî ñïåöèôè÷åñêèõ ôóíêöèé äàííîé èçî-
ôîðìû âûÿâëåíî íå áûëî (Chakraborty et al., 2006).

Â ñâÿçè ñ îòñóòñòâèåì â âûÿâëåííîé èçîôîðìå
ACTN4 àêòèíñâÿçûâàþùèõ äîìåíîâ ìû ïðåäïîëîæèëè,
÷òî åå âíóòðèêëåòî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ ìîæåò îòëè÷àòüñÿ îò
ïîëíîðàçìåðíîé èçîôîðìû áåëêà. Ýòî ïðåäïîëîæåíèå
áûëî ïîäòâåðæäåíî ìåòîäîì èììóíîôëóîðåñöåíöèè.
Òàê, ìû âûÿâèëè, ÷òî â îòëè÷èå îò ïîëíîðàçìåðíîãî
ACTN4 óêîðî÷åííàÿ èçîôîðìà íå ñâÿçàíà ñî ñòðóêòóðàìè
àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è ëîêàëèçîâàíà ïðåèìóùåñòâåí-
íî â öèòîïëàçìàòè÷åñêîé è îêîëîÿäåðíîé îáëàñòÿõ êëå-
òîê ÍÅK293Ò. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî âî ìíîãîì òàêîå
ðàñïðåäåëåíèå â êëåòêå îáóñëîâëåíî îòñóòñòâèåì â ñòðóê-
òóðå ACTN4 êàëüïîíèíîâûõ äîìåíîâ, êîòîðûå îïîñðåäó-
þò åãî âçàèìîäåéñòâèå ñ F-àêòèíîì. Êðîìå òîãî, íîâàÿ
èçîôîðìà áåëêà íàìè âûÿâëåíà â êîìïëåêñàõ ñ ýíäîãåí-
íûì ACTN4 è, ñëåäîâàòåëüíî, ìîæåò âëèÿòü íà åãî êëå-
òî÷íûå ôóíêöèè. Ïîñêîëüêó â ñïëàéñèíãîâîé èçîôîðìå
ACTN4 îòñóòñòâóþò äîìåíû, îáåñïå÷èâàþùèå åå âçàèìî-
äåéñòâèå ñ ôèáðèëëÿðíûì àêòèíîì, âîçìîæíî, îíà âëèÿåò
íà òå ôóíêöèè ACTN4, êîòîðûå ñâÿçàíû ñ åãî ó÷àñòèåì â
îðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà. Îäíàêî òðàíñôåêöèÿ êëåòîê
ÍÅK293Ò âåêòîðîì, êîäèðóþùèì ýêçîãåííûé âàðèàíò
ACTN4ISO, íå ïðèâåëà ê âèäèìîìó èçìåíåíèþ îðãàíèçà-
öèè öèòîñêåëåòà. Òîò ôàêò, ÷òî êàê ïîëíîðàçìåðíàÿ òàê è
óêîðî÷åííàÿ èçîôîðìû áûëè íàéäåíû â ÿäåðíûõ ýêñòðàê-
òàõ À431, äàåò âîçìîæíîñòü ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ñïëàéñèí-
ãîâàÿ èçîôîðìà ìåíüøåé ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ìîæåò
âëèÿòü íà ÿäåðíûå ôóíêöèè áåëêà, îäíàêî ýòî åùå ïðåä-
ñòîèò èññëåäîâàòü.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ôåäå-
ðàëüíîé öåëåâîé ïðîãðàììû «Íàó÷íûå è íàó÷íî-ïåäàãî-
ãè÷åñêèå êàäðû èííîâàöèîííîé Ðîññèè» 2009—2013 ãã.,
â ðàìêàõ ðåàëèçàöèè ìåðîïðèÿòèÿ 1.3.2 («Ïðîâåäå-
íèå íàó÷íûõ èññëåäîâàíèé öåëåâûìè àñïèðàíòàìè»
¹ Ï174), ïðîãðàììû Visby Øâåäñêîãî èíñòèòóòà è Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 10-04-00174-à).
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Alpha-actinin 4 (ACTN4) belongs to actin binding proteins of the spectrin superfamily. Structural organisa-
tion of actin fibres and focal contacts is considered to be its primary function in a cell. Besides that, nucleocy-
toplasmic shuffling of ACTN4 and its involvement in nuclear processes were demonstrated. Lately, additional
isoforms of ACTN4 resulted from an alternative splicing has been described in various ce l l types and malignant
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tumours. In this study, we present investigation of a novel ACTN4 isoform of 80 kDa. The isoform was found in
human epidermoid carcinoma cel ls A431, and it was not detected in human skin fibroblasts, normal human ke-
ratinocytes and transformed human embryonic cells HEK293T. Analysis of ACTN4 mRNA in A431 cells sho-
wed the presence of a splice variant that lacked the exons 2—8. The deleted exons code two calponin homology
domains responsible for ACTN4 binding to F-actin. Intracellular distribution of the described ACTN4 isoform
(ACTN4ISO) overexpressed in HEK293T cells differed from that of the full size protein. In the cytoplasm,
ACTN4ISO was allocated diffusively with no colocalisation with actin cytoskeleton structures. Intranuclear dis-
tribution of ACTN4ISO also differed from that of the full size ACTN4. Nevertheless, immunochemical analysis
demonstrated possibility of ACTN4ISO to form heterodimers with the full size protein. Additional investigati-
ons of novel isoform interactions with ACTN4 protein partners might clarify its functional features in A431
cells.

K e y w o r d s: ACTN4, alternative splicing, A431.
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