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Ñáîðêà àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ

Ðàáîòà íàïðàâëåíà íà âûÿâëåíèå ðîëè õîëåñòåðèíà, îäíîãî èç îñíîâíûõ ëèïèäíûõ êîìïîíåíòîâ
ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ, â îðãàíèçàöèè è äèíàìèêå àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà.
Èññëåäîâàíèÿ âûïîëíåíû íà êóëüòèâèðóåìûõ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ (ëèíèè HEK293, HÅp2 è
3T3-SV40), õàðàêòåðèçóþùèõñÿ ñëàáûì ðàçâèòèåì ñòðåññ-ôèáðèëë è ñåòè ìèêðîôèëàìåíòîâ. Èñïîëüçóÿ
îêðàøèâàíèå F-àêòèíà ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì, àíàëèçèðîâàëè ïåðåñòðîéêè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ïî-
ñëå äåéñòâèÿ àãåíòîâ, èçáèðàòåëüíî ñâÿçûâàþùèõ ñòåðîëû, — öèêëè÷åñêîãî îëèãîñàõàðèäà ìåòèë-áå-
òà-öèêëîäåêñòðèíà (ÌáÖÄ) è ôèëèïèíà, àíòèáèîòèêà ãðóïïû ìàêðîëèäîâ. Ïîñëå îáðàáîòêè ÌáÖÄ èëè
ôèëèïèíîì â êëåòêàõ âñåõ èññëåäîâàííûõ ëèíèé âûÿâëåíû ñõîäíûå ïðîöåññû ðåîðãàíèçàöèè àêòèíî-
âûõ ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà, âêëþ÷àþùèå â ñåáÿ ñáîðêó ôèëàìåíòîâ. Â êëåòêàõ êàðöèíîìû HÅp2 è ôèá-
ðîáëàñòàõ 3T3-SV40 îòìå÷åíû èíòåíñèâíîå ôîðìèðîâàíèå ñòðåññ-ôèáðèëë è óâåëè÷åíèå ñòåïåíè ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ ïîñëå äåéñòâèÿ ðåàãåíòîâ, ñâÿçûâàþùèõ õîëåñòåðèí, ò. å. íàáëþäàëèñü ïðèçíàêè ðåâåðñèè
òðàíñôîðìèðîâàííîãî ôåíîòèïà. Ðåîðãàíèçàöèÿ öèòîñêåëåòà, âåðîÿòíî, èíèöèèðîâàíà íàðóøåíèåì
ñòðóêòóðû ëèïèäíûõ ìèêðîäîìåíîâ, öåëîñòíîñòü êîòîðûõ êðèòè÷åñêè çàâèñèò îò ìåìáðàííîãî õîëåñòå-
ðèíà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà, àêòèíîâûé öèòîñêåëåò, õîëåñòåðèí, ëèïèäíûå
ìèêðîäîìåíû, ìåòèë-áåòà-öèêëîäåêñòðèí, ôèëèïèí.

Ïðèñóòñòâèå ñòåðîëîâ ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðíîé îñîáåí-
íîñòüþ ìåìáðàí êëåòîê ýóêàðèîò. Õîëåñòåðèí (õîëåñòå-
ðîë) — ýòî îäèí èç îñíîâíûõ ëèïèäíûõ êîìïîíåíòîâ
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ. Èçâå-
ñòíî, ÷òî äèíàìè÷åñêèå ïàðàìåòðû ëèïèäíîãî áèñëîÿ çà-
âèñÿò îò ñîñòàâà è êîíöåíòðàöèè ñòåðîëîâ (Èâêîâ, Áåðå-
ñòîâñêèé, 1982; Needham, Nunn, 1990). Ïîýòîìó ïðèñóò-
ñòâèå ñòåðîëîâ â êëåòî÷íûõ ìåìáðàíàõ ñâÿçûâàëè ïðåæäå
âñåãî ñ ìåõàíè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè. Îäíàêî çà ïîñëåäíèå
äåñÿòèëåòèÿ âîçíèêëî íîâîå ïîíèìàíèå ðîëè ìåìáðàí-
íûõ ëèïèäîâ, â ÷àñòíîñòè ñòåðîëîâ, â æèçíåäåÿòåëüíîñòè
êëåòîê, ñôîðìèðîâàëèñü íîâûå êîíöåïöèè è ãèïîòåçû îò-
íîñèòåëüíî îðãàíèçàöèè êëåòî÷íûõ ìåìáðàí. Ñîãëàñíî
ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, ïðèíöèïèàëüíîé îñîáåí-
íîñòüþ èõ ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè ÿâ-
ëÿåòñÿ ëàòåðàëüíàÿ ãåòåðîãåííîñòü áèñëîÿ, çàâèñÿùàÿ â
ïåðâóþ î÷åðåäü îò ëèïèäíîãî ñîñòàâà. Óðîâåíü ìåìáðàí-
íîãî õîëåñòåðèíà èìååò îïðåäåëÿþùåå çíà÷åíèå äëÿ
ñòðóêòóðû è öåëîñòíîñòè ëèïèäíûõ ìèêðîäîìåíîâ (ðàô-
òîâ, êàâåîë), ó÷àñòêîâ, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ áîëåå ïëîòíîé
óïàêîâêîé, ïîâûøåííûì ñîäåðæàíèåì õîëåñòåðèíà, ñôèí-
ãîëèïèäîâ è íàñûùåííûõ æèðíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ
(Brown, London, 2000; Pike, 2009; Lingwood, Simons, 2010).

Ó÷àñòèå ëèïèäíûõ ðàôòîâ â ðàçëè÷íûõ ïðîöåññàõ
êëåòî÷íîé ðåãóëÿöèè è ïåðåäà÷è ñèãíàëà ÿâëÿåòñÿ ïðåä-
ìåòîì èíòåíñèâíûõ èññëåäîâàíèé. Ïîëàãàþò, ÷òî ñíèæå-
íèå ñîäåðæàíèÿ ìåìáðàííîãî õîëåñòåðèíà ïðèâîäèò ê äå-
ñòðóêöèè ëèïèäíûõ ìèêðîäîìåíîâ è íàðóøåíèþ ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ, àññîöèèðîâàííûõ ñ
ðàôòàìè. Â ñâÿçè ñ ýòèì øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå ïîëó-

÷èëè ýêñïåðèìåíòàëüíûå ïîäõîäû ñ èñïîëüçîâàíèåì àê-
öåïòîðîâ ñòåðîëîâ áåòà-öèêëîäåêñòðèíîâ äëÿ âûÿñíåíèÿ
ñòåïåíè ó÷àñòèÿ ìåìáðàííîãî õîëåñòåðèíà è ðàôòîâ â
ðàçëè÷íûõ ïðîöåññàõ êëåòî÷íîé ðåãóëÿöèè è ïåðåäà÷è
ñèãíàëà (Zidovetzki, Levitan, 2007).

Âûñêàçûâàþòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå ãèïîòåçû î ðîëè õî-
ëåñòåðèíà è ðàôòîâ â ïåðåäà÷å ñèãíàëà ñ ïîâåðõíîñòè
ìåìáðàíû ê âíóòðèêëåòî÷íûì ñòðóêòóðàì, â ÷àñòíîñòè â
ïðîöåññàõ ðåîðãàíèçàöèè è äèíàìèêè àêòèíîâîãî öèòî-
ñêåëåòà. Ïðîòåîìíûé àíàëèç âûÿâèë âêëþ÷åíèå â ñîñòàâ
ðàôòîâ ðàçëè÷íûõ àêòèí-ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ (Nebl
et al., 2002). Ïåðâîíà÷àëüíî ðàôòû ðàññìàòðèâàëèñü êàê
íåêèå «ôîêàëüíûå òî÷êè», îáåñïå÷èâàþùèå ñâÿçü ìåìá-
ðàíû ñ êîðòèêàëüíûìè ìèêðîôèëàìåíòàìè (Harder, Si-
mons, 1999; Brown, London, 2000; Nebl et al., 2002). Ïðè
ýòîì ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî äåñòðóêöèÿ ðàôòîâ ïðè ÷àñòè÷-
íîé ýêñòðàêöèè õîëåñòåðèíà (cholesterol depletion) ïðèâî-
äèò ê ðàçîáùåíèþ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû è öèòîñêå-
ëåòà è ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîâûøåíèåì åå äåôîðìèðóåìî-
ñòè. Îäíàêî êàê ïîêàçàëè äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ, â
òîì ÷èñëå àíàëèç èçìåíåíèé ìåõàíè÷åñêèõ ñâîéñòâ êîìï-
ëåêñà «ìåìáðàíà—öèòîñêåëåò» ïðè âàðüèðîâàíèè óðîâíÿ
ñòåðîëîâ (Kwik et al., 2003; Byfield et al., 2004; Morachevs-
kaya et al., 2007), òàêàÿ òî÷êà çðåíèÿ ÿâëÿåòñÿ âåñüìà
óïðîùåííîé. Íàðóøåíèÿ ñòðóêòóðû ëèïèäíûõ ðàôòîâ,
ïî-âèäèìîìó, ìîãóò èíèöèèðîâàòü ðàçëè÷íûå ïðîöåññû
ðåîðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà, âêëþ÷àÿ ïîëèìåðèçàöèþ
ïðèìåìáðàííîãî àêòèíà (Qi et al., 2009).

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé ìåõàíî÷óâñòâèòåëüíûõ êà-
íàëîâ â êëåòêàõ ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562 è êîìïëåìåí-
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òàðíûå äàííûå ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè ïîçâîëÿþò
ïîëàãàòü, ÷òî ýêñòðàêöèÿ õîëåñòåðèíà ìåòèë-áåòà-öèêëî-
äåêñòðèíîì (ÌáÖÄ) ïðèâîäèò ê ñáîðêå ôèëàìåíòîâ íà
áàçå èìåþùåãîñÿ ïóëà ãëîáóëÿðíîãî àêòèíà (Morachevs-
kaya et al., 2007). Â ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèõ ýêñïåðèìåí-
òàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì öèòîõàëàçèíà è ëàòðóíêóëèíà ïîêà-
çàíî, ÷òî èçìåíåíèÿ ïàðàìåòðîâ àêòèâàöèè êàíàëîâ, íà-
áëþäàåìûå â êëåòêàõ ñ ïîíèæåííûì ñîäåðæàíèåì
õîëåñòåðèíà, îáóñëîâëåíû èìåííî ðåîðãàíèçàöèåé öèòî-
ñêåëåòà (Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2011).

Î÷åâèäíî, îäíàêî, ÷òî âîçìîæíîñòè âûÿâëåíèÿ ïåðå-
ñòðîåê àêòèíîâûõ ñòðóêòóð â êëåòêàõ ìèåëîèäíîãî è ëèì-
ôîèäíîãî ðÿäà (K562 è ìíîãèõ äðóãèõ, ïî ïðîèñõîæäå-
íèþ îòíîñÿùèõñÿ ê êëåòêàì êðîâè) âåñüìà îãðàíè÷åííû.
Ïîýòîìó è áûëî ïðåäïðèíÿòî íàñòîÿùåå èññëåäîâàíèå,
â êîòîðîì èñïîëüçîâàëè áîëåå ïîäõîäÿùèå ýêñïåðèìåí-
òàëüíûå ìîäåëè, ÷òîáû âûÿñíèòü, êàê âëèÿåò ñâÿçûâà-
íèå (èëè ýêñòðàêöèÿ) ìåìáðàííîãî õîëåñòåðèíà íà àêòè-
íîâûé öèòîñêåëåò. Áûëè âûáðàíû êëåòî÷íûå ëèíèè ðàç-
ëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, õàðàêòåðèçóþùèåñÿ ñëàáûì
ðàçâèòèåì (3T3-SV40, ÍÅð2) èëè îòñóòñòâèåì (ÍÅK293)
ñòðåññ-ôèáðèëë, ÷òî, âîîáùå ãîâîðÿ, ïðèñóùå òðàíñôîð-
ìèðîâàííûì êëåòêàì (Ðîâåíñêèé, Âàñèëüåâ, 2004). Èõ îá-
ùèì ñâîéñòâîì ìîæíî ñ÷èòàòü ñðàâíèòåëüíî íèçêèé óðî-
âåíü ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà; èíûìè ñëîâàìè, ðàâíîâåñèå
ìåæäó ôèáðèëëÿðíûì è ãëîáóëÿðíûì àêòèíîì ñìåùåíî
â ñòîðîíó ãëîáóëÿðíîé ôîðìû (Pawlak, Helfman, 2001;
Rao, Li, 2004). Ýòè èçâåñòíûå îñîáåííîñòè öèòîñêåëåòà
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ñïîñîáñòâóþò âûÿâëåíèþ
ïðåäïîëàãàåìîé ñáîðêè ôèëàìåíòîâ. Çàäà÷è ðàáîòû ñâÿ-
çàíû ñ ïðîâåðêîé âûäâèíóòîé íàìè ðàíåå ãèïîòåçû (Åô-
ðåìîâà è äð., 2009), ñîãëàñíî êîòîðîé èçìåíåíèÿ àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà, èíèöèèðîâàííûå äåñòðóêöèåé ìèêðî-
äîìåíîâ, îïðåäåëÿþòñÿ â ïåðâóþ î÷åðåäü ñîîòíîøåíèåì
ãëîáóëÿðíîãî è ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà â êëåòêå.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. Îáúåêòàìè èññëåäîâàíèÿ áûëè òðàíñôîð-
ìèðîâàííûå ôèáðîáëàñòû ìûøè 3T3-SV40, êëåòêè ýïè-
äåðìîèäíîé êàðöèíîìû ãîðòàíè HÅp2 è ýìáðèîíàëüíûå
êëåòêè ïî÷êè ÷åëîâåêà HEK293. Êëåòî÷íûå ëèíèè ïîëó-
÷åíû èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð (Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè êóëü-
òèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèî-
íàëüíîé ñûâîðîòêè äî îáðàçîâàíèÿ ìîíîñëîÿ. Äëÿ
ìîäèôèêàöèè ëèïèäíîãî áèñëîÿ êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ
ÌáÖÄ èëè ôèëèïèíîì â ñðåäå (ÄÌÅÌ) áåç äîáàâëåíèÿ
ñûâîðîòêè ïðè 37 °Ñ è 5 % ÑÎ2. Ðåàãåíòû ïîëó÷åíû îò
ôèðìû Sigma-Aldrich (ÑØÀ). Ôèëèïèí ïðåäâàðèòåëüíî
ðàñòâîðÿëè â äèìåòèëñóëüôîêñèäå, ÌáÖÄ ðàñòâîðÿëè íå-
ïîñðåäñòâåííî â ñðåäå. Êîíòðîëåì ñëóæèëè êëåòêè, îáðà-
áîòàííûå àíàëîãè÷íûì îáðàçîì áåç äîáàâëåíèÿ âåùåñò-
âà, ñâÿçûâàþùåãî õîëåñòåðèí.

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í à ÿ ì è ê ð î ñ ê ï è ÿ. Äëÿ âèçóàëèçà-
öèè àêòèíîâûõ ñòðóêòóð ïðèìåíÿëè ñòàíäàðòíûå ìåòîäè-
êè ôèêñàöèè è îêðàñêè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðîäàìèí-
ôàëëîèäèíà (TRITC-Phalloidin; Sigma-Aldrich, ÑØÀ).
Ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ êëåòêàìè îòìûâàëè îò ñðåäû ôîñ-
ôàòíî-ñîëåâûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì (PBS), ôèêñèðîâàëè
3.7%-íûì ðàñòâîðîì ïàðàôîðìàëüäåãèäà â òå÷åíèå
10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïåðìåàáèëèçîâûâàëè
0.1%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà Õ-100 â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è îêðàøèâàëè ðîäàìèí-ôàëëîè-

äèíîì â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 37 °Ñ. Ïîñëå ïðîöåäóð ôèê-
ñàöèè è ïåðìåàáèëèçàöèè êëåòêè îòìûâàëè PBS òðèæäû
ïî 3 ìèí.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèé èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñ-
öåíòíûé ìèêðîñêîï Carl Zeiss Axioscope èëè Carl Zeiss
IM 35, âîçáóæäàÿ è ðåãèñòðèðóÿ ôëóîðåñöåíöèþ ïðè äëè-
íàõ âîëí 546 è 590 íì ñîîòâåòñòâåííî. Èñïîëüçîâàëè îáú-
åêòèâ 100�1.3. Îáðàáîòêó èçîáðàæåíèé ïðîèçâîäèëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíûõ ïàêåòîâ GIMP è ImageJ.

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ âûÿñíåíèÿ ðîëè ìåìáðàííîãî õîëåñòåðèíà â îð-
ãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà èññëåäîâàëè èçìåíåíèÿ F-àêòèíà
ïîñëå äåéñòâèÿ öèêëè÷åñêîãî îëèãîñàõàðèäà ÌáÖÄ è ôè-
ëèïèíà, àíòèáèîòèêà ãðóïïû ìàêðîëèäîâ. Îáùèì ñâîéñò-
âîì äâóõ ýòèõ àãåíòîâ, èìåþùèõ ðàçíóþ õèìè÷åñêóþ
ïðèðîäó, ÿâëÿåòñÿ èçáèðàòåëüíîå ñâÿçûâàíèå ñòåðîëîâ, â
÷àñòíîñòè ìåìáðàííîãî õîëåñòåðèíà. Êëåòêè îáðàáàòûâà-
ëè õåëàòîðàìè ñòåðîëîâ â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ áåç äî-
áàâëåíèÿ ñûâîðîòêè, ïîñêîëüêó îíà ñîäåðæèò çíà÷è-
òåëüíîå êîëè÷åñòâî ëèïîïðîòåèäîâ. Äëÿ ÷àñòè÷íîé ýêñò-
ðàêöèè õîëåñòåðèíà êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ 5 ìÌ ÌáÖÄ
(37 °Ñ, 5 % ÑÎ2) â òå÷åíèå 30, 60 èëè 120 ìèí. Êîíòðîëü-
íûìè ÿâëÿëèñü êëåòêè, ïåðåâåäåííûå íà ñðåäó áåç ñûâî-
ðîòêè áåç äîáàâëåíèÿ ÌáÖÄ.

Ïîñëå äåéñòâèÿ ÌáÖÄ â êëåòêàõ ÍÅK293 ïðîèñõîäè-
ëî ïîâûøåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ðîäàìèí-
ôàëëîèäèíà, ñâÿçàííîãî ñ F-àêòèíîì (ðèñ. 1). Íàáëþäàå-
ìûå ýôôåêòû áëèçêè ê ïîëó÷åííûì ðàíåå íà êëåòêàõ
K562 (Morachevskaya et al., 2007; Chubinskiy-Nadezhdin
et al., 2011) è, êàê ìû ïîëàãàåì, îòðàæàþò ñáîðêó ôèëà-
ìåíòîâ ïðè ñíèæåíèè ñîäåðæàíèÿ õîëåñòåðèíà. Â êëåò-
êàõ ÍÅK293, êàê è â êëåòêàõ Ê562, àêòèíîâûé öèòîñêåëåò
â êîíòðîëå âûÿâëÿåòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â âèäå êîðòè-
êàëüíîãî ñëîÿ. Â öèòîïëàçìå êëåòîê ñ ïîíèæåííûì ñî-
äåðæàíèåì õîëåñòåðèíà ôîðìèðóåòñÿ àêòèíîâàÿ ñåòü
ìèêðîôèëàìåíòîâ, ðàñïîëîæåííûõ õàîòè÷íî. Â èòîãå
ôèáðèëëÿðíûå ñòðóêòóðû è èõ ïåðåñòðîéêè âûÿâëÿþòñÿ
íåäîñòàòî÷íî îò÷åòëèâî. Ïîýòîìó äàëåå áûëè ïðîâåäå-
íû îïûòû íà òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ ðàçëè÷íîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ áîëåå ðàçâèòîé è
ñòðóêòóðèðîâàííîé ñèñòåìîé ìèêðîôèëàìåíòîâ. Ýòî,
âî-ïåðâûõ, òðàíñôîðìèðîâàííûå ôèáðîáëàñòû ìûøè
3T3-SV40, à âî-âòîðûõ — êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé êàðöè-
íîìû ãîðòàíè ÷åëîâåêà ÍÅð2.

Â êëåòêàõ 3T3-SV40 ïîñëå èíêóáàöèè ñ ÌáÖÄ îáíà-
ðóæåíû ÿâíûå èçìåíåíèÿ àêòèíîâûõ ñòðóêòóð è ôîðìû
êëåòîê (ðèñ. 2). Îáðàçóþòñÿ ïàðàëëåëüíûå àêòèíîâûå
ïó÷êè (ñòðåññ-ôèáðèëëû), îðèåíòèðîâàííûå âäîëü äëèí-
íîé îñè êëåòêè. Â êîíòðîëå òðàíñôîðìèðîâàííûå ôèá-
ðîáëàñòû 3T3-SV40 èìåþò îêðóãëóþ ôîðìó è íèçêîå ñî-
äåðæàíèå ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà; â êëåòêàõ îòñóòñòâóþò
âûðàæåííûå ñòðåññ-ôèáðèëëû (ðèñ. 2, à). Ïîñëå ÷àñòè÷-
íîé ýêñòðàêöèè õîëåñòåðèíà ôèáðîáëàñòû óòðà÷èâàþò
ýòè õàðàêòåðíûå ïðèçíàêè òðàíñôîðìèðîâàííîãî ôåíîòè-
ïà. Òàêèì îáðàçîì, ñíèæåíèå óðîâíÿ õîëåñòåðèíà ïðèâî-
äèò ê ñóùåñòâåííûì èçìåíåíèÿì ìîðôîëîãèè êëåòîê,
ñâÿçàííûì ñ ðåîðãàíèçàöèåé àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà
(ðèñ. 2, á, â).

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî àíàëîãè÷íûå èçìåíåíèÿ öèòî-
ñêåëåòà íàáëþäàëè ïðè âñåõ ñðîêàõ èíêóáàöèè òðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ ñ ÌáÖÄ (30, 60 èëè 120 ìèí).
Óâåëè÷åíèå âðåìåíè îáðàáîòêè äî 120 ìèí (ðèñ. 2, â) ñî-
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ïðîâîæäàëîñü íàðóøåíèåì ìîíîñëîÿ, îòêðåïëåíèåì êëå-
òîê, íî íå ïðèâîäèëî ê óñèëåíèþ ñïåöèôè÷åñêîãî âëèÿ-
íèÿ íà àêòèíîâûå ñòðóêòóðû. Â òî æå âðåìÿ ýôôåêò
ÌáÖÄ áûë íåîáðàòèì. Ïðîöåññû ðåîðãàíèçàöèè öèòî-
ñêåëåòà â êëåòêàõ ñ ïîíèæåííûì ñîäåðæàíèåì õîëåñòå-
ðèíà ðàçâèâàëèñü è ïîñëå óäàëåíèÿ ðåàãåíòà èç ñðåäû
(ðèñ. 2, á).

Åùå áîëåå âûðàæåííóþ ðåîðãàíèçàöèþ àêòèíîâûõ
ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà ïîñëå äåéñòâèÿ ÌáÖÄ íàáëþäàëè
â ýêñïåðèìåíòàõ íà êëåòêàõ ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû
ÍÅð2 (ðèñ. 3). Â êîíòðîëüíûõ ïðåïàðàòàõ àêòèíîâûå
ñòðóêòóðû â êëåòêàõ ÍÅð2 âûÿâëÿþòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî
â âèäå íèòåé, ðàñïîëîæåííûõ õàîòè÷íî; â êîðòèêàëüíîé
çîíå âûÿâëÿþòñÿ êîðîòêèå àêòèíîâûå ïó÷êè (ðèñ. 3, à, á).

Ïîñëå îáðàáîòêè ÌáÖÄ â òå÷åíèå 30 èëè 60 ìèí èíòåí-
ñèâíî ôîðìèðóþòñÿ ñòðåññ-ôèáðèëëû, êëåòêè ñòàíîâÿòñÿ
áîëåå ðàñïëàñòàííûìè. Ïîñëåäóþùàÿ èíêóáàöèÿ â ñðåäå
ïîñëå óäàëåíèÿ ðåàãåíòà ñïîñîáñòâîâàëà ðàçâèòèþ ïðî-
öåññîâ ðåîðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà ïîñëå äåéñòâèÿ ÌáÖÄ
(ðèñ. 3, â—å). Îáîáùàÿ ïîëó÷åííûå äàííûå (ðèñ. 1—3),
ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ÷àñòè÷íàÿ ýêñòðàêöèÿ õîëåñòåðèíà
ïðè äåéñòâèè àêöåïòîðà ñòåðîëîâ ÌáÖÄ ïðèâîäèò ê ïî-
ëèìåðèçàöèè àêòèíà è ñáîðêå ôèëàìåíòîâ â òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ êëåòêàõ.

Äëÿ âûÿñíåíèÿ ìåõàíèçìîâ, îïîñðåäóþùèõ âëèÿíèå
õîëåñòåðèíà (èëè åãî ýêñòðàêöèè) íà àêòèíîâûå ñòðóêòó-
ðû, èññëåäîâàëè äåéñòâèå ôèëèïèíà, ìåìáðàííîãî ìîäè-
ôèêàòîðà, ñåëåêòèâíî ñâÿçûâàþùåãî õîëåñòåðèí, íî íå

510 Ò. Í. Åôðåìîâà, Â. È. ×óáèíñêèé-Íàäåæäèí è äð.

Ðèñ. 1. Âûÿâëåíèå F-àêòèíà â êëåòêàõ HEK293 â êîíòðîëå (à, â) è ïîñëå 60-ìèíóòíîé èíêóáàöèè ñ 5 ìÌ ìåòèë-áåòà-öèêëîäåêñòðè-
íà (ÌáÄÖ; á, ã).

â, ã — óâåëè÷åíèå ó÷àñòêîâ ïîëåé, âûäåëåííûõ áåëûìè ïðÿìîóãîëüíèêàìè (íà à è á); ä, å — ïðîôèëè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ, îòí. åä.), ñî-
îòâåòñòâóþùèå øòðèõîâûì ëèíèÿì (íà â è ã). Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 50 ìêì.



ïðèâîäÿùåãî ê åãî ýêñòðàêöèè â âîäíóþ ôàçó (Arthur
et al., 2011). Îáðàáîòêà ôèëèïèíîì (5 èëè 10 ìêã/ìë) òàê-
æå ïðèâîäèëà ê ðåîðãàíèçàöèè àêòèíîâûõ ýëåìåíòîâ öè-
òîñêåëåòà (ðèñ. 4). Ïåðåñòðîéêè ìèêðîôèëàìåíòîâ îò-
ìå÷åíû ïîñëå êðàòêîâðåìåííîé èíêóáàöèè ñ ôèëèïè-
íîì (5 èëè 10 ìèí) è áûëè ñõîäíû ñ ýôôåêòàìè ÌáÖÄ,
íî ðàçâèâàëèñü ñóùåñòâåííî áûñòðåå. Òàê, â êëåòêàõ
ÍÅð2 ôèëèïèí âûçûâàåò ñáîðêó ôèëàìåíòîâ óæå ÷åðåç
5 ìèí: îáðàçóþòñÿ ïàðàëëåëüíûå ñòðåññ-ôèáðèëëÿðíûå
ñòðóêòóðû, óâåëè÷èâàåòñÿ ïëîùàäü êëåòîê çà ñ÷åò áîëü-
øåé ðàñïëàñòàííîñòè (ðèñ. 4, á). Ïîñëåäóþùàÿ 60-ìèíóò-
íàÿ èíêóáàöèÿ (â ñðåäå áåç ðåàãåíòà) ïîäòâåðæäàëà íåîá-
ðàòèìîñòü ýôôåêòà (ðèñ. 4, â). Ïðîäîëæèòåëüíàÿ îáðàáîò-
êà ôèëèïèíîì (äî 60 ìèí) ïðèâîäèëà ê çíà÷èòåëüíûì
ïîâðåæäåíèÿì ìîíîñëîÿ è ìàññîâîé ãèáåëè êëåòîê, ò. å.
ïðîÿâëåíèþ åãî òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ (áîëåå âûðàæåí-
íîãî ïî ñðàâíåíèþ ñ ÌáÖÄ). Îòìåòèì òàêæå, ÷òî êëåòêè
êàðöèíîìû ÍÅð2 áûëè áîëåå óñòîé÷èâû ê ïîâðåæäàþùå-
ìó äåéñòâèþ ðåàãåíòîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ òðàíñôîðìèðî-
âàííûìè ôèáðîáëàñòàìè 3T3-SV40.

Îáñóæäåíèå

Â íàøåé ðàáîòå ïðîâåäåíî ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâà-
íèå ðåîðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ïðè äåéñòâèè
äâóõ èçâåñòíûõ ìåìáðàííûõ ìîäèôèêàòîðîâ, èçáèðà-
òåëüíî ñâÿçûâàþùèõñÿ ñ õîëåñòåðèíîì, — ÌáÖÄ è ôè-
ëèïèíà. Ýòè âåùåñòâà ðàçëè÷íû ïî ôèçèêî-õèìè÷åñêèì

ñâîéñòâàì è ìåõàíèçìó äåéñòâèÿ íà ëèïèäíûé áèñëîé.
ÌáÖÄ ïîëó÷èë øèðîêóþ èçâåñòíîñòü êàê «èíñòðóìåíò»
äëÿ âûÿñíåíèÿ ñòåïåíè ó÷àñòèÿ ìåìáðàííîãî õîëåñòåðè-
íà è ðàôòîâ â ðàçëè÷íûõ ïðîöåññàõ êëåòî÷íîé ðåãóëÿöèè
è ïåðåäà÷è ñèãíàëà (Zidovetzki, Levitan, 2007). Îáðàáîòêà
êëåòîê ÌáÖÄ ñ÷èòàåòñÿ íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì ìåòîäîì
èçìåíåíèÿ èõ ñòåðîëüíîãî ñîñòàâà. Èíêóáàöèÿ êëåòîê â
ïðèñóòñòâèè áåòà-öèêëîäåêñòðèíîâ â ìèëëèìîëÿðíûõ
êîíöåíòðàöèÿõ îáåñïå÷èâàåò ÷àñòè÷íóþ ýêñòðàêöèþ õî-
ëåñòåðèíà âñëåäñòâèå åãî ñâÿçûâàíèÿ è ïåðåõîäà â âî-
äíóþ ôàçó â âèäå êîìïëåêñà ÌáÖÄ—õîëåñòåðèí â ñîîò-
íîøåíèè 2 : 1 (Christian et al., 1997; Zidovetzki, Levitan.
2007). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ñíèæåíèå óðîâíÿ ìåìáðàí-
íîãî õîëåñòåðèíà ïðèâîäèò ê äåñòðóêöèè ëèïèäíûõ ìèê-
ðîäîìåíîâ (ðàôòîâ). Ôèëèïèí îáëàäàåò ìåíüøåé ãèäðî-
ôèëüíîñòüþ è â îòëè÷èå îò öèêëîäåêñòðèíîâ ìîäèôèöè-
ðóåò ñòðóêòóðó ëèïèäíîãî áèñëîÿ âñëåäñòâèå ñâÿçûâàíèÿ
è îáðàçîâàíèÿ êîìïëåêñà ñ ìåìáðàííûì õîëåñòåðèíîì â
ïðåäåëàõ ëèïèäíîãî áèñëîÿ. Î íàðóøåíèè öåëîñòíîñòè
ðàôòîâ ïðè äåéñòâèè ôèëèïèíà ñâèäåòåëüñòâóþò, â ÷àñò-
íîñòè, îáíàðóæåííûå èçìåíåíèÿ êëàñòåðèçàöèè ðàôòàñ-
ñîöèèðîâàííûõ áåëêîâ (Chichili, Rodgers, 2007). Ñàì ôàêò
íåîáðàòèìîãî ñâÿçûâàíèÿ ñ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé
ïîäòâåðæäàþò òàêæå äàííûå ôëóîðåñöåíòíûõ èññëåäîâà-
íèé, ïîñêîëüêó ôèëèïèí ÿâëÿåòñÿ ôëóîðîôîðîì è ÷àñòî
èñïîëüçóåòñÿ äëÿ ìå÷åíèÿ õîëåñòåðèíà è êëåòî÷íîé ïî-
âåðõíîñòè (Arthur et al., 2011).

Êàê ïîêàçàíî â íàøèõ îïûòàõ, ÌáÖÄ è ôèëèïèí
ñõîäíûì îáðàçîì âëèÿëè íà àêòèíîâûé öèòîñêåëåò
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Ðèñ. 2. Ðåîðãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â êëåòêàõ 3T3-SV40 ïîñëå äåéñòâèÿ 5 ìÌ ÌáÖÄ.

à — êîíòðîëü; á, â — ïîñëå èíêóáàöèè ñ ÌáÖÄ â òå÷åíèå 60 è 120 ìèí ñîîòâåòñòâåííî. Îá. 100�.



(ðèñ. 3, 4). Îáðàáîòêà õåëàòîðàìè ñòåðîëîâ ïðèâîäèëà ê
óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà è ñïîñîá-
ñòâîâàëà ôîðìèðîâàíèþ ñòðåññ-ôèáðèëë â òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ êëåòêàõ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ïîëà-
ãàòü, ÷òî íàðóøåíèå ñòðóêòóðû ðàôòîâ çàïóñêàåò ïðîöåññû
ðåîðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà, ïðèâîäÿùèå ê ñáîðêå ôèëà-
ìåíòîâ â êëåòêàõ ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ãëîáóëÿðíîãî
àêòèíà. Ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ êëåòîê è ïåðåñòðîé-
êè öèòîñêåëåòà, íàáëþäàåìûå ïðè äåéñòâèè ðåàãåíòîâ,
ñâÿçûâàþùèõ õîëåñòåðèí, áûëè ïîäîáíû òåì èçìåíåíè-
ÿì, êîòîðûå íàáëþäàëèñü ïîñëå îáðàáîòêè àíòèîêñèäàí-
òàìè (Åôðåìîâà è äð., 2004; Gamaley et al., 2006) è ìîãëè
áûòü îïèñàíû êàê ðåâåðñèÿ òðàíñôîðìèðîâàííîãî ôåíî-
òèïà.

Ïîëó÷åííûå äàííûå äåìîíñòðèðóþò çíà÷åíèå ìåìá-
ðàííîãî õîëåñòåðèíà â îðãàíèçàöèè è äèíàìèêå àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà. Ñòàíîâèòñÿ î÷åâèäíûì, ÷òî ôóíêöèî-
íàëüíàÿ ðîëü õîëåñòåðèíà â ñîñòàâå êëåòî÷íûõ ìåìáðàí

íå èñ÷åðïûâàåòñÿ åãî âëèÿíèåì íà âÿçêîýëàñòè÷íûå ñâîé-
ñòâà ëèïèäíîãî áèñëîÿ. Áîëåå òîãî, äàæå ó÷àñòèå õîëåñòå-
ðèíà â ïðîöåññàõ ìåõàíîòðàíñäóêöèè, ïî-âèäèìîìó,
îïîñðåäîâàíî ðåîðãàíèçàöèåé öèòîñêåëåòà (Byfield et al.,
2004; Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2011). Â ýêñïåðèìåíòàõ
íà êëåòêàõ ÍÅK293, 3T3-SV40 è ÍÅð2 ïîñëå ÷àñòè÷íîé
ýêñòðàêöèè õîëåñòåðèíà íàáëþäàëè ñõîäíûå èçìåíåíèÿ
àêòèíîâîé ñåòè (ðèñ. 1—3), àíàëîãè÷íûå èçìåíåíèÿì,
âûÿâëåííûì ðàíåå â êëåòêàõ ìèåëîèäíîé ëåéêåìèè ÷åëî-
âåêà K562 (Morachevskaya et al., 2007; Chubinskiy-Nadezh-
din et al., 2011).

Ðåçóëüòàòû íàøèõ èññëåäîâàíèé ñîãëàñóþòñÿ ñ äàí-
íûìè, ïîëó÷åííûìè íà êóëüòèâèðóåìûõ îñòåîáëàñòàõ
MC3T3, êëåòêàõ àäåíîêàðöèíîìû PC3 è àñöèòíûõ êëåò-
êàõ, ñîãëàñíî êîòîðûì ñíèæåíèå óðîâíÿ ìåìáðàííîãî õî-
ëåñòåðèíà èíèöèèðóåò ïîëèìåðèçàöèþ àêòèíà è ñáîðêó
ôèëàìåíòîâ (Klausen et al., 2006; Qi et al., 2009). Àâòîðû
ñîîáùàþò î âåðîÿòíîì âîâëå÷åíèè Srñ-êèíàçû, ðàôòàñ-
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ñîöèèðîâàííîãî áåëêà, â àêòèâàöèþ íåñêîëüêèõ ñèãíàëü-
íûõ ïóòåé, ïðèâîäÿùèõ ê ôîðìèðîâàíèþ ñòðåññ-ôèáðèëë
ïîñëå äåéñòâèÿ ÌáÖÄ (Qi et al., 2009). Îäíàêî â èññëåäî-
âàíèÿõ íà êóëüòèâèðóåìûõ ôèáðîáëàñòàõ (Kwik et al.,
2003) è êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ ëèíèè ÂÀÅÑ (Byfield et al.,
2004) íå áûëî âûÿâëåíî ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà è ñáîðêè
ôèëàìåíòîâ ïîñëå ýêñòðàêöèè õîëåñòåðèíà; â ôèáðîáëà-
ñòàõ ïîêàçàíà ðåäóêöèÿ ñòðåññ-ôèáðèëë. Âîçìîæíî, î÷å-
âèäíûå ðàçëè÷èÿ è äàæå ðàçíîíàïðàâëåííîñòü ýôôåêòîâ
ýêñòðàêöèè õîëåñòåðèíà, îáíàðóæåííûõ ðàçíûìè àâòîðà-
ìè, îáóñëîâëåíû ðàçëè÷íîé ñòåïåíüþ ðàçâèòèÿ àêòèíî-
âîé ñåòè â êëåòêàõ ðàçíûõ òèïîâ. Àíàëèç äàííûõ ëèòåðà-
òóðû è ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåé ðàáîòû ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî â êëåòêàõ ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì ôèáðèëëÿðíîãî
àêòèíà íàðóøåíèå öåëîñòíîñòè ðàôòîâ èíèöèèðóåò ñèã-
íàëüíûå ïðîöåññû, ïðèâîäÿùèå ê ñáîðêå ìèêðîôèëà-
ìåíòîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé.
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ASSEMBLY OF ACTIN FILAMENTS INDUCED BY SEQUESTRATION
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Cholesterol is one of the major lipid components of plasma membrane and it plays an important role in va-
rious signaling processes in mammalian cells. Our study focused on the role of membrane cholesterol in organi-
zation and dynamics of actin cytoskeleton. Experiments were performed on cultured transformed cells characte-
rized by weakly developed actin network and reduced stress fibers — human embryonic kidney HEK293 cells,
epidermoid larynx carcinoma HEp2 cells and mouse fibroblasts 3T3-SV40. Using F-actin labeling with rhoda-
mine-phalloidin, actin cytoskeleton rearrangements were analyzed after sequestration of membrane cholesterol
by cyclic oligosaccharide methyl-beta-cyclodextrin, and polyene macrolide antibiotic filipin. In cells treated
with methyl-beta-cyclodextrin or filipin, similar processes of actin cytoskeleton reorganization involving fila-
ment assembly were revealed. In carcinoma HEp2 cells and fibroblasts 3T3-SV40, cholesterol-sequestering re-
agents induced intensive stress fiber formation and enhanced cell spreading which corresponded to reversion of
transformed phenotype. The rearrangements of cytoskeleton are likely initiated by disruption of lipid raft integ-
rity that is critically dependent on the level of the membrane cholesterol.

K e y w o r d s: plasma membrane, actin cytoskeleton, cholesterol, lipid microdomains, human leukaemia,
methyl-beta-cyclodextrin, filipin.
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