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Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èììóíîôëóîðåñöåíòíûìè ìåòîäàìè èññëåäîâàíî ðàñïðåäåëåíèå àêòèíñâÿçûâà-
þùåãî áåëêà ìèîçèíà-9 â öèòîïëàçìå ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ëåãêîãî ÷åëîâåêà. Ñ ïîìîùüþ ýëåê-
òðîôîðåçà è Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà óñòàíîâëåíî, ÷òî ìèîçèí-9, àêòèí è âûñîêîìîëåêóëÿðíûå èçîôîðìû
òðîïîìèîçèíà âõîäÿò â ñîñòàâ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, íå ñâÿçàííûõ ñ öèòîñêåëåò-
íûìè ñòðóêòóðàìè. Ìåòîäîì ïåðåêðåñòíîé èììóíîïðåöèïèòàöèè ïîêàçàíî, ÷òî ïðè âîçäåéñòâèè ëèçî-
ôîñôàòèäèëîâîé êèñëîòû (ËÔÊ) ïðîèñõîäèò áûñòðàÿ ðàçáîðêà ýòèõ êîìïëåêñîâ. Êðîìå òîãî, ËÔÊ âû-
çûâàåò ïðîòåîëèòè÷åñêóþ äåãðàäàöèþ ìèîçèíà-9, àññîöèèðîâàííîãî ñî ñòðóêòóðàìè àêòèíîâîãî öèòî-
ñêåëåòà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ìóëüòèìîëåêóëÿðíûå öèòîïëàçìàòè÷åñêèå
áåëêîâûå êîìïëåêñû, ñîäåðæàùèå ìèîçèí-9 è òðîïîìèîçèí, ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íî-
ãî îòâåòà íà ñòèìóëÿöèþ ËÔÊ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: áåëêîâûå êîìïëåêñû, ìèîçèí-9, òðîïîìèîçèí, àêòèí, öèòîñêåëåò, ôèáðîáëà-
ñòû, ëèçîôîñôàòèäèëîâàÿ êèñëîòà

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ËÔÊ — ëèçîôîñôàòèäèëîâàÿ êèñëîòà.

Èçó÷åíèå âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, ðåãó-
ëèðóþùèõ âçàèìîîòíîøåíèÿ êîìïîíåíòîâ àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà, âàæíî äëÿ ïîíèìàíèÿ ðåãóëÿöèè òàêèõ êëå-
òî÷íûõ ïðîöåññîâ, êàê ðàñïëàñòûâàíèå, ìèãðàöèÿ è îíêî-
ãåííàÿ òðàíñôîðìàöèÿ. Ñèãíàëüíûå êàñêàäû, îïîñðåäî-
âàííûå ìàëûìè ÃÒÔàçàìè ñóïåðñåìåéñòâà Ras, òàêèìè
êàê RhoA, Rac1 è Cdc42, âîâëå÷åíû â ðåãóëÿöèþ îðãàíè-
çàöèè ñòðåññ-ôèáðèëë, ëàìåëëîïîäèé, ôèëîïîäèé è ïðî-
÷èõ ñòðóêòóð àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Íåñìîòðÿ íà áîëü-
øîå ÷èñëî äàííûõ, ïîäòâåðæäàþùèõ ó÷àñòèå ìàëûõ
ÃÒÔàç ñåìåéñòâà Rho è Rho-êèíàç â ðåãóëÿöèè àêòèíîâî-
ãî öèòîñêåëåòà è èõ ðîëü îíêîãåííîé òðàíñôîðìàöèè,
êîíêðåòíûå ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû, âîâëå÷åííûå â
ýòè ïðîöåññû, îñòàþòñÿ âî ìíîãîì íåÿñíûìè (Schmidt,
Hall, 1998; Etienne-Manneville, Hall, 2002; Thumkeo et al.,
2013). Íàñòîÿùåå èññëåäîâàíèå ïîñâÿùåíî èçó÷åíèþ èç-
ìåíåíèé, ïðîèñõîäÿùèõ â ñîñòàâå ìóëüòèìîëåêóëÿðíûõ
öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ êîìïëåêñîâ, èëè èíòåðàêòîñîì, ñî-
äåðæàùèõ áåëêè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, â õîäå àêòèâà-
öèè ñèãíàëüíîãî ïóòè, àññîöèèðîâàííîãî ñ îíêîòðàíñ-
ôîðìàöèåé.

Â êà÷åñòâå àêòèâàòîðà RhoA-çàâèñèìîãî ñèãíàëüíîãî
ïóòè ìû èñïîëüçîâàëè ëèçîôîñôàòèäèëîâóþ êèñëîòó
(ËÔÊ), âëèÿíèå êîòîðîé íà ðåîðãàíèçàöèþ àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà îïèñàíî íà ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ìîäåëÿõ
(Sayas et al., 2002; Hilal-Dandan et al., 2004). ËÔÊ ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé ôîñôîëèïèäíûé ìåäèàòîð, ïðèñóòñòâèå
êîòîðîãî â î÷àãàõ âîñïàëåíèÿ ñòèìóëèðóåò ôèáðîáëàñòû
ê âûïîëíåíèþ ôóíêöèé, ñâÿçàííûõ ñ çàæèâëåíèåì ðàí è
àíãèîãåíåçîì (Stortelers et al., 2008). Îñîáóþ ðîëü ËÔÊ

èãðàåò â êàíöåðîãåíåçå, ñòèìóëèðóÿ ðàçâèòèå îïóõîëè,
èíâàçèþ è ìèãðàöèþ çëîêà÷åñòâåííûõ êëåòîê (Jeong
et al., 2012; Lee et al., 2015). Ìîëåêóëû ËÔÊ âçàèìîäåéñò-
âóþò íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê ñî ñïåöèôè÷åñêèìè ðåöåïòî-
ðàìè, ñâÿçàííûìè ñ áîëüøèìè G-áåëêàìè, â ðåçóëüòàòå
÷åãî àêòèâèðóåòñÿ ñèãíàëüíûé ïóòü RhoA/ROCK. Îäíàêî
ðîëü áåëêîâ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â ýòîì ïðîöåññå äî
ñèõ ïîð íåäîñòàòî÷íî èçó÷åíà. Â ÷àñòíîñòè, äî ñèõ ïîð íå
îïèñàíû ñîáûòèÿ, êîòîðûå ïðîèñõîäÿò ñðàçó ïîñëå àêòè-
âàöèè ðåöåïòîðîâ ËÔÊ è âïîñëåäñòâèè ïðèâîäÿò ê ïåðå-
äà÷å ñèãíàëà â ÿäðî, èçìåíåíèþ ýêñïðåññèè ãåíîâ è ðåîð-
ãàíèçàöèè ñòðóêòóð àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà.

Îäíèì èç îñíîâíûõ àêòèíñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ, ðåãó-
ëèðóþùèõ ñòðóêòóðó è äèíàìèêó àêòèíîâîãî öèòîñêåëå-
òà, ÿâëÿåòñÿ òðîïîìèîçèí. Â íåìûøå÷íûõ êëåòêàõ îí
îáû÷íî âûÿâëÿåòñÿ â ñâÿçàííîì ñ àêòèíîâûìè ñòðóêòóðà-
ìè âèäå, â îñíîâíîì â ñîñòàâå ñòðåññ-ôèáðèëë (Lazarides,
1975). Îäíàêî ïðè èììóíîôëóîðåñöåíòíîì àíàëèçå öèòî-
ñêåëåòà òðîïîìèîçèí îáíàðóæèâàåòñÿ íå òîëüêî â ñîñòàâå
àêòèíîâûõ ñòðóêòóð, íî è â íå ñâÿçàííûõ ñ íèìè ÷àñòèöàõ
ðàçëè÷íîãî ðàçìåðà, êîòîðûå ðàñïðåäåëåíû â öèòîçîëå
êàê âîêðóã ñòðåññ-ôèáðèëë, òàê è â çîíàõ àêòèâíîé ïîëè-
ìåðèçàöèè àêòèíà, íàïðèìåð â ëàìåëëàõ è ôèëîïîäèÿõ
(Hillberg et al., 2006; Grenklo et al., 2008).

Ðàíåå ìû ðàçðàáîòàëè ìåòîäèêó ìàëîðàçðóøàþùåãî
âûäåëåíèÿ êîìïîíåíòîâ öèòîïëàçìû èç êóëüòèâèðóåìûõ
êëåòîê, ïðè êîòîðîì ñîõðàíÿþòñÿ öèòîñêåëåòíûå ñòðóê-
òóðû è îðãàíåëëû. Ñ ïîìîùüþ ýòîé ìåòîäèêè ìû îõàðàê-
òåðèçîâàëè ÷àñòèöû, ñîäåðæàùèå òðîïîìèîçèí âûäåëåí-
íûå èç öèòîïëàçìû ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êðûñû,
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êàê ìóëüòèìîëåêóëÿðíûå áåëêîâûå êîìïëåêñû. Â ñîñòàâå
ýòèõ êîìïëåêñîâ áûëè âûÿâëåíû ïîìèìî òðîïîìèîçèíà
íåìûøå÷íûé ìèîçèí êëàññà IIA (ìèîçèí-9), à òàêæå áåë-
êè òåïëîâîãî øîêà 70 è 90 (Áîáêîâ è äð., 2012). Ìîëåêó-
ëÿðíàÿ îðãàíèçàöèÿ è ôóíêöèîíàëüíàÿ ðîëü ýòèõ áåëêî-
âûõ êîìïëåêñîâ â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåèçâåñòíû. Ìû
ïðåäïîëàãàåì, ÷òî îíè âîâëå÷åíû â ïðîöåññû ðåîðãàíèçà-
öèè öèòîñêåëåòà ïîä âëèÿíèåì âíåøíèõ ñòèìóëîâ è ìî-
ãóò ÿâëÿòüñÿ ïðåäøåñòâåííèêàìè äðóãèõ àêòèíîâûõ
ñòðóêòóð. Ñ öåëüþ ïðîâåðêè äàííîãî ïðåäïîëîæåíèÿ â
íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëà ïðåäïðèíÿòà ïîïûòêà èññëåäîâà-
íèÿ èçìåíåíèé ñîñòàâà áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ñîäåðæà-
ùèõ ìèîçèí-9, àêòèí è âûñîêîìîëåêóëÿðíûå èçîôîðìû
òðîïîìèîçèíà, íà ðàííèõ ñðîêàõ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ËÔÊ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û. Ôèáðîáëàñòû, âûäåëåí-
íûå èç ëåãêîãî ýìáðèîíà ÷åëîâåêà, áûëè ëþáåçíî ïðåäî-
ñòàâëåíû Í. Ì. Þäèíöåâîé (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå
DMEM/F12, ñîäåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè êðîâè ýìáðèî-
íîâ êîðîâ (HyClone, ÑØÀ), ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5%
ÑÎ2.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è ÿ. Ñòåêëà ñ ðàñïëàñòàí-
íûìè êëåòêàìè ôèêñèðîâàëè â 3%-íîì ðàñòâîðå ïàðà-
ôîðìàëüäåãèäà 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è ïåð-
ìåàáèëèçîâûâàëè 0.1%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà X-100
5 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Â êà÷åñòâå ïåðâûõ àí-
òèòåë èñïîëüçîâàëè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà êðîëèêà,
âûðàáîòàííûå ïðîòèâ N-êîíöåâîãî ïåïòèäà òÿæåëîé
öåïè íåìûøå÷íîãî ìèîçèíà IIA, è ìîíîêëîíàëüíûå àíòè-
òåëà ìûøè, âûðàáîòàííûå ïðîòèâ âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ
èçîôîðì òðîïîìèîçèíà (Sigma, ÑØÀ), à â êà÷åñòâå âòî-
ðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè êðîëè÷üè àíòèòåëà ê ìûøè-
íûì àíòèãåíàì è êîçüè àíòèòåëà ê àíòèãåíàì êðîëèêà,
êîíúþãèðîâàííûå ñ FITC èëè TRITC (Sigma, ÑØÀ). Äëÿ
âèçóàëèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà êëåòêè îêðàøèâà-
ëè ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì 10 ìèí ïðè 37 °Ñ. Ïðåïàðàòû
çàêëþ÷àëè â ñðåäó Mounting medium (Pharmacia, Øâåöèÿ)
è àíàëèçèðîâàëè íà êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå DMi8 (Le-
ica, Ãåðìàíèÿ).

Ô ð à ê ö è î í è ð î â à í è å è è ì ì ó í î ï ð å ö è ï è ò à -
ö è ÿ. Êëåòî÷íûå ýêñòðàêòû ïîëó÷àëè ïðè ïîìîùè ìåòîäà
êðàòêîâðåìåííîé ýêñòðàêöèè êîìïîíåíòîâ öèòîïëàçìû
èç ìîíîñëîéíîé êóëüòóðû êëåòîê (ïîäðîáíåå ñì.: Áîáêîâ
è äð., 2012). Â ýêñïåðèìåíòå èñïîëüçîâàëè êëåòêè â ñî-
ñòîÿíèè ñóáêîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ íà ÷àøêàõ Ïåòðè
äèàìåòðîì 9 ñì, ïî îäíîé ÷àøêå íà êàæäóþ âðåìåíí*óþ
òî÷êó. Ïåðåä ýêñïåðèìåíòîì êëåòêè ïåðåâîäèëè íà 1 ÷ íà
áåññûâîðîòî÷íóþ ñðåäó. Äëÿ ñòèìóëÿöèè êëåòîê ñðåäó
çàìåíÿëè íà íîâóþ ïîðöèþ áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäû, ñî-
äåðæàùóþ ËÔÊ (Sigma, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 20 íã/ìë;
âðåìÿ èíêóáàöèè ñîñòàâëÿëî îò 30 ñ äî 3 ÷. Çàòåì æèä-
êîñòü èç ÷àøåê Ïåòðè òùàòåëüíî óäàëÿëè è â êàæäóþ
÷àøêó âíîñèëè ïî 500 ìêë ëèçèðóþùåãî áóôåðà ñëåäóþ-
ùåãî ñîñòàâà: 10 ìÌ K-ôîñôàòíîãî áóôåðà, pH 7.0,
100 ìÌ NaF, 50 ìÌ KCl, 2 ìÌ MgCl2, 1 ìÌ EGTA, 0.5 Ì
ñàõàðîçû, 1 % Òðèòîíà X-100, 0.1 ìÌ PMSF è èíãèáèòî-
ðû ïðîòåàç (Sigma, ÑØÀ). Ëèçèñ ïðîâîäèëè 5 ìèí íà
ëüäó, ïîñëå ÷åãî îòáèðàëè ýêñòðàêò 1 äëÿ äàëüíåéøåé èì-
ìóíîïðåöèïèòàöèè. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ýêñòðàêòà 2 è öèòî-
ìàòðèêñà â ÷àøêè ïîâòîðíî âíîñèëè ïî 500 ìêë ëèçèðóþ-
ùåãî áóôåðà, ëèçèðîâàëè íà ëüäó 10 ìèí è ñîáèðàëè

îñòàòêè êëåòîê ñêðåáêîì. Ïîëó÷åííûå ëèçàòû öåíòðèôó-
ãèðîâàëè 10 ìèí ïðè 12 000 g, ñóïåðíàòàíò îáîçíà÷àëè
êàê ýêñòðàêò 2, à îñàäîê — êàê öèòîìàòðèêñ. Ïðè ïðîâå-
äåíèè èììóíîïðåöèïèòàöèè â ïîëó÷åííûå ýêñòðàêòû 1
ïðåäâàðèòåëüíî äîáàâëÿëè ñåôàðîçó ñ ïðèøèòûì áåë-
êîì G (Amersham, Øâåöèÿ) èç ðàñ÷åòà 50 ìêë íà 1 ìë è
èíêóáèðîâàëè, ïëàâíî ïåðåìåøèâàÿ, 1 ÷ ïðè 4 °C. Çàòåì
ñåôàðîçó îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì â òå÷åíèå 5 ìèí
ïðè 2000 g, ê ñóïåðíàòàíòó äîáàâëÿëè àíòèòåëà è èíêóáè-
ðîâàëè, ïëàâíî ïåðåìåøèâàÿ, â òå÷åíèå 4 ÷ ïðè 4 °C, ïî-
ñëå ýòîãî äîáàâëÿëè G-ñåôàðîçó è èíêóáèðîâàëè òàê æå,
ïëàâíî ïåðåìåøèâàÿ, â òå÷åíèå 4 ÷ ïðè 4 °C. Îáðàçîâàâ-
øèåñÿ êîìïëåêñû àíòèòåë ñ ñåôàðîçîé îñàæäàëè öåíòðè-
ôóãèðîâàíèåì ïðè 2000 g, ïðîìûâàëè 4 ðàçà PBS è ðàçäå-
ëÿëè ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà ñ ïîñëåäóþùèì Âåñ-
òåðí-áëîòèíãîì.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç è Â å ñ ò å ð í - á ë î ò - à í à ë è ç.
Áåëêè ðàçäåëÿëè ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà â 12.5%-íîì ïî-
ëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ â ïðè-
ñóòñòâèè SDS (Laemmli, 1970). Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà ãåëü
îêðàøèâàëè Êóìàññè áðèëëèàíòîâûì ãîëóáûì èëè îñó-
ùåñòâëÿëè Âåñòåðí-áëîòèíã (Towbin et al., 1979). Ïåðå-
íîñ áåëêîâ ñ ãåëÿ íà ìåìáðàíó Immobilon-P (Millipore,
ÑØÀ) ïðîâîäèëè â Òðèñ-ãëèöèíîâîì áóôåðå, pH 8.3, ñî-
äåðæàùåì 10 % ýòàíîëà è 0.1 % SDS. Âåñòåðí-áëîòèíã
ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ECL-ïðîòîêîëîì (Amersham,
ÑØÀ). Ìåìáðàíó ïîñëå ïåðåíîñà ïðîìûâàëè 20 ìèí
PBS, ñîäåðæàùèì 0.1 % òâèíà-20, è áëîêèðîâàëè ìåñòà
íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ 5%-íûì îáåçæèðåííûì
ñóõèì ìîëîêîì, ðàçâåäåííûì â PBS, â òå÷åíèå 1 ÷. Ìåìá-
ðàíó èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè â òå÷åíèå 1 ÷
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, òðèæäû îòìûâàëè â PBS è
îêðàøèâàëè âòîðûìè àíòèòåëàìè 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå. Â êà÷åñòâå ïåðâûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè ïîëè-
êëîíàëüíûå àíòèòåëà êðîëèêà, âûðàáîòàííûå ïðîòèâ
N-êîíöåâîãî ïåïòèäà ìèîçèíà-9, ìîíîêëîíàëüíûå àíòè-
òåëà ìûøè, âûðàáîòàííûå ïðîòèâ âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ
èçîôîðì òðîïîìèîçèíà, áåòà-àêòèíà, àëüôà-òóáóëèíà èëè
àöåòèëèðîâàííîãî àëüôà-òóáóëèíà. Â êà÷åñòâå âòîðûõ
àíòèòåë èñïîëüçîâàëè êðîëè÷üè àíòèòåëà ê ìûøèíûì àí-
òèãåíàì è êîçüè àíòèòåëà ê àíòèãåíàì êðîëèêà, êîíúþãè-
ðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (Sigma, ÑØÀ). Äëÿ óñè-
ëåíèÿ ñèãíàëà â Âåñòåðí-áëîòèíãå èñïîëüçîâàëè ñóáñòðàò
SuperSignal (Thermo Scientific, ÑØÀ). Õåìèëþìèíåñöåí-
òíîå èçëó÷åíèå ðåãèñòðèðîâàëè ïðè ïîìîùè ñèñòåìû
ChemiDoc (Bio-Rad, ÑØÀ). Äåíñèòîìåòðèþ áëîòîâ ïðî-
âîäèëè â ïðîãðàììå ImageJ (Schindelin et al., 2015), ñòàòè-
ñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó äàííûõ äåíñèòîìåòðèè âûïîëíÿëè
â ïðîãðàììå Microsoft Excel.

Ðåçóëüòàòû

Ìåòîäîì èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìèîçèí-9 ñ ðàçíîé èíòåíñèâíîñòüþ
âûÿâëÿåòñÿ ïðàêòè÷åñêè âî âñåõ êëåòêàõ ìîíîñëîÿ
(ðèñ. 1). Îäíîâðåìåííîå îêðàøèâàíèå ðîäàìèí-ôàëëîè-
äèíîì è ñâÿçûâàíèå àíòèòåë ê ìèîçèíó-9 ïîêàçàëî, ÷òî
ìèîçèí-9 ñîëîêàëèçóåòñÿ ïðàêòè÷åñêè ñî âñåìè F-àêòèíî-
âûìè ñòðóêòóðàìè. Êðîìå òîãî, ìèîçèí-9 âûÿâëÿåòñÿ â
öèòîïëàçìå â ôîðìå îòäåëüíûõ ÷àñòèö, íå ñâÿçàííûõ ñî
ñòðóêòóðàìè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà (ðèñ. 1, â—ä). Ðàç-
ìåð ýòèõ ÷àñòèö âàðüèðóåò îò 0.1 äî 0.3 ìêì. ×åðåç 1 ÷
âîçäåéñòâèÿ ËÔÊ ìèîçèí-9 òàêæå âûÿâëÿåòñÿ êàê â âèäå
îòäåëüíûõ ÷àñòèö, òàê è âìåñòå ñ F-àêòèíîâûìè ñòðóêòó-
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ðàìè (ðèñ. 1, á). Êðîìå òîãî, ìèîçèí-9 îáíàðóæèâàåòñÿ â
îáëàñòè ÿäðà êàê â êîíòðîëå, òàê è â êëåòêàõ, ïîäâåðã-
øèõñÿ îáðàáîòêå ËÔÊ (ðèñ. 1, å, ë). Òðîïîìèîçèí âûÿâ-
ëÿåòñÿ â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ òîëüêî â öèòîïëàçìå è îêî-
ëîÿäåðíîé îáëàñòè (ðèñ. 1, æ). Îäíîâðåìåííîå îêðà-
øèâàíèå àíòèòåëàìè ê âûñîêîìîëåêóëÿðíûì èçîôîðìàì
òðîïîìèîçèíà è ê ìèîçèíó-9 ïîêàçàëî, ÷òî òðîïîìèî-
çèí è ìèîçèí-9 ñîëîêàëèçóþòñÿ â êëåòêàõ â ñîñòàâå
ñòðåññ-ôèáðèëë è â âèäå îòäåëüíûõ ÷àñòèö â öèòîïëàçìå
(ðèñ. 1, è, ê), à ïîñëå 1-÷àñîâîãî äåéñòâèÿ ËÔÊ îíè ñîëî-
êàëèçóþòñÿ åùå è â îáëàñòè ÿäðà (ðèñ. 1, ë).

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîäîáíûå ÷àñòèöû, ñîäåð-
æàùèå òðîïîìèîçèí, ìîãóò áûòü âûäåëåíû èç öèòîïëàç-
ìû êëåòîê áåç ðàçðóøåíèÿ ÿäåð è ñòðóêòóð öèòîñêåëåòà
(Áîáêîâ è äð., 2012). Òàì æå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òðîïîìè-
îçèí è ìèîçèí-9 ñîîñàæäàþòñÿ èç ýêñòðàêòà 1 ýìáðèî-
íàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êðûñû. Äëÿ òîãî ÷òîáû óçíàòü, èç-
ìåíÿåò ëè âëèÿíèå ËÔÊ (20 íã/ìë) ñîñòàâ ìóëüòèìîëåêó-
ëÿðíûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ ìèîçèí-9 è
òðîïîìèîçèí, íî íå ñâÿçàííûõ ñ öèòîñêåëåòîì, ìû ïðîâå-
ëè ñåðèþ èììóíîïðåöèïèòàöèé èç ýêñòðàêòîâ 1 ýìáðèî-
íàëüíûõ ëåãî÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà. Êëåòêè èíêó-
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Ðèñ. 1. Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ëåãêîãî ìûøè ñ ïîìîùüþ ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê
ìèîçèíó-9 (à—ë, çåëåíûé), ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê òðîïîìèîçèíó (æ—ë, êðàñíûé) è âèçóàëèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ñ

ïîìîùüþ ðîäàìèí-ôàëëîèäèíà (à—å, êðàñíûé).

à, â—æ, è, ê — êëåòêè â êîíòðîëå; á, ç, ë — êëåòêè ÷åðåç 1 ÷ äåéñòâèÿ ëèçîôîñôàòèäèëîâîé êèñëîòû (ËÔÊ). Ïîêàçàíû êîíôîêàëüíûå ñðåçû
â îáëàñòè ñòðåññ-ôèáðèëë (â, è), êðàÿ êëåòêè (ã, ê, ä) è ÿäðà (å, ë). ßäðà îêðàøåíû DAPI (ë). Ìàñøòàáíûå îòðåçêè: 20 (à, á, æ, ç), 2 (â, ã, è, ê) è

5 (ä, å, ë) ìêì.
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Ðèñ. 2. Äèíàìèêà ñîñòàâà áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, îñàæäåííûõ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ìèîçèíà-9 (à) è òðîïîìèîçèíà (á) èç öèòîïëàçìû
(ýêñòðàêò 1) ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ëåãêîãî ÷åëîâåêà íà ðàçíûõ ñðîêàõ äåéñòâèÿ 20 íã/ìë ËÔÊ. ÈÏ — èììóíîïðåöèïèòà-

öèÿ. Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç.

Èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ïðîòèâ ìèîçèíà-9, àêòèíà è âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ èçîôîðì òðîïîìèîçèíà. Äèàãðàììû ïîêàçûâàþò ðåçóëüòàòû äåíñèòîìåò-
ðèè ïîëîñ Âåñòåðí-áëîòîâ, ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ (òî÷êè), ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå (ïðÿìîóãîëüíèêè) è 95%-íûå äîâåðèòåëüíûå èíòåðâàëû
(âåðòèêàëüíûå îòðåçêè), n = 6. Ïî ãîðèçîíòàëè — âðåìÿ äåéñòâèÿ ËÔÊ, ìèí; ïî âåðòèêàëè — èíòåíñèâíîñòü õåìèëþìèíåñöåíòíîãî ñèãíàëà,

îòí. åä.

Ðèñ. 3. Ñîäåðæàíèå áåëêîâ öèòîñêåëåòà â ýêñòðàêòå 2 è öèòîìàòðèêñå, ïîëó÷åííûõ èç ëèçàòà ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ëåãêî-
ãî ÷åëîâåêà íà ðàçíûõ ñðîêàõ ïîñëå íà÷àëà äåéñòâèÿ 20 íã/ìë ËÔÊ. Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç.

Èñïîëüçîâàíû àíòèòåëà ïðîòèâ àêòèíà, âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ èçîôîðì òðîïîìèîçèíà, òóáóëèíà, àöåòèëèðîâàííîãî (àö.) òóáóëèíà (à) è ìèîçèíà-9
(á). Äèàãðàììû: îáúÿñíåíèÿ òå æå, ÷òî è ê ðèñ. 2.



áèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè ËÔÊ â òå÷åíèå 30 ñ, 1, 5, 10, 15 è
30 ìèí, 1 è 3 ÷, çàòåì ïîëó÷àëè ðàñòâîðèìûå â Òðèòîíå
Õ-100 ýêñòðàêòû 1, èç êîòîðûõ îñàæäàëè áåëêîâûå êîìï-
ëåêñû, èñïîëüçóÿ àíòèòåëà ê ìèîçèíó-9 è âûñîêîìîëåêó-
ëÿðíûì èçîôîðìàì òðîïîìèîçèíà. Ïîëó÷åííûå ïðåöèïè-
òàòû àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà ñ ïîñëåäóþ-
ùèì Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçîì.

Ïðè îñàæäåíèè áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ ñ ïîìîùüþ àí-
òèòåë ïðîòèâ ìèîçèíà-9 íà ðàçíûõ ñðîêàõ äåéñòâèÿ ËÔÊ
áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî êîëè÷åñòâî ìèîçèíà-9 â ïðåöèïè-
òàòàõ ñîõðàíÿåòñÿ íà âûñîêîì óðîâíå â òå÷åíèå 1 ìèí, à
çàòåì íà÷èíàåò ñíèæàòüñÿ. Òðîïîìèîçèí è àêòèí âûÿâëÿ-
þòñÿ â êîìïëåêñå ñ ìèîçèíîì-9 â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ,
èõ êîëè÷åñòâî ñíèæàåòñÿ ÷åðåç 30 ñ äåéñòâèÿ íà êëåòêè
ËÔÊ è çàòåì ïîâûøàåòñÿ ÷åðåç 15 ìèí. ×åðåç 30 ìèí êî-
ëè÷åñòâî àêòèíà è òðîïîìèîçèíà â êîìïëåêñå ñ ìèîçè-
íîì-9 ñíîâà ñíèæàåòñÿ äî ïîëíîãî èñ÷åçíîâåíèÿ. ×åðåç 1
è 3 ÷ ïîñëå íà÷àëà äåéñòâèÿ ËÔÊ àêòèí è òðîïîìèîçèí â
ïðåöèïèòàòàõ íå âûÿâëÿþòñÿ (ðèñ. 2, à).

Ïðè îñàæäåíèè áåëêîâ àíòèòåëàìè ïðîòèâ òðîïîìèî-
çèíà áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ ñî-
âìåñòíî ñ òðîïîìèîçèíîì îñàæäàþòñÿ ìèîçèí-9 è àêòèí
(ðèñ. 2, á). Êîëè÷åñòâî ìèîçèíà-9 â ñîñòàâå ïðåöèïèòàòîâ
ïîñòåïåííî ñíèæàåòñÿ â òå÷åíèå 3 ÷, ïðè ýòîì ïîìèìî
ïîëíîðàçìåðíîãî áåëêà âûÿâëÿåòñÿ åãî ôðàãìåíò ñ ìîë.
ìàññîé ïðèìåðíî 130 êÄà. Êîëè÷åñòâî òðîïîìèîçèíà â
ïðåöèïèòàòàõ äîñòèãàåò ñâîåãî ìèíèìóìà óæå ÷åðåç
5 ìèí ïîñëå íà÷àëà äåéñòâèÿ ËÔÊ, çàòåì ïîñòåïåííî óâå-
ëè÷èâàåòñÿ è ÷åðåç 3 ÷ âîçâðàùàåòñÿ ê ïåðâîíà÷àëüíîìó
óðîâíþ. Êîëè÷åñòâî àêòèíà â ïðåöèïèòàòàõ ïîñëå âîçäåé-
ñòâèÿ ËÔÊ íà÷èíàåò ñíèæàòüñÿ ÷åðåç 10 ìèí, à ÷åðåç 3 ÷
àêòèí íå îáíàðóæèâàåòñÿ íà Âåñòåðí-áëîòå.

Ïîìèìî àíàëèçà ñîîñàæäåíèÿ ìèîçèíà-9, òðîïîìèî-
çèíà è àêòèíà ìû èññëåäîâàëè ñîäåðæàíèå îñíîâíûõ áåëêîâ
öèòîñêåëåòà â ýêñòðàêòå 2 è öèòîìàòðèêñå êëåòîê ìåòîäàìè
ýëåêòðîôîðåçà è Âåñòåðí-áëîòà (ðèñ. 3). Áûëî îáíàðóæå-
íî, ÷òî ñîäåðæàíèå òðîïîìèîçèíà â ýêñòðàêòå 2 ñíèæàåò-
ñÿ ÷åðåç 5 ìèí è íà÷èíàåò óâåëè÷èâàòüñÿ ÷åðåç 15 ìèí ïîñëå
âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè ËÔÊ. Ïðè ýòîì ñîäåðæàíèå àêòèíà â
ýêñòðàêòå 2 óâåëè÷èâàåòñÿ è äîñòèãàåò ñâîåãî ìàêñèìóìà
÷åðåç 30 ìèí, ïîñëå ÷åãî ïîñòåïåííî ñíèæàåòñÿ.

Â öèòîìàòðèêñå ñîäåðæàíèå òðîïîìèîçèíà â îáùåì
ñòàáèëüíî, îäíàêî ÷åðåç 10 è 180 ìèí îò íà÷àëà âîçäåéñò-
âèÿ ËÔÊ íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷åíèå åãî êîëè÷åñòâà. Ñîäåð-
æàíèå àêòèíà â öèòîìàòðèêñå ñíèæàåòñÿ ÷åðåç 30 ñ äåéñò-
âèÿ ËÔÊ, è äàëåå åãî êîëè÷åñòâî ôëóêòóèðóåò, äîñòèãàÿ
ñâîåãî ìàêñèìóìà ÷åðåç 60 è 180 ìèí. Êîëè÷åñòâî òóáó-
ëèíà â öèòîìàòðèêñå íà÷èíàåò óâåëè÷èâàòüñÿ ÷åðåç
30 ìèí ïîñëå íà÷àëà äåéñòâèÿ ËÔÊ è ñòàíîâèòñÿ ìàêñè-
ìàëüíûì ÷åðåç 3 ÷. Ïðè ýòîì ñîäåðæàíèå àöåòèëèðîâàí-
íîé ôîðìû òóáóëèíà â öèòîìàòðèêñå íà÷èíàåò ñíèæàòüñÿ
óæå ÷åðåç 10 ìèí âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè ËÔÊ (ðèñ. 3, à).
×åðåç 1 ÷ àöåòèëèðîâàííûé òóáóëèí óæå ïðàêòè÷åñêè íå
âûÿâëÿåòñÿ, à ÷åðåç 3 ÷ ïîÿâëÿåòñÿ ñíîâà â íåáîëüøîì êî-
ëè÷åñòâå. Ñîäåðæàíèå ïîëíîðàçìåðíîãî ìèîçèíà-9 â öè-
òîìàòðèêñå ïîñòåïåííî ñíèæàåòñÿ â òå÷åíèå 3 ÷ äåéñòâèÿ
ËÔÊ, ïðè ýòîì ïàðàëëåëüíî èäåò óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà
åãî ôðàãìåíòîâ ñ ìîë. ìàññàìè 130 è 40 êÄà (ðèñ. 3, á).

Îáñóæäåíèå

Àêòèíîâûé öèòîñêåëåò ÿâëÿåòñÿ âûñîêîäèíàìè÷íîé
ñòðóêòóðîé è îáåñïå÷èâàåò âûïîëíåíèå øèðîêîãî ñïåêò-
ðà êëåòî÷íûõ ôóíêöèé çà ñ÷åò ñïîñîáíîñòè ê áûñòðûì

èçìåíåíèÿì ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè â îòâåò
íà ðàçëè÷íûå âíåøíèå ñòèìóëû. Ïðîñòðàíñòâåííàÿ îðãà-
íèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà îïðåäåëÿåòñÿ íàáî-
ðîì àêòèíñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ, âçàèìîäåéñòâóþùèõ
äðóã ñ äðóãîì è ñ öèòîñêåëåòíûìè ñòðóêòóðàìè. Ðÿä èñ-
ñëåäîâàíèé ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àêòèíñâÿ-
çûâàþùèå áåëêè íå òîëüêî ïðèíèìàþò íåïîñðåäñòâåííîå
ó÷àñòèå â îðãàíèçàöèè ñòðóêòóð àêòèíîâîãî öèòîñêåëå-
òà, íî è îïîñðåäóþò îáðàáîòêó è ïðîâåäåíèå âíóòðèêëå-
òî÷íûõ ñèãíàëîâ (Andra et al., 1998; Bolshakova et al.,
2007; Grenklo et al., 2008; Uribe, Jay, 2009; Áîáêîâ è äð.,
2010).

Ðàíåå ïðè àíàëèçå ñòðóêòóðíûõ ïåðåñòðîåê àêòèíîâî-
ãî öèòîñêåëåòà â öèòîïëàçìå êðûñèíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìû
îáíàðóæèëè íå ñâÿçàííûå ñ äðóãèìè àêòèíîâûìè ñòðóê-
òóðàìè ÷àñòèöû. Ìû îõàðàêòåðèçîâàëè ýòè ÷àñòèöû êàê
ñëîæíûå ìóëüòèìîëåêóëÿðíûå êîìïëåêñû, ñîäåðæàùèå
âûñîêîìîëåêóëÿðíûå èçîôîðìû òðîïîìèîçèíà, àêòèí,
ìèîçèí-9 è áåëêè òåïëîâîãî øîêà Hsp70 è Hsp90 (Áîáêîâ
è äð., 2012). Òàêæå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïðè ïåðåñòðîéêàõ
àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ñîñòàâ ýòèõ êîìïëåêñîâ èçìåíÿ-
åòñÿ, è ïðåäïîëîæèëè, ÷òî äàííûå ìóëüòèìîëåêóëÿðíûå
êîìïëåêñû ìîãóò ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â ïðîöåññàõ ðåîðãà-
íèçàöèè ñèñòåìû àêòèíîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ. Äëÿ òîãî
÷òîáû ïîäòâåðäèòü ýòî ïðåäïîëîæåíèå â äðóãîé êëåòî÷-
íîé ñèñòåìå, ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå àêòèâàòîðà ñèã-
íàëüíîãî ïóòè Rho íà ñîñòàâ òàêèõ êîìïëåêñîâ â êóëüòó-
ðå ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ëåãîãî ÷åëîâåêà.

Â êà÷åñòâå àêòèâàòîðà ñèãíàëüíîãî ïóòè Rho íà-
ìè áûëà âûáðàíà ËÔÊ. Ñâÿçûâàÿñü ñî ñïåöèôè÷åñêèìè
ðåöåïòîðàìè íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê, ËÔÊ èíäóöèðóåò
ïðîöåññû àäãåçèè, ìèãðàöèè è ïðîëèôåðàöèè. Äåéñòâèå
ËÔÊ íà êëåòêè îïîñðåäóåòñÿ ÷åðåç èçìåíåíèÿ â àêòèíî-
âîì öèòîñêåëåòå, â òîì ÷èñëå ÷åðåç ôîðìèðîâàíèå
ñòðåññ-ôèáðèëë è ñòèìóëÿöèþ àêòîìèîçèíîâîãî ñîêðà-
ùåíèÿ (Âîðîòíèêîâ, 2011). Èçâåñòíî, íàïðèìåð, ÷òî ñèã-
íàë îò ðåöåïòîðîâ ËÔÊ ïåðåäàåòñÿ íà íåìûøå÷íûå ìèî-
çèíû II òèïà (Watterson et al., 2007). Â êóëüòóðå êëåòîê
ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ËÔÊ âûçûâà-
åò ñáîðêó ñòðåññ-ôèáðèëë è ñîêðàòèìîñòü àêòîìèîçèíà
ïîñðåäñòâîì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ è àêòèâàöèè ìèîçèíà II
ñ ó÷àñòèåì ìàëûõ ÃÒÔàç Rho-ñåìåéñòâà (Kim, Adelstein,
2011).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå ËÔÊ íà
ñîñòàâ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ñîäåð-
æàùèõ àêòèí, ìèîçèí-9 è âûñîêîìîëåêóëÿðíûå èçîôîð-
ìû òðîïîìèîçèíà. Îêàçàëîñü, ÷òî äîáàâëåíèå ê íîðìàëü-
íûì ôèáðîáëàñòàì ÷åëîâåêà ËÔÊ â êîíöåíòðàöèè
20 íã/ìë ïðèâîäèò ê áûñòðîìó óìåíüøåíèþ êîëè÷åñòâà
òðîïîìèîçèíà, ñîîñàæäåííîãî ñ ìèîçèíîì-9, ÷òî ìîæåò
áûòü ñâÿçàíî ñ äåôîñôîðèëèðîâàíèåì ìèîçèíà-9. Ðàíåå
óæå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìèîçèíû ìîãóò ñóùåñòâîâàòü â
äâóõ êîíôîðìàöèÿõ â çàâèñèìîñòè îò ñòåïåíè ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ. Â íåôîñôîðèëèðîâàííîì ñîñòîÿíèè ìîëåêó-
ëû íåìûøå÷íûõ ìèîçèíîâ II êëàññà ïðèîáðåòàþò êîì-
ïàêòíóþ 10S-êîíôîðìàöèþ, â êîòîðîé ó íèõ îòñóòñòâóåò
ÀÒÔàçíàÿ, àêòèíñâÿçûâàþùàÿ è ïîëèìåðèçàöèîííàÿ
àêòèâíîñòü. Ôîñôîðèëèðîâàíèå ïî Ser19 ïðèâîäèò ê ðàç-
âîðà÷èâàíèþ ìîëåêóëû â âûòÿíóòóþ 6S-êîíôîðìàöèþ
(Ikebe et al., 1986; Matsumura, 2005; Clark et al., 2008).
Ïîäòâåðæäåíèå ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ïîòðåáóåò äàëüíåé-
øåãî èññëåäîâàíèÿ.

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ A431 Rho òðàíñ-
ëîöèðóåòñÿ èç öèòîïëàçìû ê ðàñòóùèì ìèêðîâîðñèíêàì
àïèêàëüíîé ìåìáðàíû â òå÷åíèå 30 ñ ïîñëå ñòèìóëÿöèè
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ÝÔÐ (Yonemura et al., 2004), à RhoG àêòèâèðóåòñÿ ÷åðåç
30 ñ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ 20 íã/ìë ÝÔÐ â êëåòêàõ ëèíèé
A431, HeLa è NIH-3T3 (Samson et al., 2010). Ïîëó÷åííûå
íàìè ðåçóëüòàòû òàêæå ñâèäåòåëüñòâóþò î áûñòðûõ èçìå-
íåíèÿõ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ËÔÊ: óæå ÷åðåç 30 ñ íàáëþäà-
åòñÿ ðàçáîðêà êîìïëåêñà òðîïîìèîçèí/ìèîçèí-9.

Ìèîçèí è òðîïîìèîçèí îòíîñÿòñÿ ê êëþ÷åâûì àê-
òèíñâÿçûâàþùèì áåëêàì, ðåãóëèðóþùèì äèíàìè÷åñêèå
ñâîéñòâà àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà. Îíè âõîäÿò â ñîñòàâ
ìèêðîôèëàìåíòîâ è, ïîìèìî ýòîãî, ìîãóò ïðèíèìàòü ó÷à-
ñòèå â ôîðìèðîâàíèè ðàçëè÷íûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ.
Íàïðèìåð, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áîëåå 90 % òðîïîìèîçèíà
â öèòîçîëå ôèáðîáëàñòîâ êðûñû ñóùåñòâóåò â ôîðìå
ìóëüòèìåðîâ (Grenklo et al., 2008). Â êëåòêàõ îáíàðóæè-
âàåòñÿ íåñêîëüêî ðàçëè÷íûõ èçîôîðì òðîïîìèîçèíà, ðàç-
ëè÷àþùèõñÿ ïî ìîëåêóëÿðíîé ìàññå è õàðàêòåðèñòèêàì
ñâÿçûâàíèÿ ñ àêòèíîì è àêòèíñâÿçûâàþùèìè áåëêàìè.
Ðàçëè÷íàÿ ñòåïåíü ñòàáèëèçàöèè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ
ðàçíûìè èçîôîðìàìè òðîïîìèîçèíà îáåñïå÷èâàåò àêòè-
íîâîìó öèòîñêåëåòó ìíîãîîáðàçèå äèíàìè÷åñêèõ ñâîéñòâ
(Lin et al., 2008; Íåâçîðîâ, Ëåâèöêèé, 2011; Gunning et al.,
2015). Íåñìîòðÿ íà áîëüøîå ÷èñëî ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ
ðîëè èçîôîðì òðîïîìèîçèíà â îðãàíèçàöèè ñèñòåìû ìèê-
ðîôèëàìåíòîâ, ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû, çà ñ÷åò êîòî-
ðûõ òðîïîìèîçèí ðåãóëèðóåò ñòðóêòóðíûå è äèíàìè÷å-
ñêèå ñâîéñòâà àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, äî ñèõ ïîð íå
âïîëíå ÿñíû (Khaitlina, 2015). Âûñîêîìîëåêóëÿðíûå èçî-
ôîðìû òðîïîìèîçèíà áûëè âûáðàíû íàìè êàê îñíîâíûå
èçîôîðìû, îáåñïå÷èâàþùèå íîðìàëüíûé êëåòî÷íûé ôå-
íîòèï (Leavitt et al., 1986; Miyado et al., 1997; Gunning
et al., 2015).

Ïîñòåïåííîå ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà áåòà-àêòèíà, ñîî-
ñàæäåííîãî ñ âûñîêîìîëåêóëÿðíûìè èçîôîðìàìè òðîïî-
ìèîçèíà íà âñå áîëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
ËÔÊ (äî 3 ÷), ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá èçìåíåíèè
ñòåïåíè àôôèííîñòè òðîïîìèîçèíà, âîçìîæíî âñëåäñò-
âèå èçìåíåíèÿ óðîâíÿ åãî àöåòèëèðîâàíèÿ. Êîñâåííûì
ñâèäåòåëüñòâîì òàêîé âîçìîæíîñòè ÿâëÿåòñÿ ïîñòåïåííîå
ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà âûÿâëÿåìîãî â öèòîìàòðèêñå àöåòè-
ëèðîâàííîãî òóáóëèíà. Ñíèæåíèå àöåòèëèðîâàíèÿ òóáó-
ëèíà ñâÿçûâàþò ñ óâåëè÷åíèåì êëåòî÷íîé ïîäâèæíîñòè
(Palazzo et al., 2003), ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ èçâåñòíîé ðîëüþ
ËÔÊ â îáåñïå÷åíèè êëåòî÷íîé ìèãðàöèè.

Ïåðâûå áûñòðûå èçìåíåíèÿ, íàáëþäàåìûå íàìè â ñî-
ñòàâå èññëåäîâàííûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ìîãóò èìåòü
îòíîøåíèå ê íåñïåöèôè÷åñêîìó óíèâåðñàëüíîìó îòâåòó,
â õîäå êîòîðîãî áûñòðûå ïåðåñòðîéêè àêòèíîâîãî öèòî-
ñêåëåòà ïðîèñõîäÿò â êëåòêàõ â îòâåò íà ñàìûå ðàçíûå
ñòèìóëû è ìîãóò îïîñðåäîâàòüñÿ òàêèìè âòîðè÷íûìè
ìåññåíäæåðàìè, êàê àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà èëè
èîíû êàëüöèÿ. Èçìåíåíèÿ, ïðîèñõîäÿùèå â ñîñòàâå áåë-
êîâûõ êîìïëåêñîâ ÷åðåç 15—30 ìèí âîçäåéñòâèÿ ËÔÊ,
ìîãóò áûòü îáóñëîâëåíû êàê èçìåíåíèåì áåëîê-áåëêî-
âûõ âçàèìîäåéñòâèé, òàê è èçìåíåíèÿìè â ýêñïðåññèè
ãåíîâ. Ïðè àíàëèçå ýêñïðåññèè ãåíîâ â ýìáðèîíàëüíûõ
ôèáðîáëàñòàõ ìûøè áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ËÔÊ èíäó-
öèðóåò ãåíû, âîâëå÷åííûå â ñòèìóëÿöèþ ðîñòà è ðåîð-
ãàíèçàöèþ öèòîñêåëåòà, è ãåíû, êîäèðóþùèå ìåòàëëî-
ïðîòåèíàçû (Stortelers et al., 2008). ×åðåç 30 ìèí âîç-
äåéñòâèÿ ËÔÊ àêòèâèðóþòñÿ ãåíû ðàííåãî îòâåòà,
âêëþ÷àþùèå â ñåáÿ NfkbIa, êîäèðóþùèé èíãèáèðóþùóþ
ñóáúåäèíèöó òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-kappaB
(Stortelers et al., 2008). Â ñâÿçè ñ ýòèì ñòîèò óïîìÿíóòü,
÷òî ðàíåå â íàøåé ëàáîðàòîðèè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñóáú-
åäèíèöà p65 òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-kappaB àñ-

ñîöèèðîâàíà ñ àêòèíñâÿçûâàþùèì áåëêîì àëüôà-
àêòèíèíîì-4 (Babakov et al., 2008), ÷òî ìîæåò ãîâîðèòü îá
ó÷àñòèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è êîìïëåêñîâ, ñîäåðæà-
ùèõ àêòèíñâÿçûâàþùèå áåëêè, â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè
ýòîãî òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà. Íà áîëåå ïîçäíèõ ñðî-
êàõ àêòèâèðóåòñÿ íàáîð ËÔÊ-ñïåöèôè÷íûõ ãåíîâ, àññî-
öèèðîâàííûõ ñ öèòîñêåëåòîì, â òîì ÷èñëå êîäèðóþùèõ
ðàçëè÷íûå èçîôîðìû àêòèíà, ÃÒÔàçó Rho, Rho-êèíàçó,
ñóáúåäèíèöû èíòåãðèíîâ (Stortelers et al., 2008). Ìû íà-
áëþäàåì óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà òðîïîìèîçèíà è ñíèæå-
íèå ñîäåðæàíèÿ ìèîçèíà-9 â ýêñòðàêòå 2 è öèòîìàòðèêñå
ôèáðîáëàñòîâ ÷åðåç 3 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ËÔÊ, ÷òî òàê-
æå ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèåì ýêñïðåññèè ñîîòâåò-
ñòâóþùèõ ãåíîâ.

Ïîìèìî èçìåíåíèÿ ñîñòàâà êîìïëåêñîâ ËÔÊ âûçûâà-
åò äåãðàäàöèþ àññîöèèðîâàííîãî ñ öèòîìàòðèêñîì ìèî-
çèíà-9. Ïðîòåîëèç ìèîçèíà-9 ÿâëÿåòñÿ ðåãóëèðóþùèì
ìåõàíèçìîì è ïîêàçàí â ðàçíûõ êëåòî÷íûõ ñèñòåìàõ.
Òàê, íà îñòåîêëàñòàõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â õîäå îñòåîêëà-
ñòîãåíåçà óðîâåíü ìèîçèíà-9 âðåìåííî ñíèæàåòñÿ ïóòåì
ðåãóëèðóåìîãî ïðîòåîëèçà, è ýòî ñîáûòèå ñòèìóëèðóåò
ñëèÿíèå êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèö îñòåîêëàñòîâ (McMicha-
el et al., 2009). Â äðóãîé ðàáîòå áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâà-
íî, ÷òî ìèîçèí-9 âçàèìîäåéñòâóåò ñ ðåöåïòîðîì TLR4 â
òðîìáîöèòàõ è ÷òî ýòî âçàèìîäåéñòâèå ðåãóëèðóåòñÿ ïðî-
òåîëèçîì ìèîçèíà-9. Ìèîçèí-9 ÿâëÿåòñÿ ñóáñòðàòîì êàëü-
ïàèíà, à ðàçðåçàíèå ìèîçèíà-9 óâåëè÷èâàåò ýêñïðåññèþ
TLR4 â òðîìáîöèòàõ, îáðàáîòàííûõ òðîìáèíîì (Tsai
et al., 2014). Âîçìîæíî, òðîïîìèîçèí ìîæåò ðåãóëèðîâàòü
àêòèâíîñòü ìèîçèíà-9, ñâÿçûâàÿñü ñ ñàéòàìè ðàçðåçàíèÿ
ïðîòåàçàìè. Ýòî ïðåäïîëîæåíèå òðåáóåò äîïîëíèòåëüíî-
ãî ïîäòâåðæäåíèÿ.

Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî èññëåäîâàííûå áåëêîâûå êîì-
ïëåêñû ó÷àñòâóþò â ïðîöåññàõ, ïðîèñõîäÿùèõ ïðè áûñò-
ðûõ ïåðåñòðîéêàõ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, ñâÿçàííûõ ñ
ðàçáîðêîé è ïîñëåäóþùåé ñáîðêîé àêòèíîâûõ ìèêðîôè-
ëàìåíòîâ. Áûñòðàÿ ðåîðãàíèçàöèÿ ñèñòåìû ìèêðîôèëà-
ìåíòîâ îáóñëîâëèâàåò èçìåíåíèÿ â ïîâåäåíèè êëåòîê ïðè
èçìåíåíèè óñëîâèé ìèêðîîêðóæåíèÿ, êàê íàïðèìåð ïðè
ìèãðàöèè ôèáðîáëàñòîâ â çîíó ïîâðåæäåíèÿ òêàíè. Òàê
êàê ýòè öèòîñêåëåòíûå ïåðåñòðîéêè ïðîèñõîäÿò â òå÷åíèå
íåñêîëüêèõ ìèíóò, äëÿ áûñòðîãî îáðàçîâàíèÿ àêòèíîâûõ
ìèêðîôèëàìåíòîâ íåîáõîäèìî íàëè÷èå óæå ãîòîâûõ îëè-
ãîìåðîâ àêòèíà. Ñîãëàñíî ðàíåå ïîëó÷åííûì äàííûì,
òðîïîìèîçèí äåéñòâèòåëüíî ìîæåò ñòàáèëèçèðîâàòü àê-
òèíîâûå ôèëàìåíòû (Wen et al., 2000). Ñ äðóãîé ñòîðîíû,
èíãèáèðîâàíèå íåìûøå÷íûõ ìèîçèíîâ II êëàññà ïðèâî-
äèò ê ðàçáîðêå àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà (Shutova et al.,
2012).

Òàêèì îáðàçîì, â íàñòîÿùåé ðàáîòå îõàðàêòåðèçî-
âàíû èçìåíåíèÿ, ïðîèñõîäÿùèå ïîä âëèÿíèåì ËÔÊ â ñî-
ñòàâå âûäåëåííûõ èç öèòîïëàçìû áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ,
ñîäåðæàùèõ àêòèí è àêòèíñâÿçûâàþùèå áåëêè. Íàøè ðå-
çóëüòàòû äåìîíñòðèðóþò, ÷òî ïîä äåéñòâèåì âîñïàëè-
òåëüíîãî ìåäèàòîðà ËÔÊ, âûçûâàþùåãî â êëåòêàõ àêòè-
âàöèþ ñèãíàëüíîãî ïóòè Rho è ïåðåñòðîéêè àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà, îäíîâðåìåííî ïðîèñõîäÿò êàê èçìåíåíèÿ â
ñîñòàâå êîìïëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ ìèîçèí-9 è ñâÿçàííûå ñ
äåãðàäàöèåé ìèîçèíà-9, òàê è ïåðåðàñïðåäåëåíèå âûñîêî-
ìîëåêóëÿðíûõ èçîôîðì òðîïîìèîçèíà ìåæäó ýêñòðàêòîì
2 è öèòîìàòðèêñîì. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ìóëüòèìîëåêóëÿðíûå öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêèå áåëêîâûå êîìïëåêñû, ñîäåðæàùèå ìèîçèí-9 è òðî-
ïîìèîçèí, ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî
îòâåòà íà ñòèìóëÿöèþ ËÔÊ.
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THE EFFECT OF LYSOPHOSPHATIDIC ACID ON THE COMPOSITION OF MYOSIN-9

AND TROPOMYOSIN CONTAINING CYTOPLASMIC PROTEIN COMPLEXES
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In this paper we investigate the distribution of myosin-9 in the cytoplasm of human embryonic lung fibrob-
lasts. Using immunofluorescence, immunoprecipitation and western blotting, we demonstrated that myosin-9
forms multimolecular complexes with high molecular weight tropomyosin isoforms and actin in cytoplasm of
cultured cells. We explored the levels of myosin-9, tropomyosin and actin in cytosol and cytomatrix extracts at
different time points after LPA addition (20 ng/ml) to culture medium. Cytosole extracts from human embryo-
nic lung fibroblasts were subjected to co-immunoprecipitation assay with polyclonal antibodies specific to
C-terminal peptide of human myosin-9, or with monoclonal antibodies recognizing high molecular weight tro-
pomyosin isoforms. The cross-immunoprecipitation method revealed changes in the composition of myo-
sin-9/tropomyosin complexes under the action of LPA. We have observed the significant decrease in myosin-9
co-immunoprecipitated tropomyosin level immediately (1 min) after LPA addition. Additionally, we have fo-
und that LPA treatment during 1 h induces proteolytic degradation of myosin-9 with accumulation of 130 kDa
and 40 kDa fragments in cytomatrix fraction. These results suggest that cytoplasmic multimolecular protein
complexes containing myosin-9 and tropomyosin are involved in the regulation of cellular response to LPA.

K e y w o r d s: protein complexes, myosin-9, tropomyosin, actin, cytoskeleton, fibroblasts, lysophospha-
tidic acid
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