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Введение
Кофилин (Кф) - небольшой повсеместно распространённый внутри клетки белок (∼18,5

kDa), являющийся регулятором клеточной подвижности [1]. Он, в свою очередь, контро-
лируется сложной многокомпонентной системой. В том числе, одним из его регуляторов
является убиквитин. Система убиквитин-зависимой регуляции белков отличается широки-
ми возможностями коррекции с помощью экзогенных веществ [2]. По этой причине система
убиквитина рассматривается на настоящий момент как перспективная мишень действия
новых лекарственных средств. Целью данной работы было изучение изменения внутри-
клеточной концентрации Кф в ответ на воздействие на клетки ингибиторами убиквитин-
зависимых процессов.

Материалы и методы
Для оценки степени изменений концентрации Кф, клетки линии HEK293 инкубирова-

лись с ингибитором протеасомы MG-132 и ингибитором деубиквитилирующих ферментов
PR-619 [3]. В контрольных экспериментах клетки инкубировались с DMSO. После лизиса
клеток образцы инкубировались при температуре 37∘С 30 минут, 1 час и 4 часа соот-
ветственно. Оценка уровня мономерного Кф, а также его средне- и высокомолекулярных
форм проводилась методом иммуноблоттинга с моноклональными антителами к кофили-
ну и моноклональными антителами к убиквитину.

Результы
По данным иммуноблоттинга, в лизатах клеток HEK293, помимо полосы иммунореак-

тивности 18,5 kDa, детектируется также сигнал анти-кофилиновых антител в средне- и
высокомолекулярной области (∼50 кДа и выше 90 кДа). Эти же белки демонстрируют пе-
рекрестную иммунореактивность при анализе с антителами к убиквитину. Это позволяет
предположить, что детектируемые протеоформы представляют собой Кф, модифициро-
ванный мультиубиквитиновыми цепями.

Нами было показано, что и мономерный, и убиквитилированный Кф, в условиях экспе-
римента деградирует во времени. При этом мономерный Кф в лизатах деградирует значи-
тельно быстрее, чем модифицированный убиквитиновыми цепями. Уровень мономерного
Кф в опытных образцах падает быстрее, чем в контрольных: через 4 ч. в опытных образ-
цах она составляет 10% от начального значения, в контрольном - 50%. Под воздействием
PR-619 происходит также значительное накопление среднемолекулярного Кф.

Выводы:
Нами показана высокая лабильность внутриклеточного Кф. Воздействие на клетки

HEK293 как ингибитора протеасом MG-132, так и ингибитора деубиквитилирующих фер-
ментов PR-619 приводит к увеличению скорости деградации. Накопление среднемолеку-
лярного Кф под воздействием PR-619 при отсутствии подобного эффекта в эксперименте
с MG-132 говорит о непротеасомальном характере деградации.
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