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Исследована динамика спектра изоформ актина деформируемых нормальных фибробластов легкого и 
фибробластов, модифицированных действием TGF-β1. Показано, что механическая деформация 
приводит к появлению α-изоформы актина, не обнаруживаемой в недеформируемых фибробластах. При 
этом показано, что увеличение количества α2β1 интегринов на поверхности модифицированных TGF-β 
фибробластов приводит к появлению α-изоформы актина на более ранних сроках при деформации клеток.  
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Зміна спектру ізоформ актину цитоскелету нормальних і модифікованих 
TGF-β1 фібробластів під дією механічної деформації 

Ю.Г.Кот 
 

Досліджена динаміка спектру ізоформ актину деформованих нормальних фібробластів легенів і 
фібробластів, модифікованих дією TGF-β1. Показано, що механічна деформація призводить до появи α-
ізоформи актину, яка не спостерігається в недеформованих фібробластах. При цьому виявлено, що 
збільшення α2β1 інтегринів на поверхні модифікованих TGF-β фібробластів призводить до появи α-
ізоформи актину на більш ранніх строках при деформації клітин. 
 
Ключові слова: механічна деформація, фібробласти, актин, TGF-β1. 
  

Change of cytoskeleton actin isoforms spectrum in normal and modified by 
TGF-β1 fibroblasts at mechanical deformation 

Yu.G.Kot 
 
The dynamics of actin isoforms spectrum in normal deformed lung fibroblasts and fibroblasts modified by the 
action of TGF-β1 has been investigated. It has been shown that mechanical deformation leads to the appearance 
of α-actin isoform not detectable in non-deformed fibroblasts. It has been also shown that increase of α2β1 
integrins on the surface of modified by TGF-β fibroblasts leads to the appearance of α-actin isoform at an earlier 
stage at the deformation of cells. 
 
Key words: mechanical deformation, fibroblasts, actin, TGF-β1. 
 
Введение 
Проблема направленной дифференцировки клеток внешними воздействиями – одна из 

наиболее актуальных в клеточной биологии. Основным объектом исследований в этой области 
являются мезенхимальные стволовые клетки. В то же время фибробласты, будучи не полностью 
дифференцированными, также могут быть полезны для выяснения механизмов, лежащих в основе 
дифференцировки. В работе изучена в культуре возможность дифференцировки фибробластов в 
направлении миобластов путём раздельного и сочетанного действия механического напряжения и 
TGF-β1. 

 
Объект и методы исследования  
Культура фибробластов. В работе использовались фибробласты легкого крыс 2-недельного 

возраста. Получение первичной культуры и субкультивирование проводили согласно (Rittié, Fisher, 
2005). Наработанные клетки на 2-м пассаже замораживали в растворе, содержащем 70% DMEM, 20% 
FBS и 10% DMSO (Freshney, 2010).  
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Деформация клеток. Для эксперимента клетки размораживали (Phelan, 1998) и высевали на 
эластичные подложки. После распластывания клеток на подложках (16 час культивирования) их 
подвергали механическому растяжению моноаксиального характера. Подложка (20×15×0,02 мм) 
представляла собой эластичную пленку из органосовместимого прозрачного латекса (Cláudia et al., 
2006; Vendra et al., 2010) с адгезивным покрытием из коллагена и гиалуроната (Hwal Sun, Jong-Eun 
Lee, 2002). Растяжение подложки с клетками проводили на специально сконструированной установке, 
поддерживающей в автоматическом режиме параметры культивирования. Условия культивирования 
клеток на подложке аналогичны условиям субкультивирования (ДМЕМ – 10% FBS, 37оС, 95% 
влажности, 5% СО2). Удлинение подложки составляло 0,1% ее длины. Общее время культивирования 
клеток на деформируемых подложках составляло 6 часов.  

Модификация клеток. За 48 часов до посева на эластичную подложку фибробласты 
обрабатывались TGF-β1 в концентрации 2 нг/мл культуральной среды (Thannickal et al., 2003). 
Трансформирующий фактор роста β1 является усилителем экспрессии генов α2β1 интегринов, 
важных адгезионных рецепторов фибробластов различных тканей млекопитающих (Streuli et al., 
1993). Результат действия TGF-β1 наблюдали при помощи флуоресцентной микроскопии после 
обработки клеток наночастицами, конъюгированными с FITC-антителами на α2β1 интегрины 
(Chemicell.com). Обработку и визуализацию проводили согласно протоколу (Протокол 1).  

Через каждые 60 минут подложку с клетками снимали с растяжения и исследовали, как описано 
ниже.  

Визуализация клеток и актина. Морфологию клеток оценивали фазово-контрастной 
микроскопией. За системой актиновых микрофиламентов фибробластов наблюдали после их 
фиксации и обработки моноклональными FITC-коньюгированными антителами на β-актин и TRITC-
коньюгированными на α-актин согласно протоколу (Протокол 2, 3).  

 Выделение актина из клеток. Выделение тотального актина из клеток, снятых с подложки 
(9×106), проводили после их лизиса, как описано в работе (Sakiyama et al., 1981) методом аффинной 
колоночной хроматографии на DNase-I-агарозе (Pharmacia). Затем проводили дополнительную 
очистку элюатов на Sephadex G-50 fine (Pharmacia, предел эксклюзии 30 кД). Далее полимеры 
осаждали ацетоном и лиофилизировали. Полученный лиофилизат использовали для определения 
соотношения изоформ актина методом изоэлектрического фокусирования.  

 Изоэлектрическое фокусирование. Изоэлектрическое фокусирование проводили по методу 
(Протокол 4) в капиллярах (17×0,15 см), заполненных 10% полиакриламидным гелем с градиентом pH 
10–3 (амфолиты Bio-Rad). В лунку геля (0,5×0,1 см) помещали 0,21 мкг лиофилизата, 
суспендированного в 15 мкл солюбилизирующего буфера (Rubenstein, 1977). Изоэлектрофокусировку 
проводили 12 ч – при 300В и 4 ч – при 600 В. Затем гели окрашивали кумасси голубым. Окрашенные 
гели сканировали и проводили анализ с помощью пакета программ TotalLab 2.01.  

 
Результаты исследования 
На рис. 1 приведены изоэлектрофореграммы актина фибробластов. Как видно, актин 

недеформированных фибробластов (0 час культивирования) представлен двумя изоформами – β и γ. 
На 5 час культивирования на электрофореграмме актина деформируемых фибробластов, кроме β- и 
γ-полос, появляется еще одна полоса, смещенная в область кислых pH, соответствующая положению 
α-изоформы (Rubenstein, 1977). 

В принципе, α-изоформа актина не характерна для дифференцированных немышечных клеток, 
в которых основными изоформами являются β- и γ-актины, соотношение между которыми 
поддерживается на постоянном уровне, и основной является регуляция их пространственного 
распределения. Однако, существуют работы (Tomasek еt al., 2002; Wang, 2003), в которых показана 
именно механоиндуцированная дифференцировка эмбриональных и зрелых фибробластов в 
миофибробласты, для которых характерно наличие α-изоформа актина.  

Величина сигнала, запускающего такие механозависимые изменения в качественном составе 
актинового компонента цитоскелета, должна зависеть от степени адгезии клеток с внеклеточным 
субстратом и, как следствие, друг с другом. Как видно на рис. 2, предобработка клеток TGF-β1 
приводила к увеличению количества α2β1 интегринов на поверхности фибробластов.  

Присутствие этой изоформы актина в фибробластах, подвергнутых деформации после 
обработки TGF-β1 подтверждается также иммунохимически (рис. 3). 

 



 
 
 

Рис. 1. Изоэлектрофореграммы  актина  фибробластов, культивируемых в условиях 
деформации и в условиях деформации после предобработки клеток TGF-β1 
 
 
 
 

 
 

Рис. 2. Иммунохимическое окрашивание β-изоформы актина FITC (зеленый) и α-изоформы 
актина TRITC (красный) в недеформируемых (А) и деформируемых (Б) фибробластах на 6 час 
культивирования 
 
 
 
 
 

 
 

Рис. 3. Визуализация α2 и β1 интегринов на поверхности фибробластов без (А) и после 
обработки (Б) TGF-β1   
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При деформации клеток с более высоким пулом адгезионных рецепторов также наблюдалось 
появление α-изоформы актина, однако, в отличие от клеток, не подвергавшихся действию 
трансформирующего фактора, эта изоформа проявлялась уже на 2–3 час культивирования (рис. 1.). 
Это, по-видимому, является результатом запуска механизма сигналинга, зависимого от адгезии, в 
котором количество адгезионных рецепторов на мембране клетки напрямую влияет на 
эффективность передаваемых внутрь нее механозависимых сигналов.  

 
Выводы 
Фибробласты лёгкого 2-недельных крыс в культуре под воздействием как механического 

напряжения, так и TGF-β1 начинают синтезировать α-изоформу актина, не характерную для 
фибробластов, но специфическую для миобластов. Сочетанное действие обоих внешних факторов 
увеличивает количество α-изоформы актина в клетках. Это свидетельствует о том, что 
использованные воздействия изменяют характер дифференцировки фибробластов в направлении 
мышечных клеток. 
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