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ВВЕДЕНИЕ

Зиксин – это LIM-доменный белок, преимущест- 
венно локализованный в местах межклеточной 

адгезии, где формируются белковые комплексы, 
регулирующие динамику цитоскелета и передачу 
сигналов [1]. Кроме этого, зиксин участвует в  
механотрансдукции [2, 3], поскольку может пере- 
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Цитоскелетный LIM-доменный белок зиксин активно изучается в связи с его вовлеченностью 
в основные процессы, происходящие в клетке – от механосенсорной функции и регуляции 
полимеризации актина в клеточных контактах до участия в регуляции генной экспрессии в ядре. 
Нарушение экспрессии и процессинга зиксина наблюдается при канцерогенезе и приводит к 
развитию сердечно-сосудистых заболеваний. Для зиксина млекопитающих известно, что этот 
белок подвергается посттрансляционным модификациям, которые регулируют его активность и 
внутриклеточную локализацию. Поскольку зиксин эволюционно высококонсервативный белок, мы 
провели поиск посттрансляционных модификаций гомолога зиксина из шпорцевой лягушки Xenopus 
laevis с использованием хромато-масс-спектрометрии. Для поиска модифицированных пептидов 
был применен метод обогащения при помощи коиммунопреципитации эндогенного зиксина из 
лизатов клеток зародышей на стадии гаструлы. В результате были обнаружены неизвестные ранее 
модификации этого белка – N-концевое ацетилирование по позиции Met1 и фосфорилирование 
по Ser197 и Ser386. Для идентификации изоформ зиксина с различной электрофоретической 
подвижностью было проведено разделение с помощью электрофореза в ПААГ. Зиксин был обнаружен 
в полосах с электрофоретической подвижностью 70 и 105 кДа. Таким образом, в работе получены 
новые данные о посттрансляционных модификациях зиксина из X. laevis. Поскольку дефекты 
механической передачи сигнала связаны с нарушениями развития, онкогенезом и метастазированием, 
изучение модификаций и процессинга механочувствительного белка зиксина на модельном организме 
X. laevis открывает возможности для диагностических исследований на молекулярном уровне, 
которые в дальнейшем могут быть использованы для определения перспективности применения 
лекарственных препаратов в фармакологии. 
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MEC-3; NES – сигнал ядерного транспорта (nuclear export signal).
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мещаться между ядром и местами клеточной адге- 
зии [4], хотя основные механизмы, приводящие к 
изменению его локализации, неясны. Известно, 
что зиксин млекопитающих – фосфопротеин.

Так, фосфорилирование по Ser142 модулирует 
его активность, разрушая закрытую конформацию 
молекулы зиксина по типу “голова–хвост” [5]. 
Кроме этого, показано, что зиксин фосфорилируется 
киназой CDK1 во время митоза по позициям 
S281 и S344. В работе [6] было исследовано 
влияние гликозилирования на внутриклеточную 
локализацию фосфорилированного зиксина за 
счет усиления его взаимодействия с белком 14-3-3γ 
из семейства фосфосерин/треонин-связывающих 
ядерных белков. Показано, что белок 14-3-3γ 
взаимодействует с фосфорилированным зиксином, 
и это взаимодействие способствует перемещению 
зиксина в ядро, где он оказывает негативное 
влияние на экспрессию генов апоптоза [7].

Зиксин – это эволюционно консервативный 
белок, демонстрирующий значительную кон- 
сервативность своих основных доменов среди 
эукариотических организмов [8]. Все гомологи 
зиксина содержат три LIM-домена на C-конце, 
которые необходимы для его локализации в местах 
фокальной адгезии [9, 10], последовательность, 
необходимую для взаимодействия α-актинином  
[11, 12], и четыре пролин-богатых последователь- 
ности, которые опосредуют взаимодействие 
зиксина с регуляторами актина Mena и VASP 
[13–15] на N-конце. В центральной части зиксин 
млекопитающих содержит две богатые лейцином 
последовательности ядерного экспорта [1, 16].

Консервативность этого белка дает возмож- 
ность использовать модельный организм, эмбри- 
оны шпорцевой лягушки Xenopus laevis, для 
определения его роли в эмбриогенезе. Ранее было 
показано, что зиксин – модулятор определенных 
сигнальных путей, важных для эмбриогенеза 
[17–24]. Зиксин может напрямую связываться с 
транскрипционными эффекторами этих путей, 
например, с эффекторами пути Shh Gli1 и Zic1 
[17], транскрипционным репрессором Xanf1/
Hesx1 [23] и фактором транскрипции Y-box Ybx1 
[25].

Ранее при изучении зиксина из X. laevis мы 
идентифицировали несколько его эндогенных 
изоформ c различной электрофоретической под- 
вижностью [26]. При помощи вестерн-блоттинга 
с использованием антител, специфичных к N- и 

С-концевым участкам зиксина из X. laevis, мы 
в условиях разделения в ПААГ детектировали 
изоформы зиксина с молекулярной массой 105 
и 70 кДа [26]. Но использование антител не 
дает возможности точно идентифицировать 
посттрансляционные модификации эндогенного 
белка. Для решения этой задачи мы дополнили 
изучение эндогенных форм зиксина исследова- 
ниями с применением хромато-масс-спектро- 
метрии.

Масс-спектрометрические методы – мощная 
платформа для картирования модифицированного 
протеома. Протеомика на основе масс-спектро- 
метрии требует высокоэффективной жидкостной 
хроматографии в сочетании с тандемной масс- 
спектрометрией для идентификации и количест- 
венного определения пептидов и белков [27]. В 
очень кратком объяснении белки расщепляются 
до пептидов протеазой(ами) (в нашей работе 
трипсином), которые имеют определенные сайты 
протеолиза, тандемная масс-спектрометрия 
вызывает мономолекулярную диссоциацию ионов-
предшественников (т.е. пептидов) и генерирует ас- 
социированные спектры массы к заряду ионов- 
продуктов [27]. Спектры загружаются в поиско- 
вые системы для сопоставления их с наиболее  
вероятным пептидом (совпадение пептидного  
спектра) [28, 29]. Картирование посттрансляцион- 
ных модификаций требует обогащения моди- 
фицированных пептидов [30–32].

Немодифицированные пептиды более рас- 
пространены, чем их модифицированные ана- 
логи, которые могут теряться в сложной смеси 
(например, клеточные лизаты). Обогащение 
модифицированных пептидов создает проблемы 
для экспериментов с ограниченным материалом 
образца. Тем не менее использование метода 
обогащения на аффинной смоле со специфическими 
антителами позволило идентифицировать сайты 
фосфорилирования и ацетилирования эндогенного 
зиксина. 

Целью представленной работы был поиск пост- 
трансляционных модификаций механосенсорного 
белка зиксина X. laevis, поскольку эти модификации 
модулируют его функции и внутриклеточное 
распределение. Знания о молекулярных механизмах, 
которые контролируются механочувствительными 
белками, имеют не только фундаментальную 
ценность, но и медицинское значение. Нарушения 
в процессинге и локализации таких белков при- 
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водят к развитию целого ряда заболеваний чело- 
века – прежде всего раковых опухолей и патологии 
сердечно-сосудистой системы.  Также актуальная 
проблема биоинженерии – создание клеточных 
структур определенной геометрии, где полученные 
знания о функционировании регуляторных белков 
цитоскелета будут иметь огромное значение.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Подтверждение наличия изоформ зиксина 
после разделения в ПААГ. Для изучения 
изоформ зиксина с разной электрофоретической 
подвижностью было проведено разделение 
белков в 10%-ном ПААГ в присутствии SDS-Na 
в образцах, полученных из лизатов клеток эмбри- 
онов X. laevis на стадии гаструлы (11-я стадия). 
Полосы, соответствующие изоформам зиксина, 
идентифицировали методом вестерн-блоттинга 
с использованием специфических антител к 
C-концевой области зиксина, полученных ранее 
[23, 26]. При этом половину геля окрашивали 
раствором кумасси, а другую использовали 
для вестерн-блоттинга. Идентифицированные 

вестерн-блоттингом белковые полосы вырезали 
из геля, окрашенного кумасси, и подвергали 
пробоподготовке по методу трипсинолиза белков  
в геле (In-gel protein digestion with trypsin) [33].  
В результате проведенного исследования было 
идентифицировано 23 пептида зиксина в полосе 
с электрофоретической подвижностью 105 кДа 
и только 3 пептида в полосе 70 кДа. По отноше- 
нию площадей пиков пептидов ANLQGSEPE- 
HEPTVEVQVER и HEAPPPTVPSGGR к сумме 
площадей всех пептидных пиков в образцах, 
выраженных в процентах, видно, что в полосе 
105 кДа на порядок больше обоих пептидов 
по сравнению с полосой 70 кДа (рис. 1а). 
Это исследование было проведено в связи с 
тем, что расчетная масса зиксина составляет 
70725.45 Да, но содержание зиксина в полосе  
105 кДа на порядок больше, чем в полосе 70 кДа,  
что подтверждается также данными по интен- 
сивности полос в вестерн-блоттинге (рис. 1б, 1в). 
Таким образом, было подтверждено, что полоса 
105 кДа содержит основную форму зиксина.

Рис. 1. Определение изоформ зиксина с различной электрофоретической подвижностью. (а) – Пептиды, которые 
были идентифицированы в полосах с электрофоретической подвижностью 105 кДа (23 пептида) и 70 кДа (2 пептида). 
Количество пептидов оценивали по отношению площади хроматографического пика на масс-спектре (Area) к сумме 
площадей всех идентифицированных пиков в образце, в долях процентов; (б) – электофорез лизата зародышей в 10%-ном 
ПААГ-SDS с окрашиванием ½ геля кумасси и вестерн-блоттингом с окрашиванием антителами к зиксину. Вырезаны 
полоски геля, соответствующие окрашенным антителами к зиксину полосам, соответствующим молекулярной массе 
70 и 105 кДа. Дополнительные полосы на вестерн-блоттинге – фон; (в) – количественная оценка распределения зиксина 
по полосам после вестерн-блоттинга (программа Image G). Процентное содержание (а) у идентифицированных в 
полосе 70 кДа пептидов на порядок меньше, чем у аналогичных пептидов в полосе 105 кДа, что совпадает с данными 
программы Image G по оценке интенсивности полос 70 и 105 кДа в вестерн-блоттинге.

(а) (б)

(в)
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Изоформы зиксина после иммунопреципита- 
ции с антителами к С-зиксину. Для поиска 
возможных посттрансляционных модификаций 
зиксина было проведено обогащение образцов 
для масс-спектрометрического анализа с ис- 
пользованием коиммунопреципитации из ли- 
затов зародышей. Коиммунопреципитацию про- 
водили по разработанному ранее методу [23] c 
использованием носителя с иммобилизованными 
антителами к С-концевой части зиксина. Для 
предотвращения протеолиза использовали инги- 
биторы протеаз (Sigma, США), а для идентифи- 
кации сайтов фосфорилирования в молекуле 
зиксина – ингибиторы фосфатаз (Sigma). Аликвоту 
носителя с осажденным комплексом белков, 
~20 мкг тотального белка, использовали для 
расщепления трипсином и подготовки образцов 
по методу [35].

После проведения масс-спектрометрического 
анализа были идентифицированы пептиды, со- 
держащие модифицированные аминокислотные 
остатки. Мы обнаружили три модифицированных 
пептида, которые включали ацетилирование по 
Met1 и фосфорилирование по Ser197 и Ser339. Все 
эти модификации найдены впервые для молекулы 
зиксина из X. laevis и представляют большую 
ценность для изучения функционирования этого 
белка.

Добавление ацетильной группы к амино- 
кислотам в начале белка (известное как N-концевое 
ацетилирование, N-terminal acetylation, Nt-acety- 
lation) имеет решающее значение для поддержания 
гомеостаза белка и функционирования клеток. 
Эта модификация происходит более чем в 50% 
белков в эукариотических организмах и при не- 
правильной регуляции может привести к раку,  
гипертонии, нейродегенерации и другим заболе- 
ваниям. N-Концевое ацетилирование не только  
нацеливает белки на деградацию через опреде- 
ленный сигнальный путь, но также регулирует 
сворачивание белка, клеточную локализацию 
и активность. Эта необратимая модификация 
также может защищать белки от других меха- 
низмов деградации. Ингибирование взаимо- 
действий белков, зависящих от N-концевого ацети- 
лирования, может быть полезной стратегией для ре- 
гулирования стабильности белка [36, 37]. Учи- 
тывая факт, что уровень экспрессии зиксина 
оказывает влияние на такие важные процессы, 
как дифференцировка, апоптоз, миграция клеток, 
идентификация его N-концевого ацетилирования 

открывает дополнительные перспективы для 
изучения его активности.

Что касается фосфорилирования, то это наи- 
более изученная модификация зиксина у млеко- 
питающих. Известно, что фосфорилирование 
зиксина по аминокислотному остатку Ser142 [5] 
приводит к нарушению внутримолекулярного 
взаимодействия N- и С-концевых доменов зиксина 
по типу “голова–хвост” и открывает N-концевую 
пролин-богатую и Lim-доменную области для 
связывания с белками-партнерами. Было показано 
также, что зиксин в клетках линий HEK293T, 
HeLa, RKO, SW480 и DLD-1 фосфорилируется 
по Ser281 и Ser344 во время метафазы митоза [6].

Поскольку для зиксина X. laevis анализ in silico  
показал, что в его молекуле имеется 35 потен- 
циальных участков фосфорилирования (по дан- 
ным базы PhosphoSitePlus®, https://www.phosphosite.
org/), поиск реальных сайтов фосфорилирования 
был необходимым этапом для дальнейшего изу- 
чения этого белка.

Для направленного обогащения и очистки 
зиксина из лизата зародышей была использована 
аффинная смола протеин А сефароза с иммоби- 
лизованными поликлональными антителами к 
Lim-доменной области зиксина. В результате 
обогащения образца из лизатов на стадии ранней 
гаструлы в присутствии ингибиторов фосфатаз 
удалось идентифицировать фосфорилирование 
по Ser198 и Ser386.

На рис. 2 видно, что помимо фосфори- 
лированных пептидов присутствуют и нефосфори- 
лированные. Следует отметить, что участок 
последовательности, окружающий S386-RSPGA, 
идентичен участку, окружающему S344-RSPGA в 
клетках человека [6]. Высокая консервативность 
этих последовательностей говорит о том, что дан- 
ная модификация может иметь схожий механизм 
возникновения. Можно сделать предположение, 
что эта модификация возникает при митозе, как и 
в случае зиксина в клеточных линиях человека [6].

Для фосфорилирования по Ser197 не удалось 
пока найти сходной последовательности у гомо- 
логов зиксина. Возможно, это фосфорилирование 
Ser197 у X. laevis играет роль, сходную с S142 у 
зиксина млекопитающих [5], и принимает участие 
в регуляции активности зиксина за счет влияния на 
внутримолекулярное взаимодействие между его 
N-концевой частью и С-концевой Lim-доменной 
областью.
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Анализ распределения фосфорилированных 
форм зиксина между ядром и цитоплазмой. 
Для исследования распределения зиксина между 
цитоплазмой и ядром лизат из клеток зародышей 
был разделен на ядерную и цитоплазматические 
фракции по методике [26] и также обогащен при 
помощи осаждения на носителе с антителами к 
зиксину. В результате масс-спектрального анализа  
обогащенной фракции из цитоплазмы было обна- 
ружено два модифицированных пептида, содер- 
жащих ацетилированный Met1 и фосфорилиро- 
ванный Ser197. Пептид 1–9 а.о. был только в 
модифицированной форме: M(+АС)DPAAPATR.  
Пептид 197–214 а.о. представлен как модифи- 
цированной формой (SS(+Р)PPPAFPKPEP- 
PSVAPK), так и немодифицированной (SSPPP- 
AFPKPEPPSVAPK).

Модификация S386 идентифицирована в общем  
лизате до разделения фракций, содержащий ее 
пептид представлен как в модифицированной 
(SLGPQTESGRS(+Р)PGAQSTGGK), так и в не- 
модифицированной форме (SLGPQTESGR- 
SPGAQSTGGK). Учитывая данные работы по 

зиксину млекопитающих [6], где показано, что 
модифицированный по S386 пептид появляется 
только в процессе митоза, можно предположить, 
что эта модификация появляется только в де- 
лящихся клетках, и при разделении ядра и цито- 
плазмы зиксин с этой модификацией теряется, 
поскольку такие клетки не имеют четкого разгра- 
ничения компартментов на ядро и цитоплазму. 
Следует отметить, что в ядерной фракции нам 
не удалось найти модифицированные пептиды 
зиксина. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение зародышей, разделение лизата 
на ядерную и цитоплазматическую фракции и 
подготовка образцов для вестерн-блот-анализа. 
Зародышей X. laevis получали в результате опло- 
дотворения in vitro по методике, разработанной 
ранее [25, 26]. Зародышей инкубировали до стадии 
гаструлы (12-я стадия) в растворе 0.1 MMR: 0.1 М  
NaCl, 2.0 мМ KCl, 1 мМ MgCl2

.6H2O, 2 мМ 
CaCl2

.2H2O, 5 мМ HEPES, pH 7.4). Зародышей 
гомогенизировали пипетированием, получен- 

Рис. 2. Схема расположения идентифицированных модифицированных остатков в молекуле зиксина. На схеме в 
рамке отображены модифицированные аминокислотные остатки Met1, Ser197 и Ser386. Также на схеме присутствуют 
постоянные модификации, необходимые для анализа: Cys – карбамидометилирование (С на схеме), а также переменные 
модификации: окисление Met (О на схеме).
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ный грубый лизат центрифугировали 30 мин 
при 15 000 g, отбирали супернатант и готовили 
образцы для электрофореза по стандартной 
методике.

Иммунопреципитация зиксина из лизата 
зародышей. Иммунопреципитацию проводили 
по методике, разработанной нами ранее [23]. Для 
иммунопреципитации эмбрионы (40 эмбрионов) 
на стадии ранней гаструлы разделяли на две части: 
одну часть, 20 эмбрионов, гомогенизировали на 
льду путем пипетирования в фосфатном буферном 
растворе для иммунопреципитации (IPB 137 мМ  
NaCl, 2.7 мМ KCl, 1.5 мМ KH2PO4, 8.1 мМ 
Na2HPO4), 10 мкл на эмбрион, дополненном 1% 
Тритоном X-100, ингибиторами протеазы 50× 
(Sigma, США) и ингибиторами фосфатаз 100× 
(Sigma), 10 мкл на эмбрион. Центрифугировали 
при 12  000 g в течение 30 мин при 4°C для 
удаления желтка. Полученный лизат объемом 
200 мкл смешивали с протеин А сефарозой с 
антителами к С-зиксину и инкубировали в течение 
3 ч при 4°C на вращающемся ротаторе, затем 
проводили 3 промывки буфером IPB и 3 промывки 
фосфатным буфером PBS. Аликвоту смолы с 
осажденным белком (~20 мкг тотального белка) 
отбирали для масс-спектрометрического анализа. 

Другую часть зародышей гомогенизировали, 
грубый гомогенат разделяли на ядерную и цито- 
плазматическую фракции, как описано в работе 
[25]. Разделенные на фракции лизаты подвергали 
иммунопреципитации и анализировали, как 
описано выше для общего лизата.

SDS-PAGE. Образцы анализировали с помощью 
SDS-PAGE в 10%-ных гелях по методу Лэммли. 
Половину геля окрашивали раствором кумасси 
(Sigma, США). Другую половину геля подвергали 
электроблоттингу на PVDF-мембране (Millipore 
Corp. Inc., Франция), как описано в работе [26]. В 
качестве первичных антител использовали моно- 
специфичные поликлональные антитела кролика к 
С-зиксину, в качестве вторичных антител – козий  
антикроличий Fab-фрагмент антитела, конъюгиро- 
ванный с щелочной фосфатазой (Sigma, США). 
Для детекции использовали стабилизированный 
субстрат для щелочной фосфатазы Western Blue 
(Promega, США).

При помощи предокрашенных стандартов 
молекулярных весов, нанесенных посередине 
геля, совмещали окрашенный кумасси гель и 
окрашенную методом вестерн блоттинга мем- 

брану, из геля вырезали полосы, специфично 
детектированные на мембране антителами к 
зиксину.

Расщепление белков в геле трипсином. Рас- 
щепление белков в геле проводили, как описано 
в работе [33], с небольшими модификациями. 
Вырезанные белковые полосы разрезали на 
кубики (~1 × 1 мм), обесцвечивали 50%-ным 
ацетонитрилом в 200 мМ бикарбонате аммония 
в течение 30 мин, дегидратировали чистым 
ацетонитрилом в течение 15 мин и высушивали 
с помощью вакуумного концентратора SpeedVac 
в течение 10 мин. Для восстановления в геле и 
алкилирования белков в высушенные кусочки  
геля добавляли раствор, содержащий 50 мМ би- 
карбонат аммония, 10 мМ TCEP и 20 мМ 2-хлор- 
ацетамида. Образцы инкубировали при 37°C 
в течение 1 ч. Через 1 ч избыток растворителя 
удаляли и добавляли достаточно трипсинового 
буфера (50 мМ раствор бикарбоната аммония 
содержал 15 нг/мл трипсина) для покрытия 
кусочков геля и оставляли его инкубироваться 
на ночь при 37°C в термостате с циркуляцией 
воздуха. Для элюирования пептидов к образцу 
добавляли 120 мкл 0.2%-ной ТФУ в воде (v/v) и 
инкубировали его в течение 1.5 ч при комнатной 
температуре. Раствор пептида переносили в 
чистую пробирку, высушивали в вакууме и 
хранили при –80°C. Перед анализом пептиды 
растворяли в 15 мкл загрузочного раствора (2% 
ACN, 98% H2O и 0.1% ТФУ).

Гидролиз белков трипсином. Аликвоты 
раствора, содержащие 20 мкг белка, высушивали 
досуха на центрифужном вакуумном концентра- 
торе SpeedVac (Savant, Франция) и растворяли в 
20 мкл буферного раствора, содержащего 100 мМ  
Трис (pH 8.5), 1% дезоксихолата натрия, 10 мМ 
TCEP (Tris(2-carboxyethyl)phosphine) и 20 мМ 
2-CAA (2-хлороацетамид), прогревали в течение 
10 мин при 85°С, охлаждали до комнатной тем- 
пературы. К раствору белка добавляли 0.4 мкг 
трипсина в 10 мкл 100 мМ Трис (pH 8.5) и ос- 
тавляли инкубироваться при 37°С на ночь. По 
окончании инкубации к реакционной смеси до- 
бавляли равный объем 2%-ной ТФУ, пептиды 
обессоливали на микроколонке SDB-RPS StageTip, 
изготовленной из наконечника для автомати- 
ческой пипетки на 200 мкл и трех кусочков мем- 
браны SDB-RPS (3 M, США), вырезанных иглой 
калибром 16 [35]. Раствор пептидов наносили на 
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микроколонку центрифугированием при 300 g, 
промывали смесью растворителей 50 мкл 1%-ной 
ТФУ : 50 мкл этилацетата (3 раза), 50 мкл 0.2%-ной 
ТФУ и элюировали 50 мкл раствора, содержащего 
5% гидроксида аммония и 80% ацетонитрила в 
воде. Элюат высушивали досуха и хранили при 
–80°С. Перед анализом пептиды растворяли в 
40 мкл раствора, содержащего 0.1% ТФУ и 2% 
ацетонитрила в воде. 

Хромато-масс-спектрометрический анализ.  
Образцы загружали на изготовленную в лабора- 
тории предколонку 50 × 0.1 мм, упакованную 
сорбентом Inertsil ODS3 3 µm (GL Sciences), в 
растворе, содержащем 2% ацетонитрила, 98% 
H2O, 0.1% ТФУ, при скорости потока 10 мкл/мин  
и разделяли при комнатной температуре на ко- 
лонке из плавленного кварца 300 × 0.1 мм с эмит- 
тером, изготовленной на приборе P2000 Laser 
Puller (Sutter, США) и упакованной в лаборатории 
сорбентом Reprosil PUR C18AQ 1.9 (Dr. Maisch 
HPLC, США). Обращенно-фазовую хроматогра- 
фию проводили на хроматографе Ultimate 3000 
Nano LC System (Thermo Fisher Scientific, США), 
соединенном с масс-спектрометром Q Exactive 
Plus Orbitrap (Thermo Fisher Scientific) посредством 
наноэлектроспрейного источника (Thermo Fisher 
Scientific). Для хроматографического разделения 
пептидов использовали систему растворителей 
А (99.9% воды, 0.1% муравьиной кислоты) и Б 
(19.9% воды, 0.1% муравьиной кислоты, 80% 
ацетонитрила). Пептиды элюировали с колонки 
линейным градиентом: 3–30% Б за 50 мин, 30–55% 
Б за 10 мин, 55% Б за 2 мин, 55–99% Б за 0.1 мин, 
99% Б за 2 мин, 99–3% Б за 0.1 мин при скорости 
потока 500 нл/мин. Масс-спектрометрический 
анализ проводили в режиме DDA (TopN = 10) со 
следующими настройками прибора: MS1-скани- 
рование: разрешение 70 000, диапазон сканиро- 
вания: 200–1600 m/z, максимальное время инжек- 
ции ионов – 35 мс, уровень AGC – 3 × 106, MS2-скани- 
рование: разрешение 17 500, HCD-фрагментация 
c энергией 30%, максимальное время инжекции 
ионов – 30 мс, уровень AGC – 1 × 105.

Анализ масс-спектрометрических данных.   
Масс-спектрометрический анализ проводили в ре- 
жиме DDA (TopN = 10). Масс-спектрометрические 
данные анализировали при помощи компьютер- 
ной программы Peaks studio 10.0 (Bioinformatics 
Solutions Inc., Канада) [34]. Идентификацию 
белков проводили посредством корреляции тан- 

демных масс-спектров с базой данных белко- 
вых последовательностей X. laevis UniprotKB 
(2024.01.21) со следующими параметрами: по- 
стоянная модификация Cys – карбамидометили- 
рование, переменные модификации – деамиди- 
рование Asn/Gln и окисление Met, допустимый 
уровень ложноположительных идентификаций 
пептидов – 0.01, специфичность протеазы – 
C-конец Arg и Lys (при поиске в базе данных 
допускалось до двух пропущенных сайтов гид- 
ролиза). При идентификации пептидов разре- 
шалось отклонение экспериментально получен- 
ной массы пептида от его теоретической массы 
до 10 м.д., а отклонение массы фрагментов – до 
0.05 Да.

Все эксперименты по хромато-масс-спектро- 
метрическому анализу проводили в более чем 
трехкратной повторности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Представленная работа – продолжение ис- 
следования по изучению белка зиксина из шорцевой 
лягушки X. laevis. Ранее методом вестерн-блот- 
тинга с использованием специфических антител 
мы обнаружили, что зиксин в эмбрионах X. laevis 
представлен несколькими изоформами с различ- 
ной электрофоретической подвижностью. По- 
скольку для гомологов зиксина из других позво- 
ночных известно, что этот белок – фосфопротеин, 
основной задачей был поиск возможных позиций 
фосфорилирования для зиксина из X. laevis. В 
результате применения метода хромато-масс-
спектрометрии с обогащением образцов методом 
коиммунопреципитации мы идентифицировали, 
во-первых, N-концевое ацетилирование зиксина  
по Met1, во-вторых, два сайта фосфорилирования 
по Ser197 и Ser386. Следует отметить, что в мировой 
литературе мало данных об ацетилировании 
зиксина, кроме статьи о его взаимодействии с  
NAD+-зависимой деацетилазой SIRT1 [38]. Пока- 
зано, что SIRT1 модулирует функции различных 
ключевых белков-мишеней посредством деацети- 
лирования и участвует в выживании клеток, диф- 
ференцировке и метаболизме, играет важную роль 
в нейродегенерации. Возможно, ацетилирование 
играет важную роль в функционировании зиксина,  
и поэтому определение позиции присоединения 
ацетильной группы открывает новые возмож- 
ности для изучения этого белка методом на- 
правленного мутагенеза на модели эмбрионов  
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X. laevis. В-третьих, идентификация двух сайтов 
фосфорилирования по Ser197 и Ser386 также 
позволяет применить методы направленного мута- 
генеза для изучения локализации и функциони- 
рования этого механочувствительного белка-
переносчика информации от цитоскелетных 
структур к ядерному аппарату транскрипции.

Следует отметить, что при изучении эндогенных 
белков возникают серьезные трудности, связанные 
с небольшими количествами исследуемого мате- 
риала, проблемами при выделении без потери 
модификаций и возможного протеолиза. Но такое  
изучение имеет огромное преимущество, по- 
скольку данные, полученные на уровне эндогенных 
белков, несомненно, наиболее достоверны по 
сравнению с использованием экзогенных гиб- 
ридных и мутированных версий. 

Исследование механочувствительного цито- 
скелетного зиксина, способного, во-первых, регу- 
лировать дифференцировку, во-вторых, влиять на 
миграционные свойства клеток за счет изменения 
состояния межклеточных контактов и в-третьих, 
имеющего антиапоптотическую активность в пов- 
режденных тканях, представляет собой приори- 
тетную задачу биомедицины. Зиксин уже признан  
известным онкомаркером, изменение его внутри- 
клеточной локализации используется для прогно- 
зирования эффективности терапии, что, несом- 
ненно, важно для поиска и определения перспек- 
тивности применения лекарственных препаратов 
в фармакологии. 
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In addition to its involvement in fundamental cellular processes, zyxin, a LIM-domain protein in the 
cytoskeletal system, is actively studied because it plays an important role in mechanosensory functions, 
actin polymerization regulation at cell junctions, as well as gene expression regulation. The disruption of 
zyxin expression and processing has been associated with carcinogenesis and cardiovascular disease. Zyxin 
plays an important role in the invasion and metastasis of tumors. The post-translational modification of 
zyxin in mammals regulates its activity and subcellular location. Given that zyxin is an evolutionarily highly 
conserved protein, we conducted a search for post-translational modifications of the zyxin homolog from 
Xenopus laevis using chromatographic mass spectrometry. To identify modified peptides, an enrichment 
method was employed using co-immunoprecipitation of endogenous zyxin from gastrula-stage embryonic 
cell lysates. As a result, previously unknown modifications of this protein were discovered, specifically 
N-terminal acetylation at methionine position 1 and phosphorylation at Ser197 and Ser386. To identify 
zyxin isoforms with different electrophoretic mobilities, separation was performed using polyacrylamide 
gel electrophoresis. Zyxin was found in bands with electrophoretic mobilities of 70 and 105 kDa. Thus, 
this study presents entirely new data on the post-translational modifications of zyxin from X. laevis. Since 
defects in mechanical signal transduction are associated with developmental disorders, oncogenesis, 
and metastasis, the study of mechanosensitive protein zyxin modifications and processing on the model 
organism X. laevis opens up opportunities for diagnostic studies at the molecular level, which can be used 
in the future to determine drugs use prospective in pharmacology.

Keywords: embryogenesis, protein isoforms, development, intracellular localization, zyxin, modifications, 
proteolysis


