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Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ðàññìîòðåíû èçìåíåíèÿ ñóáúåäèíè÷íîãî ñîñòàâà ÿäåðíûõ 26S-ïðîòåàñîì, èõ
ñòàòóñà ôîñôîðèëèðîâàíèÿ, à òàêæå ôåðìåíòàòèâíûõ àêòèâíîñòåé, ïðîèñõîäÿùèå ïðè èíäóêöèè ïðî-
ãðàììèðîâàííîé êëåòî÷íîé ãèáåëè. Àïîïòîç â êëåòêàõ ëèíèè K562 èíäóöèðîâàëè ãëóòàòèîíèñòîùàþ-
ùèì àãåíòîì äèýòèëìàëåàòîì. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðîòåàñîìû, âûäåëåííûå èç ÿäåð êîíòðîëüíûõ è èíäóöèðî-
âàííûõ êëåòîê K562, ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñóáúåäèíè÷íîìó ñîñòàâó, à òàêæå ïî ôîñôîðèëèðîâàíèþ ñóáúåäè-
íèö ïî òðåîíèíó è òèðîçèíó. Îáíàðóæåíî, ÷òî ïîä äåéñòâèåì äèýòèëìàëåàòà íàáëþäàåòñÿ èçìåíåíèå
ñîîòíîøåíèÿ òðèïñèí- è õèìîòðèïñèí-ïîäîáíûõ òèïîâ ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì. Êðîìå
òîãî, ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè ýòîãî èíäóêòîðà àïîïòîçà èçìåíÿåòñÿ ýíäîðèáîíóêëåàçíàÿ àêòèâíîñòü
ïðîòåàñîì ïî îòíîøåíèþ ê ìÐÍÊ c-fos è c-myc. Íàìè âûÿâëåíî, ÷òî èíäóêöèÿ äèýòèëìàëåàòîì àïîïòîçà
â êëåòêàõ K562 âûçûâàåò ìîäèôèêàöèè àññîöèèðîâàííûõ ñ ÐÍÊàçîé àêòèâíîñòüþ ïðîòåàñîìíûõ ñóáúå-
äèíèö zeta/á5 è iota/á6. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó èçìåíåíèé ñóáúåäèíè÷íîãî
ñîñòàâà, ôåðìåíòàòèâíûõ àêòèâíîñòåé è ñòàòóñà ôîñôîðèëèðîâàíèÿ, ò. å. î ïåðåïðîãðàììèðîâàíèè ïîïó-
ëÿöèè ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà â êëåòêàõ K562.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àïîïòîç, äèýòèëìàëåàò, ÿäåðíûå ïðîòåàñîìû, ïðîòåîëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü,
ýíäîðèáîíóêëåàçíàÿ àêòèâíîñòü, òèðîçèí, òðåîíèí, ôîñôîðèëèðîâàíèå.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÝÌ — äèýòèëìàëåàò, ÏÀÀÃ — ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü, CIAP — ùå-
ëî÷íàÿ ôîñôàòàçà èç êèøå÷íèêà òåëåíêà, DTT — äèòèîòðåèòîë, EDTA — ýòèëåíäèàìèíòåòðàóêñóñíàÿ
êèñëîòà, PMSF — ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèä.

Ëèêâèäèðóÿ îòäåëüíûå êëåòêè ðàäè ñïàñåíèÿ âñåãî
îðãàíèçìà, àïîïòîç êîíòðîëèðóåò íàäëåæàùåå ðàçâèòèå
îðãàíèçìà (ïðåäîòâðàùàÿ ïîÿâëåíèå àóòîèììóííûõ êëî-
íîâ T-êëåòîê è ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ñ ïîâðåæäåí-
íîé ÄÍÊ) è ñîñòàâëÿåò îäíó èç ïåðâûõ ëèíèé îáîðîíû â
áîðüáå ñ êàíöåðîãåíåçîì. Ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû,
äåéñòâóþùèå â ýòîì ïðîöåññå, äî ñèõ ïîð îêîí÷àòåëüíî
íå âûÿâëåíû, îäíàêî çà ïîñëåäíèå 10 ëåò èññëåäîâà-
íèÿ àïîïòîòè÷åñêèõ ïóòåé ñèëüíî ïðîäâèíóëèñü. Íåñ-
ìîòðÿ íà èçîáèëèå ðàçíîîáðàçíûõ ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ
ñòèìóëîâ, âûïîëíåíèå ïðîãðàììû êëåòî÷íîé ãèáåëè
âêëþ÷àåò â ñåáÿ îáùóþ ñòàäèþ, ñîñòîÿùóþ â àêòèâàöèè
êàñïàç (ñåìåéñòâî öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ öèñòåèíîâûõ
ïðîòåàç, êîòîðûå ðàñùåïëÿþò áåëêîâûé ñóáñòðàò ïîñëå
îñòàòêîâ àñïàðòàòà). Ïðîòåîëèç, îáåñïå÷åííûé äåéñò-
âèåì êàñïàç, âûáîðî÷íî èíàêòèâèðóÿ îäíè áåëêè, â òî æå
âðåìÿ àêòèâèðóåò äðóãèå, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ïðèâîäèò
ê ôåíîòèïè÷åñêèì èçìåíåíèÿì, õàðàêòåðíûì äëÿ àïîï-
òîòè÷åñêèõ êëåòîê. Ïîýòîìó àïîïòîç ìîæíî îòíåñòè ê
áèîõèìè÷åñêèì ïóòÿì, çàïóñêàåìûì â êëåòêå ñïåöèôè-
÷åñêèì öèòîïëàçìàòè÷åñêèì ïðîòåîëèçîì (Wojcik,
2002).

Ðåãóëèðóåìûé (íåëèçîñîìíûé) öèòîïëàçìàòè÷åñêèé
ïðîòåîëèç âëèÿåò íà ìíîæåñòâåííûå áèîõèìè÷åñêèå
ïóòè â êëåòêå (Mayer, 2000). Ïðè÷åì êàñïàçû ñîñòàâëÿ-
þò, ñêîðåå, èñêëþ÷åíèå èç ïðàâèë, òàê êàê â îñíîâíîì
ðåãóëèðóåìûé ïðîòåîëèç â öèòîïëàçìå îñóùåñòâëÿåòñÿ
26S-ïðîòåàñîìîé, îãðîìíûì ìóëüòèêàòàëèòè÷åñêèì
êîìïëåêñîì, êîòîðûé íåêîòîðûå àâòîðû ïî îøèáêå ñ÷è-
òàþò îðãàíåëëîé (Rubin, Finley, 1995). Ïðîòåàñîìû ó÷à-
ñòâóþò âî ìíîæåñòâå êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, ñåëåêòèâíî
äåãðàäèðóÿ ñïåöèôè÷åñêèå ðåãóëÿòîðíûå áåëêè (Rock et
al., 1994). Ìóòàöèè äðîææåé, ïðèâîäÿùèå ê ïîòåðå ôóí-
êöèé ïðîòåàñîì, ëåòàëüíû (Hochstrasser et al., 1999), ÷òî
â ïðèíöèïå âåñüìà îæèäàåìî, ó÷èòûâàÿ âñþ çíà÷èìîñòü
óáèêâèòèí- è ïðîòåàñîìçàâèñèìîãî ïðîòåîëèòè÷åñêèõ
ïóòåé. Ýëèìèíàöèÿ àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì ó ìëåêîïèòà-
þùèõ äîñòèãàåòñÿ ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ ïðîòåàñîìíûõ
èíãèáèòîðîâ. Îäíàêî äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ñ èñïîëü-
çîâàíèåì òàêèõ èíãèáèòîðîâ óêàçûâàþò íà òîò ïîðà-
çèòåëüíûé ôàêò, ÷òî ïðè íåêîòîðûõ îáñòîÿòåëüñòâàõ
ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì â êëåòêàõ ìëåêîïèòà-
þùèõ, íàïðîòèâ, ìîæåò ïðèâåñòè ê ïîëíîñòüþ ïðîòèâî-
ïîëîæíîìó ýôôåêòó, ò. å. ãåíåðèðîâàíèþ ñèãíàëà âûæè-
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âàíèÿ êëåòêè (Grimm, Osborne, 1999). Òàêîå ïðîàïîïòîç-
íîå è àíòèàïîïòîçíîå ôóíêöèîíèðîâàíèå ïðîòåàñîì,
ïî-âèäèìîìó, îáóñëîâëåíî ïðîëèôåðàòèâíûì ñòàòóñîì
êëåòêè (Naujokat, Hoffmann, 2002; Wojcik, DeMartino,
2003).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî, ÷òî â êëåòêå ïîïóëÿöèÿ
ïðîòåàñîì ãåòåðîãåííà (Merforth et al., 2003). Ìíîæåñò-
âåííîñòü âèäîâ ïðîòåàñîì, ïî-âèäèìîìó, îïðåäåëÿåòñÿ
øèðîêèì ñïåêòðîì êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, ïðîòåêàþùèõ
ñ èõ ó÷àñòèåì. Ïðåäïîëîæèâ, ÷òî ïðè âûïîëíåíèè àïîï-
òîòè÷åñêîé ïðîãðàììû â êëåòêå äåéñòâóþò ñïåöèôè÷å-
ñêèå ñóáïîïóëÿöèè ïðîòåàñîì, ìû èññëåäîâàëè èçìå-
íåíèÿ, ïðîèñõîäÿùèå ñ öèòîïëàçìàòè÷åñêèìè ïðî-
òåàñîìàìè ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà â êëåòêàõ K562
äèýòèëìàëåàòîì (ÄÝÌ) (Òîêòàðîâà è äð., 2004; Öèìîõà è
äð., 2006; Ìèòòåíáåðã è äð., 2007). Îêàçàëîñü, ÷òî ïðè
âîçäåéñòâèè ýòîãî èíäóêòîðà èíãèáèðóþòñÿ ÐÍÊàçíàÿ
àêòèâíîñòü öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ïðîòåàñîì ïî îòíîøå-
íèþ ê ñóììàðíîé êëåòî÷íîé ÐÍÊ è èõ õèìîòðèïñèí-ïî-
äîáíàÿ ïðîòåîëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü. Êðîìå òîãî, èí-
äóöèðîâàííûé ÄÝÌ êàñêàä àïîïòîòè÷åñêèõ ñîáûòèé
îêàçûâàåò äèôôåðåíöèàëüíîå âëèÿíèå íà ñïîñîáíîñòü
ïðîòåàñîì ê íóêëåîëèçó ðàçëè÷íûõ âèäîâ ìÐÍÊ (c-fos,
c-myc è p53), ò. å. íà ñïåöèôè÷íîñòü ÐÍÊàçíîé àêòèâíî-
ñòè (Öèìîõà è äð., 2006; Ìèòòåíáåðã è äð., 2007). Ïðåä-
ïîëàãàåòñÿ, ÷òî ýòè èçìåíåíèÿ îáóñëîâëåíû èçìåíåíèåì
ñóáúåäèíè÷íîãî ñîñòàâà ïðîòåàñîì è(èëè) ìîäèôèêàöè-
ÿìè òåõ ñóáúåäèíèö, êîòîðûå îòâåòñòâåííû çà òó èëè
èíóþ àêòèâíîñòü. Òàê, ìû âûÿâèëè, ÷òî ïðè ÄÝÌ-èíäó-
öèðîâàííîì àïîïòîçå ïðîèñõîäèò ìîäèôèêàöèÿ ñóáúå-
äèíèöû ïðîòåàñîì á5, àññîöèèðîâàííîé ñ ÐÍÊàçíîé àê-
òèâíîñòüþ (Öèìîõà è äð., 2006). Îäíàêî èññëåäîâàíèé â
îòíîøåíèè ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì ïðè àïîïòîçå åùå íå ïðî-
âîäèëè.

Ïîýòîìó çàäà÷åé íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èññëå-
äîâàíèå èçìåíåíèé ñóáúåäèíè÷íîãî ñîñòàâà è ñòàòóñà
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïðîòåàñîì ïîä äåéñòâèåì èíäóêòîðà
àïîïòîçà ÄÝÌ. Îáúåêòîì ñëóæèëè ïðîòåàñîìû, âûäå-
ëåííûå èç ÿäåð êëåòîê ïðîýðèòðîëåéêåìèè ÷åëîâåêà ëè-
íèè K562. Ìû òàêæå îöåíèâàëè âëèÿíèå äàííîãî àãåíòà
íà òðèïñèí- è õèìîòðèïñèí-ïîäîáíûå òèïû ïðîòåîëèòè-
÷åñêîé àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì è íóêëåîëèç ýòèìè ÷àñòè-
öàìè èíäèâèäóàëüíûõ ìÐÍÊ (c-fos è c-myc). Êðîìå òîãî,
ïðåäïîëàãàÿ âîçìîæíîñòü ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòåé ïðîòå-
àñîì ïðè ïîìîùè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ (äåôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ) èõ ñóáúåäèíèö, ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè âëèÿíèå
íåñïåöèôè÷åñêîé ôîñôàòàçû íà ôåðìåíòàòèâíûå àêòèâ-
íîñòè èññëåäóåìûõ êîìïëåêñîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è ïðîýðèòðîëåéêåìèè ÷åëîâåêà ëèíèè K562,
ïîëó÷åííûå èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëü-
òóð (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ), êóëüòèâèðîâàëè ïðè
37 °Ñ â ñðåäå RPMI 1640, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëü-
íîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè, â ïðèñóòñòâèè 0.004 % ãåíòà-
ìèöèíà. Äëÿ èíäóêöèè ïðîãðàììèðîâàííîé êëåòî÷íîé
ãèáåëè â êóëüòóðàëüíóþ æèäêîñòü äîáàâëÿëè ÄÝÌ äî
êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 1 ìÌ è èíêóáèðîâàëè êëåòêè â
òå÷åíèå 24 ÷ (Castelli et al., 1998). Èíäóêöèþ àïîïòîçà
îöåíèâàëè ïî èçìåíåíèþ ìîðôîëîãèè ÿäåð è ïî ìåæíóê-
ëåîñîìíîé ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ (Miller et al., 1988).

Ò ð à í ñ ê ð è ï ö è ÿ i n v i t r o. Ôðàãìåíò 3�-íåòðàíñëè-
ðóåìîé îáëàñòè ìÐÍÊ c-myc áûë ïîëó÷åí â ðåçóëüòàòå

òðàíñêðèïöèè in vitro â ñèñòåìå âåêòîðà pGEM, â êîòî-
ðûé áûëà âñòàâëåíà 3�-íåòðàíñëèðóåìàÿ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü ìÐÍÊ c-myc ÷åëîâåêà. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñìûñëîâîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïëàçìèäó ëèíåàðèçîâàëè ñ ïîìîùüþ
ðåñòðèêòàçû BamHI è òðàíñêðèáèðîâàëè ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çîé ôàãà SP6 ñîãëàñíî èíñòðóêöèÿì ôèðìû-èçãîòîâèòå-
ëÿ (Fermentas Life Sciences, Ëèòâà). Òðàíñêðèïöèþ âåëè
â ïðèñóòñòâèè [á-32P] ÖÒÔ â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè 37 °Ñ. Ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü, ñîäåðæàùóþ 3�-íåòðàíñëèðóåìóþ îá-
ëàñòü ìÐÍÊ c-fos, ïîëó÷àëè â ðåçóëüòàòå òðàíñêðèïöèè
in vitro â ñèñòåìå âåêòîðà pGEM ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåñò-
ðèêòàçû EcoRI è ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû ôàãà SP6. Òðàíñêðè-
áèðîâàííóþ ÐÍÊ îáðàáàòûâàëè ÄÍÊàçîé I è î÷èùàëè
äåïðîòåèíèçàöèåé ñ ïîìîùüþ ñìåñè ôåíîë—õëîðî-
ôîðì.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç Ð Í Ê ïðîâîäèëè â 5%-íîì ÏÀÀÃ,
ñîäåðæàùåì 7 Ì ìî÷åâèíû, â òðèñ-áîðàòíîì áóôåðíîì
ðàñòâîðå TBE: 45 ìÌ Òðèñ-HCl, 45 ìÌ áîðíîé êèñëîòû
è 0.5 ìÌ ÝÄÒÀ, pH 8.3 (Maniatis et al., 1975).

ß ä å ð í û å 2 6 S - ï ð î ò å à ñ î ì û âûäåëÿëè èç ÿäåð-
íûõ ýêñòðàêòîâ (Digman et al., 1983) ñ ïîìîùüþ óëüòðà-
öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèè ñàõàðîçû
(15—30 %) è èîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè íà öåëëþëî-
çå DE-52 (Hough et al., 1987).

Ï å ï ò è ä à ç í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü ï ð î ò å à ñ î ì òðèï-
ñèí-ïîäîáíîãî òèïà îïðåäåëÿëè ïî ãèäðîëèçó ôëóîðî-
ãåííîãî ïåïòèäà Bz-DL-Arg-AMC (Bachem, Øâåéöàðèÿ),
à õèìîòðèïñèí-ïîäîáíîãî òèïà — ïî Bz-Ala-Ala-Phe-
AMC (Bachem, Øâåéöàðèÿ). Äëÿ ýòîãî 0.05 ìêìîëü ñóá-
ñòðàòà èíêóáèðîâàëè ñ 5 ìêã ïðîòåàñîì â òå÷åíèå 45 ìèí
ïðè 37 °Ñ â áóôåðíîì ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 50 ìÌ
Òðèñ-HCl, pH 7.5, 1 ìÌ MgCl2, 10 ìÌ KCl, 1 ìÌ DTT è
5 ìÌ ÀÒÔ. Ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè, äîáàâëÿÿ ðàâíûé
îáúåì ñìåñè 70 ìÌ óêñóñíîé êèñëîòû, 100 ìÌ õëîðàöå-
òàòà íàòðèÿ è 30 ìÌ àöåòàòà íàòðèÿ (Barret, 1980). Êîí-
öåíòðàöèþ ïðîäóêòà ãèäðîëèçà (7-àìèíî-4-ìåòèëêóìà-
ðèíà) îïðåäåëÿëè íà ôëóîðèìåòðå (Òóðîâåðîâ è äð.,
1998), èçìåðÿÿ ýêñòèíêöèþ è ýìèññèþ ïðè äëèíàõ âîëí
365 è 440 íì ñîîòâåòñòâåííî (Barret, 1980).

Ä ë ÿ ä å ô î ñ ô î ð è ë è ð î â à í è ÿ ïðîòåàñîìû îáðà-
áàòûâàëè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé êèøå÷íèêà òåëåíêà
(CIAP; Fermentas Life Sciences, Ëàòâèÿ): 2 åä. íà 1 ìêã
áåëêà â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ â 10 ìÌ Òðèñ-HCl-áóôåð-
íîì ðàñòâîðå, pH 7.5, ñîäåðæàùåì 10 ìÌ MgCl2.

Î á ð à á î ò ê ó Ð Í Ê ñ ïîìîùüþ ïðîòåàñîì ïðîâîäè-
ëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 °Ñ â áóôåðíîì ðàñòâîðå, ñî-
äåðæàùåì 20 ìÌ HEPES, pH 7.6, 50 ìÌ KCl, 0.1 ìÌ
ÝÄÒÀ, 10 % ãëèöåðèíà, 1 ìÌ ÀÒÔ, 0.5 ìÌ PMSF è
2 ìÌ DTT.

Ä â ó õ ì å ð í û é ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç áåëêîâ ïðîòåàñîì
ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ îïèñàííîé ìåòîäèêîé
(O’Farrell, 1975). Â ïåðâîì íàïðàâëåíèè ÏÀÀÃ ñîäåðæàë
àìôîëèíû pH 3—10. Âî âòîðîì íàïðàâëåíèè (ïîñëå èçî-
ýëåêòðè÷åñêîãî ôîêóñèðîâàíèÿ) ñóáúåäèíèöû ïðîòåàñîì
ôðàêöèîíèðîâàëè ïî ìîëåêóëÿðíûì ìàññàì â äåíàòóðè-
ðóþùåì 12%-íîì ÏÀÀÃ (Laemmli, 1970).

Â å ñ ò å ð í - á ë î ò è í ã áåëêîâ ïðîòåàñîì ñ ïðèìåíå-
íèåì âòîðè÷íûõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ïåðîêñè-
äàçîé õðåíà, âûïîëíÿëè, ñëåäóÿ ðåêîìåíäàöèÿì ôèðìû
Sigma (ÑØÀ). Ïåðîêñèäàçó âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ ðåàê-
òèâîâ ECL (ICN, ÑØÀ). Ïðîòåàñîìû ôðàêöèîíèðîâàëè
íà áåëêîâûå ñóáúåäèíèöû â äåíàòóðèðóþùåì 10 èëè
12%-íîì ÏÀÀÃ (Laemmli, 1970). Ïîëó÷åííûå ôðàêöèè
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ïåðåíîñèëè íà íèòðîöåëëþëîçíûå
ôèëüòðû (Hybond C extra, Amersham ) â áóôåðíîì ðàñ-
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òâîðå T (25 ìÌ Òðèñ-HCl, 190 ìÌ ãëèöèíà, 0.05 % äîäå-
öèëñóëüôàòà íàòðèÿ è 20 % ìåòàíîëà, pH 7.3). Ìåìáðàíó
îòìûâàëè â áóôåðíîì ðàñòâîðå TBS (10 ìÌ Òðèñ-HCl,
pH 7.5 è 150 ìÌ NaCl) è áëîêèðîâàëè öåíòðû íåñïåöè-
ôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë 5%-íûì ðàñòâîðîì áû÷ü-
åãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà èëè îáåçæèðåííîãî ìîëî-
êà â ýòîì æå áóôåðíîì ðàñòâîðå. Èçáûòîê áëîêèðóþùå-
ãî àãåíòà îòìûâàëè TBS è ìåìáðàíó èíêóáèðîâàëè ñ
ïîëèêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ ôîñôîòðåîíèíà
(Cell Signaling, ÑØÀ), ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè
ïðîòèâ ôîñôîòèðîçèíà (Cell Signaling, ÑØÀ) èëè ñ àíòè-
òåëàìè ïðîòèâ ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì á5 (zeta) è á6 (iota)
(Biomol International LP, Àíãëèÿ).

Ð å à ê ò è â û. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñðåäó RPMI
1640, ãëóòàìèí, ýìáðèîíàëüíóþ òåëÿ÷üþ ñûâîðîòêó è
ñûâîðîòêó êðîâè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (ÁèîëîÒ, Ðîñ-
ñèÿ); ãåíòàìèöèí (KPKA, Þãîñëàâèÿ); áðîìèñòûé ýòè-
äèé è êðàñèòåëü Hoehst 33258 (Serva, Ãåðìàíèÿ); ôåíîë,
õëîðîôîðì, Na-õëîðàöåòàò, ìåòàíîë, ýòàíîë, óêñóñíóþ
êèñëîòó, ãëèöåðèí, KCl, H2O2, NaOH è îðòîôîñôîðíóþ
êèñëîòó (Ðîññèÿ); ëþìèíîë, êóìàðîâóþ êèñëîòó, àêðèëà-
ìèä, äèòèîòðåèòîë, Òðèñ-ãèäðîêñèìåòèëàìèíîìåòàí,
ãëèöèí, MgCl2, ÀÒÔ, äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ, â-ìåðêàï-
òîýòàíîë, îðòîâàíàäàò íàòðèÿ è Isolyte 3—10 (MP Biome-
dicals, ÑØÀ); äèýòèëìàëåàò, ìåòèëåí-áèñ-àêðèëàìèä,
ÝÄÒÀ, ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèä, ÒÅÌÅÄ, ïåðñóëü-
ôàò àììîíèÿ, ìî÷åâèíó, áîðíóþ êèñëîòó, Tween-20, àöå-
òàò ìàãíèÿ, áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, êîçüè àíòè-
òåëà ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè, êîíúþãèðîâàí-
íûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà, è êîçüè àíòèòåëà ïðîòèâ
èììóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîê-
ñèäàçîé õðåíà (Sigma, ÑØÀ); NaCl è àöåòàò íàòðèÿ
(Merck, Ãåðìàíèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëà èñïîëüçîâàíà ìîäåëü èí-
äóêöèè àïîïòîçà â êëåòêàõ ïðîýðèòðîëåéêåìèè ÷åëîâåêà
ëèíèè K562 ñ ïîìîùüþ ÄÝÌ, ïîñêîëüêó ðàíåå ìû óæå
ïîêàçàëè, ÷òî ýòà êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
ïðåêðàñíóþ ìèøåíü äëÿ èíäóêòîðîâ àïîïòîçà (Òîêòàðî-
âà è äð., 2004; Öèìîõà è äð., 2006).

Ïðè èíäóêöèè ïðîãðàììèðóåìîé êëåòî÷íîé ãèáåëè
ÄÝÌ â êëåòêàõ K562 öèòîïëàçìàòè÷åñêèå 26S-ïðîòåàñî-
ìû ïðåòåðïåâàþò ðÿä èçìåíåíèé, êîòîðûå, â ÷àñòíîñòè,
çàòðàãèâàþò èõ ñóáúåäèíè÷íûé ñîñòàâ è ôåðìåíòàòèâ-
íûå ôóíêöèè (Öèìîõà è äð., 2006). ×òîáû èññëåäîâàòü
âîçìîæíûå èçìåíåíèÿ ñóáúåäèíè÷íîãî ñîñòàâà ÿäåðíûõ
26S-ïðîòåàñîì, èõ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ è ôåðìåíòàòèâ-
íûõ àêòèâíîñòåé ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà â êëåòêàõ K562,
÷àñòèöû âûäåëÿëè èç íåîáðàáîòàííûõ (êîíòðîëüíûõ)
êëåòîê K562 è èç êëåòîê, îáðàáîòàííûõ ÄÝÌ. Êàê âèäíî
íà ðèñ. 1, à (÷åðíûå ñòðåëêè), ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íà êëåò-
êè ÄÝÌ êîëè÷åñòâî íåêîòîðûõ ñóáúåäèíèö â ïîïóëÿ-
öèè ïðîòåàñîì, ìèãðèðóþùèõ â ýëåêòðîôîðåçå ñ ïî-
äâèæíîñòüþ, ñîîòâåòñòâóþùåé áåëêàì â îáëàñòè ìîë.
ìàññ 25—28 è 45—95 êÄà, óìåíüøàåòñÿ, à ñîäåðæàíèå
íåêîòîðûõ äðóãèõ ñóáúåäèíèö ñ îòíîñèòåëüíûìè ìîë.
ìàññàìè 29, 33, 40, 43 è 95—100 êÄà, íàïðîòèâ, óâåëè÷è-
âàåòñÿ (ðèñ. 1, à, áåëûå ñòðåëêè). Íàáëþäàÿ èçìåíåíèÿ
ñóáúåäèíè÷íîãî ñîñòàâà ïðîòåàñîì, ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî â ïðîöåññ âûïîëíåíèÿ ïðîãðàììû êëåòî÷íîé
ãèáåëè âîâëå÷åíà ñïåöèôè÷åñêàÿ ñóáïîïóëÿöèÿ ïðîòå-
àñîì.

Ïîñêîëüêó ôåðìåíòàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ïðîòåàñîì
ðåãóëèðóåòñÿ êàê êîíôîðìàöèîííûìè èçìåíåíèÿìè êîì-
ïëåêñîâ, òàê è çàìåíîé è ìîäèôèêàöèÿìè ñàìèõ ñóáú-
åäèíèö, îòâåòñòâåííûõ çà ýòó àêòèâíîñòü, íàáëþäàåìûå
ðàçëè÷èÿ â ñóáúåäèíè÷íîì ñîñòàâå ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì
ïðè äåéñòâèè íà êëåòêè ÄÝÌ ïîçâîëÿþò ñ÷èòàòü, ÷òî â
îòâåò íà èíäóêöèþ àïîïòîçà â êëåòêå ïðîèñõîäèò èçìå-
íåíèå è ôåðìåíòàòèâíûõ àêòèâíîñòåé 26S-êîìïëåêñîâ.

Ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå ÄÝÌ íà òðèïñèí- è õèìî-
òðèïñèí-ïîäîáíûå òèïû ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè
ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì èç êëåòîê K562. Êàê âèäíî íà ðèñ. 2,
îáðàáîòêà êëåòîê ÄÝÌ ïðèâîäèò ê ïÿòèêðàòíîé àêòèâà-
öèè òðèïñèíîâîé è óñèëåíèþ íà 38 % õèìîòðèïñèíîâîé
àêòèâíîñòè 26S-ïðîòåàñîì èç ÿäåð êëåòîê K562.

Ðàíåå íàìè áûëî èññëåäîâàíî âëèÿíèå ÄÝÌ íà ýíäî-
ðèáîíóêëåàçíóþ àêòèâíîñòü 26S-ïðîòåàñîì ïî îòíîøå-
íèþ ê ðèáîñîìíûì âûñîêîìîëåêóëÿðíûì ÐÍÊ êëåòîê
K562 (Òîêòàðîâà è äð., 2004). Êðîìå òîãî, åñòü äàííûå î
ñåëåêòèâíîì âëèÿíèè ÄÝÌ íà íóêëåîëèç èíäèâèäóàëü-
íûõ èíôîðìàöèîííûõ ÐÍÊ c-fos, c-myc è p53 öèòîïëàç-
ìàòè÷åñêèìè ïðîòåàñîìàìè (Öèìîõà è äð., 2006; Ìèò-
òåíáåðã è äð., 2007). Äëÿ âûÿñíåíèÿ âîïðîñà î òîì, èçìå-
íÿåòñÿ ëè ñïåöèôè÷íîñòü ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòè ÿäåðíûõ
26S-ïðîòåàñîì ïðè èíäóêöèè ïðîãðàììèðîâàííîé ãèáå-
ëè êëåòîê K562, èññëåäîâàëè íóêëåîëèç òðàíñêðèáèðî-
âàííûõ in vitro èíäèâèäóàëüíûõ èíôîðìàöèîííûõ ÐÍÊ
c-fos è c-myc. Ïðè èñïîëüçîâàíèè èíãèáèòîðîâ ïðîòåà-
ñîì áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðîäóêòû ïðîòîîíêîãåíîâ c-fos è
c-myc, òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû c-Fos è c-Myc, ðàçðó-
øàþòñÿ ïî óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíîìó ïóòè (Cohen, Cur-
ran, 1989; Salghetti et al., 1999; Wojcik, 2002). Âûáîð
íàìè ýòèõ ñóáñòðàòîâ áûë îáóñëîâëåí òàêæå è òåì, ÷òî
îíè ñîäåðæàò AU-áîãàòûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, à èç ëè-
òåðàòóðû èçâåñòíî, ÷òî AUUUA-ïîâòîðû ÿâëÿþòñÿ ñèã-
íàëîì äëÿ äåãðàäàöèè ÐÍÊ ïðîòåàñîìàìè (Jarrousse et
al., 1999; Gautier-Bert et al., 2003).

Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ïîñëå âîç-
äåéñòâèÿ ÄÝÌ íà êëåòêè ïðîèñõîäèò èíãèáèðîâàíèå
ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì ïî îòíîøåíèþ ê ìÐÍÊ
c-fos (ðèñ. 3, á, 2, 4), â òî âðåìÿ êàê â ñëó÷àå ðàñùåïëåíèÿ
ïðîòåàñîìàìè ìÐÍÊ c-myc íàáëþäàåòñÿ îáðàòíûé ýô-
ôåêò (ðèñ. 3, à, 2, 4 ). Èòàê, ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà ÄÝÌ
èçìåíÿåòñÿ ñïåöèôè÷íîñòü ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àêòèâ-
íîñòè íå òîëüêî öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ 26S-ïðîòåàñîì, êàê
ïîêàçàíî ðàíåå (Ìèòòåíáåðã è äð., 2007), íî è ÿäåðíûõ
ïî îòíîøåíèþ ê ìÐÍÊ c-fos è c-myc. Ïî-âèäèìîìó, íà-
áëþäàåìûå èçìåíåíèÿ ñïåöèôè÷íîñòè ÐÍÊàçû ïðîòå-
àñîì ñâÿçàíû ñ äèôôåðåíöèàëüíîé ðåãóëÿöèåé àêòèâ-
íîñòè ðàçíûõ ôåðìåíòàòèâíûõ öåíòðîâ èññëåäóåìûõ ÷à-
ñòèö.

Èçâåñòíî, ÷òî çà ýíäîðèáîíóêëåàçíóþ àêòèâíîñòü
ïðîòåàñîì îòâåòñòâåííû äâå ñóáúåäèíèöû á-òèïà, à
èìåííî æ (zeta, èëè á5) è æ (iota, èëè á6) (Petit et al.,
1997). Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè èíäóêöèè
àïîïòîçà ÄÝÌ ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå ýíäîðèáîíóêëåàç-
íîé àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì êàê ïî îòíîøåíèþ ê ñóììàð-
íîé êëåòî÷íîé ÐÍÊ (Òîêòàðîâà è äð., 2004), òàê è ïî îò-
íîøåíèþ ê èíäèâèäóàëüíûì ñïåöèôè÷åñêèì ìÐÍÊ
c-fos, c-myc è p53 (Öèìîõà è äð., 2006; Ìèòòåíáåðã è äð.,
2007). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îäèí èç ìåõàíèçìîâ
ðåãóëÿöèè ÐÍÊàçû ïðîòåàñîì çàêëþ÷àåòñÿ â ìîäèôèêà-
öèè ñóáúåäèíèö, àññîöèèðîâàííûõ ñ ýíäîðèáîíóêëåàç-
íîé àêòèâíîñòüþ 26S-êîìïëåêñîâ. Â ïîëüçó äàííîãî
ïðåäïîëîæåíèÿ ãîâîðÿò âûÿâëåííûå íàìè ìåòîäîì èì-
ìóíîáëîòèíãà èçìåíåíèÿ ñóáúåäèíè÷íîãî ñîñòàâà ïðîòå-
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àñîì (â ÷àñòíîñòè, çàòðàãèâàþùèå ñóáúåäèíèöû zeta/á5
è iota/á6) ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ÄÝÌ íà êëåòêè K562
(ðèñ. 1, á, â). Îäíàêî ïðèðîäó, õàðàêòåð è ïðè÷èíû âîç-
íèêíîâåíèÿ ìîäèôèêàöèé ïðîòåàñîìíûõ ñóáúåäèíèö
ïðè èíäóêöèè ïðîãðàììèðóåìîé êëåòî÷íîé ãèáåëè åùå
ïðåäñòîèò èññëåäîâàòü.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ãëè-
êîçèëèðîâàíèå èëè àëêèëèðîâàíèå 4-ãèäðîêñè-2-íîíå-
íîì ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ìàññû áåëêà è ñîîòâåòñòâåí-
íî ê ñäâèãó åãî ïîëîæåíèÿ ââåðõ íà äâóõìåðíîì ýëåêò-
ðîôîðåçå. Êðîìå òîãî, ïðè ôîñôîðèëèðîâàíèè èëè
N-àöåòèëèðîâàíèè áåëêà ïðîèñõîäèò åùå è èçìåíåíèå
åãî èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êè, ÷òî ïðèâîäèò ê ñìåùåíèþ

áåëêà íà äâóõìåðíîé ýëåêòðîôîðåãðàììå â îáëàñòü áî-
ëåå íèçêèõ çíà÷åíèé pH. Òàê, ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ÄÝÌ íà
êëåòêè ïðîèñõîäèò ñìåùåíèå ñóáúåäèíèöû á5 â ñòîðîíó
ùåëî÷íûõ çíà÷åíèé pH (ðèñ. 1, á), è ýòî ìîæåò ñâèäå-
òåëüñòâîâàòü î äåôîñôîðèëèðîâàíèè èëè î äåàöåòèëè-
ðîâàíèè ýòîé ñóáúåäèíèöû ïðè ÄÝÌ-èíäóöèðîâàí-
íîì àïîïòîçå. Òàêèì îáðàçîì, èçìåíåíèå àêòèâíîñòè
ÐÍÊàçû ïðîòåàñîì ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà ìîæåò áûòü
îáóñëîâëåíî â òîì ÷èñëå ñïåöèôè÷åñêèìè ìîäèôèêàöè-
ÿìè ñóáúåäèíèö 26S-ïðîòåàñîì, àññîöèèðîâàííûõ ñ ýòîé
àêòèâíîñòüþ. Íàïðèìåð, îäíèì èç ñïîñîáîâ ìîäèôè-
êàöèè áåëêîâ â êëåòêå è, â ÷àñòíîñòè ñóáúåäèíèö ïðîòå-
àñîì, ìîæåò áûòü èõ ôîñôîðèëèðîâàíèå èëè äåôîñôî-
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Ðèñ. 1. Äâóõìåðíîå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå ñóáúåäèíèö 26S-ïðîòåàñîì, âûäåëåííûõ è ÿäåð êîíòðîëüíûõ (ñëåâà) è îáðà-
áîòàííûõ ÄÝÌ (ñïðàâà) êëåòîê K562.

à — îêðàñêà ãåëÿ Êóìàññè G-250; ÷åðíûìè ñòðåëêàìè óêàçàíû ïîëîæåíèÿ ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì, îáùåå ñîäåðæàíèå êîòîðûõ óâåëè÷èâàåòñÿ; áåëûìè
ñòðåëêàìè — ñóáúåäèíèöû ïðîòåàñîì, ñîäåðæàíèå êîòîðûõ óìåíüøàåòñÿ; á5 è á6 — ñîîòâåòñòâåííî ñóáúåäèíèöû ïðîòåàñîì zeta/á5 è iota/á6. á —
èììóíîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå zeta/á5-ñóáúåäèíèöû ïðîòåàñîì (á5) èç êîíòðîëüíûõ è îáðàáîòàííûõ ÄÝÌ êëåòîê. â — èììóíîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå

iota/á6-ñóáúåäèíèöû ïðîòåàñîì (á6) èç êîíòðîëüíûõ è îáðàáîòàííûõ ÄÝÌ êëåòîê.



ðèëèðîâàíèå ñïåöèôè÷åñêèìè êèíàçàìè è ôîñôàòà-
çàìè.

Èçâåñòíî, ÷òî â çàâèñèìîñòè îò ôèçèîëîãè÷åñêîãî
ñîñòîÿíèÿ êëåòêè ñòàòóñ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïðîòåàñîì-
íûõ ñóáúåäèíèö ìåíÿåòñÿ (Umeda et al., 1997; Iwafune et
al., 2002; Bardag-Gorce et al., 2004). Äëÿ èññëåäîâàíèÿ èç-
ìåíåíèÿ ñòàòóñà ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ñóáúåäèíèö ïðîòåà-
ñîì ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà èñïîëüçîâàëè ìåòîä èììó-
íîáëîòèíãà ñ ïðèìåíåíèåì ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë
ïðîòèâ ôîñôîòðåîíèíà è ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðî-
òèâ ôîñôîòèðîçèíà. Êàê âèäíî íà ðèñ. 4, â ñëó÷àå òðåî-
íèíà ÄÝÌ âûçûâàåò äåôîñôîðèëèðîâàíèå äâóõ ñóáúåäè-
íèö ÿäåðíûõ 26S-ïðîòåàñîì ñ ìîë. ìàññàìè îêîëî
47—48 è 37—38 êÄà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó ó÷àñ-
òèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ ôîñôàòàç â ýòîì ïðîöåññå. Êðîìå
òîãî, ñòåïåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ñóáúåäèíèöû ïðîòåà-
ñîì ñ ìîë. ìàññîé â îáëàñòè 30—33 êÄà íå èçìåíÿåòñÿ,
è, âåðîÿòíî, ôîñôîðèëèðîâàíèå èëè äåôîñôîðèëèðîâà-
íèå åå íå âîâëå÷åíî â ÄÝÌ-èíäóöèðîâàííûé àïîïòîç
êëåòîê K562. Ôîñôîðèëèðîâàííûå ïî òðåîíèíó ñóáúåäè-
íèöû ïðîòåàñîì (ñ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòüþ,
ñîîòâåòñòâóþùåé ìîë. ìàññàì îêîëî 47—48 è 30—
33 êÄà), âåðîÿòíî, òàêæå ôîñôîðèëèðîâàíû è ïî òèðîçè-
íó. Ôóíêöèîíàëüíûé ñìûñë ýòîãî ÿâëåíèÿ åùå ïðåä-
ñòîèò èññëåäîâàòü. Êðîìå òîãî, ïîä äåéñòâèåì ÄÝÌ íà-
áëþäàåòñÿ, âî-ïåðâûõ, êîëè÷åñòâåííîå ñíèæåíèå ñòåïå-
íè ôîñôîðèëèðîâàííîñòè ïî òèðîçèíó ñóáúåäèíèö ñ
ìîë. ìàññàìè ïîðÿäêà 30—33, 26—27 è 28—29 êÄà, à
âî-âòîðûõ, äåôîñôîðèëèðîâàíèå ñóáúåäèíèö ñ ìîë. ìàñ-
ñàìè îêîëî 68, 62—65, 55—60, 47—48, 46, 44, 37, 34
è 29—30 êÄà. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå î äåôîñôî-
ðèëèðîâàíèè ÿäåðíûõ 26S-ïðîòåàñîì ïðè äåéñòâèè
ÄÝÌ íà êëåòêè óêàçûâàþò íà òî, ÷òî òàêàÿ ìîäèôèêàöèÿ
ñóáúåäèíèö äåéñòâèòåëüíî ìîæåò îïðåäåëÿòü ñïåöèôè÷-

íîñòü ôóíêöèé ïðîòåàñîì â àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ
K562.

Â òå÷åíèå ïîñëåäíèõ ëåò ïîÿâèëîñü íåñêîëüêî ðàáîò,
ïîñâÿùåííûõ âëèÿíèþ ñòåïåíè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
ñóáúåäèíèö öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ 26S-ïðîòåàñîì íà èõ
ïðîòåîëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü (Mason et al., 1996; Iwa-
fune et al., 2002; Êóëè÷êîâà è äð., 2004; Öèìîõà è äð.,
2006). Áîëåå òîãî, íàìè áûëî ïîêàçàíî ñåëåêòèâíîå âëè-
ÿíèå äåôîñôîðèëèðîâàíèÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ 26S-
ïðîòåàñîì íà èõ ÐÍÊàçíóþ àêòèâíîñòü ïî îòíîøåíèþ ê
âûñîêîìîëåêóëÿðíîé ðèáîñîìíîé ÐÍÊ è ìÐÍÊ c-fos,
c-myc è p53 (Òîêòàðîâà è äð., 2004; Öèìîõà è äð., 2006;
Ìèòòåíáåðã è äð., 2007). Îäíàêî èçìåíåíèÿ ôåðìåíòàòèâ-
íûõ àêòèâíîñòåé ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
íà ïîñëåäíèå ôîñôàòàçîé ðàíåå íå èññëåäîâàëè. Îêàçà-
ëîñü, ÷òî äåôîñôîðèëèðîâàíèå ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì âûçû-
âàåò çíà÷èòåëüíîå ïîäàâëåíèå õèìîòðèïñèí-ïîäîáíîé
ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè è â êîíòðîëüíûõ, è â èíäó-
öèðîâàííûõ ê àïîïòîçó êëåòêàõ (ðèñ. 2, à) íà 70 è 82 %
ñîîòâåòñòâåííî. Ïðè äåôîñôîðèëèðîâàíèè ñóáúåäèíèö
ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì èç êîíòðîëüíûõ è îáðàáîòàííûõ ÄÝÌ
êëåòîê ïðîèñõîäèò òàêæå èçìåíåíèå è èõ òðèïñèí-ïîäîá-
íîé àêòèâíîñòè (ðèñ. 2, á). Òàê, îáðàáîòêà ÷àñòèö ùåëî÷-
íîé ôîñôàòàçîé ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ ýòîé àêòèâíîñòè
âñåãî íà 7 % â èíäóöèðîâàííûõ êëåòêàõ è íà 91 % â êîíò-
ðîëüíûõ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î ñåëåê-
òèâíîì âëèÿíèè ñòàòóñà ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïðîòåàñîì íà
ðàçíûå òèïû èõ ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè.

Â ñëó÷àå èíäèâèäóàëüíîé èíôîðìàöèîííîé ìÐÍÊ
c-fos îáðàáîòêà ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé ÿäåðíûõ ïðîòåà-
ñîì è èç êîíòðîëüíûõ, è èç èíäóöèðîâàííûõ ê àïîïòîçó
êëåòîê ñòèìóëèðîâàëà èõ ýíäîðèáîíóêëåàçíóþ àêòèâ-
íîñòü (ðèñ. 3, á). Â ñëó÷àå ñ ìÐÍÊ c-myc ïðåäâàðèòåëü-
íîå äåôîñôîðèëèðîâàíèå àêòèâèðóåò ÐÍÊàçó ÿäåðíûõ
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Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ÄÝÌ íà ïðîòåîëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ÿäåðíûõ 26S-ïðîòåàñîì èç êëåòîê ëèíèè K562.

Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ äëÿ òðåõ íåçàâèñèìûõ îïðåäåëåíèé ôëóîðåñöåíöèè îñâîáîæäåííîãî (7-àìèíî)-4-íåçàâè-
ñèìûõ îïðåäåëåíèé ôëóîðåñöåíöèè îñâîáîæäåííîãî (7-àìèíî)-4-ìåòèëêóìàðèíà; 100 åä. ôëóîðåñöåíöèè ñîîòâåòñòâóþò îñâîáîæäåíèþ 50 ïìîëü
ïðîäóêòà ((7-àìèíî)-4-ìåòèëêóìàðèíà). Êîíöåíòðàöèÿ ïðîòåàñîì âî âñåõ ïðîáàõ ñîñòàâëÿåò 5 ìêã. à, á — ñîîòâåòñòâåííî òðèïñèí- è õèìîòðèïñèí-ïî-
äîáíûå òèïû ïåïòèäàçíîé àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì; 1 — àêòèâíîñòü èíòàêòíûõ ïðîòåàñîì, 2 — àêòèâíîñòü äåôîñôîðèëèðîâàííûõ ùåëî÷íîé ôîñôàòà-

çîé (CIAP) ïðîòåàñîì.



ïðîòåàñîì â ÄÝÌ-èíäóöèðîâàííûõ êëåòêàõ è íå îêàçû-
âàåò âëèÿíèÿ íà ÐÍÊàçíóþ àêòèâíîñòü ïðîòåàñîì èç êîí-
òðîëüíûõ êëåòîê K562 (ðèñ. 3, à). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòà-
òû â î÷åðåäíîé ðàç ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñòåïåíü
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì îêàçûâàåò
âëèÿíèå íà ôåðìåíòàòèâíûå (ïðîòåîëèòè÷åñêèå è ýíäî-
ðèáîíóêëåàçíûå) öåíòðû ïðîòåàñîì.

Îáñóæäåíèå

Ó÷àñòèå ïðîòåàñîì â àïîïòîçå áûëî îáñòîÿòåëüíî
èçó÷åíî â ìíîãî÷èñëåííûõ ìîäåëÿõ ñ ïðèìåíåíèåì ðàç-
íîîáðàçíûõ èíäóêòîðîâ àïîïòîçà è èíãèáèòîðîâ ïðîòåà-

ñîì (Grimm, Osborne, 1999; Naujokat, Hoffmann, 2002;
Wojcik, DeMartino, 2003). Îäíàêî èçìåíåíèÿ â ïðîòåàñî-
ìàõ, à èìåííî èõ ñóáúåäèíè÷íîãî ñîñòàâà, ñòàòóñà ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ è ôåðìåíòàòèâíûõ àêòèâíîñòåé, ïðè èí-
äóêöèè àïîïòîçà â ðàêîâûõ êëåòêàõ äî ñèõ ïîð èçó÷åíû
íå áûëè.

×òîáû âûÿñíèòü, êàêèå èçìåíåíèÿ ïðîèñõîäÿò ñ ïðî-
òåàñîìàìè ïðè àïîïòîçå, âûçâàííîì äåéñòâèåì õîðîøî
èçâåñòíîãî èíäóêòîðà ÄÝÌ, ìû âûáðàëè êëåòêè ïðîý-
ðèòðîëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562. Ðåçóëüòàòû äâóõìåðíîãî
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ áåëêîâûõ ñóáúåäèíèö
ïðîòåàñîì ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïîä äåéñòâèåì
ÄÝÌ ÿäåðíûå 26S-êîìïëåêñû îñîáûì îáðàçîì èçìåíÿ-
þòñÿ, îäíàêî âîïðîñ î òîì, îáúÿñíÿþòñÿ ëè òàêèå ðàçëè-
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Ðèñ. 3. Ðàäèîàâòîãðàôû ýëåêòðîôîðåãðàìì òðàíñêðèáèðîâàííûõ in vitro ìÐÍÊ c-myc (à) è ñ-fos (á ), ìå÷åííûõ [á-32P] ÖÒÔ, îáðà-
áîòàííûõ 26S-ïðîòåàñîìàìè, âûäåëåííûìè èç ÿäåð êîíòðîëüíûõ è îáðàáîòàííûõ ÄÝÌ êëåòîê K562.

1 — íåîáðàáîòàííàÿ ÐÍÊ; 2 — ÐÍÊ, îáðàáîòàííàÿ ïðîòåàñîìàìè èç êîíòðîëüíûõ êëåòîê; 3 — ÐÍÊ, îáðàáîòàííàÿ ïðîòåàñîìàìè èç êîíòðîëüíûõ êëå-
òîê, ïðåäâàðèòåëüíî äåôîñôîðèëèðîâàííûìè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé (CIAP); 4 — ÐÍÊ, îáðàáîòàííàÿ ïðîòåàñîìàìè èç îáðàáîòàííûõ ÄÝÌ êëåòîê;

5 — ÐÍÊ, îáðàáîòàííàÿ ïðîòåàñîìàìè èç îáðàáîòàííûõ ÄÝÌ êëåòîê, ïðåäâàðèòåëüíî äåôîñôîðèëèðîâàííûìè CIAP.



÷èÿ òîëüêî ëèøü ïîñòòðàíñëÿöèîííûìè ìîäèôèêàöèÿìè
ñóáúåäèíèö, åùå ïðåäñòîèò èññëåäîâàòü.

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â èíäóöèðîâàííûõ äåêñà-
ìåòàçîíîì àïîïòîòè÷åñêèõ òèìîöèòàõ òðèïñèí-, õèìîò-
ðèïñèí-ïîäîáíûå è ïîñòãëóòàìèëãèäðîëàçíàÿ àêòèâíî-
ñòè öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ïðîòåàñîì ñíèæàþòñÿ (Beyette
et al., 1998). Êðîìå òîãî, ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà ÄÝÌ â
êëåòêàõ ëèíèè K562 òàêæå ïðîèñõîäèò èíãèáèðîâàíèå
õèìîòðèïñèí-ïîäîáíîé àêòèâíîñòè 26S-ïðîòåàñîì (Öè-
ìîõà è äð., 2006). Îäíàêî ìû îáíàðóæèëè â íàñòîÿùåé
ðàáîòå óâåëè÷åíèå äâóõ òèïîâ ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâ-
íîñòè ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì. Èçâåñòíî, ÷òî ïðîòåàñîìû îá-
ëàäàþò ïî êðàéíåé ìåðå ïÿòüþ òèïàìè ïðîòåîëèòè÷å-
ñêîé àêòèâíîñòè — òðèïñèí-, õèìîòðèïñèí-ïîäîáíûìè
è ïåïòèäèëãëóòàìèëãèäðîëàçíîé àêòèâíîñòÿìè. Êðîìå
òîãî, âûÿâëåíà ñïîñîáíîñòü ïðîòåàñîì ê ðàçðåçàíèþ áåë-
êîâ â ó÷àñòêàõ ïîñëå àìèíîêèñëîò ñ ðàçâåòâëåííîé öåïüþ
è ìåæäó íåáîëüøèìè íåéòðàëüíûìè àìèíîêèñëîòàìè
(Orlowski et al., 1993). Ïîýòîìó âîçìîæíî, ÷òî â êëåòêå
ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà îäíîâðåìåííî ìîãóò ïðîèñõî-
äèòü àêòèâàöèÿ îäíèõ (â äàííîì ñëó÷àå äâóõ èññëåäóå-
ìûõ) ïåïòèäàç ïðîòåàñîì è èíãèáèðîâàíèå äðóãèõ. Êðî-
ìå òîãî, â ñâÿçè ñ óæå îáñóæäàâøåéñÿ ãåòåðîãåííîñòüþ
ïîïóëÿöèè ïðîòåàñîì â êëåòêå óâåëè÷åíèå àêòèâíîñòè
îáùåãî êîëè÷åñòâà î÷èùåííûõ ïðîòåàñîì ñîâñåì íå èñê-
ëþ÷àåò âîçìîæíîñòè ñíèæåíèÿ àêòèâíîñòè êàêîé-ëèáî
îòäåëüíîé ïîïóëÿöèè ïðîòåàñîì ïîñëå âîçäåéñòâèÿ èí-

äóêòîðà àïîïòîçà. Òàê íàïðèìåð, íàáëþäàåìîå ïðè èí-
äóêöèè àïîïòîçà ÄÝÌ ñíèæåíèå àêòèâíîñòè õèìîòðèï-
ñèíîâîé ïåïòèäàçû öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ 26S-ïðîòåàñîì
(Öèìîõà è äð., 2006) ïî ñðàâíåíèþ ñ ÿäåðíûìè ïðîòåàñî-
ìàìè ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ïåðåäèñëîêàöèè èç öè-
òîïëàçìû â ÿäðî îïðåäåëåííîé ñïåöèôè÷åñêîé ñóáïîïó-
ëÿöèè ïðîòåàñîì, ó÷àñòâóþùåé â âûïîëíåíèè àïîïòîòè-
÷åñêîé ïðîãðàììû.

Îäíèì èç ýòàïîâ ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ â êëåò-
êàõ ýóêàðèîò ÿâëÿåòñÿ ðåãóëÿöèÿ ñòàáèëüíîñòè ìîëåêóë
èíôîðìàöèîííûõ ÐÍÊ. È äåéñòâèòåëüíî, â êëåòêå ìîëå-
êóëû ÐÍÊ ìîãóò ïîäâåðãàòüñÿ ýíäîíóêëåîëèçó íà ðàç-
íûõ ýòàïàõ, à ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà, âåðîÿòíî, ìîæåò
âîçíèêíóòü íåîáõîäèìîñòü â äåãðàäàöèè ÐÍÊ è â ÿäðå
íà ñòàäèè ïðå-ìÐÍÊ, è â öèòîïëàçìå íà ýòàïàõ, ïðåä-
øåñòâóþùèõ òðàíñëÿöèè. Òàê íàïðèìåð, 26S-÷àñòèöû, ñ
ïîìîùüþ óáèêâèòèíçàâèñèìîãî ïðîòåîëèçà ìîãóò êîíò-
ðîëèðîâàòü óðîâåíü ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ è àíòèàïîïòîòè-
÷åñêèõ áåëêîâ, à ïîñðåäñòâîì ñïåöèôè÷åñêîãî ýíäîíóê-
ëåîëèçà ðåãóëèðîâàòü ñîäåðæàíèå â êëåòêå êîäèðóþùèõ
èõ ìÐÍÊ. È òàêèì îáðàçîì, ñ ïîìîùüþ ïðîòåàñîì êëåò-
êà ìîæåò íàèáîëåå áûñòðî è ýôôåêòèâíî èíàêòèâèðîâàòü
àíòèàïîïòîòè÷åñêèå è(èëè), íàîáîðîò, àêòèâèðîâàòü
ïðîàïîïòîòè÷åñêèå ãåíû âî âðåìÿ ðåàëèçàöèè ïðîãðàì-
ìû ñâîåé ãèáåëè.

Äî ñèõ ïîð èññëåäîâàíèÿ ñîñòàâà è àêòèâíîñòåé ïðî-
òåàñîì ïðîâîäèëè òîëüêî íà öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ÷àñòè-
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Ðèñ. 4. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå ñóáúåäèíèö 26S-ïðîòåàñîì, î÷èùåííûõ èç ÿäåð êîíòðîëüíûõ (äîðîæêà 1) è îáðàáîòàí-
íûõ ÄÝÌ (äîðîæêà 2) êëåòîê K562, è ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ñóáúåäèíèö ýòèõ ïðîòåàñîì, ôîñôîðèëèðîâàííûõ ïî òðåîíèíó è òè-

ðîçèíó.

à — îêðàñêà ãåëÿ Êóìàññè G-250; á — èììóíîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå ôîñôîðèëèðîâàííûõ ïî òðåîíèíó ñóáúåäèíèö â ñîñòàâå î÷èùåííûõ ÿäåðíûõ
26S-ïðîòåàñîì; â — èììóíîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå ôîñôîðèëèðîâàííûõ ïî òèðîçèíó ñóáúåäèíèö â ñîñòàâå î÷èùåííûõ ÿäåðíûõ 26S-ïðîòåàñîì, Ì —

ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ (MBI Fermentas).



öàõ. Ðàíåå ìû òîæå èññëåäîâàëè òîëüêî öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêèå ïðîòåàñîìû ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà ÄÝÌ â êëåòêàõ
K562 (Öèìîõà è äð., 2006; Ìèòòåíáåðã è äð., 2007). Â íà-
ñòîÿùåé ðàáîòå ìû âïåðâûå îáíàðóæèëè, ÷òî ïðè èíäóê-
öèè àïîïòîçà èçìåíÿåòñÿ ñòàòóñ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ðÿäà
ñóáúåäèíèö ÿäåðíûõ 26S-ïðîòåàñîì ïî òðåîíèíó è òèðî-
çèíó. Êðîìå òîãî, âïåðâûå ïîëó÷åíû ðåçóëüòàòû, ñâèäå-
òåëüñòâóþùèå îá èçìåíåíèè ñîñòàâà è àêòèâíîñòåé ÿäåð-
íûõ 26S-ïðîòåàñîì â èíäóöèðîâàííûõ ê àïîïòîçó êëåò-
êàõ K562, à òàêæå î òîì, ÷òî ôîñôîðèëèðîâàíèå îï-
ðåäåëåííûõ ïðîòåàñîìíûõ ñóáúåäèíèö ïðè äåéñòâèè íà
êëåòêè ÄÝÌ ìîæåò ÿâëÿòüñÿ îäíèì èç ïóòåé ðåãóëÿöèè
ïðîòåàñîìçàâèñèìîé äåãðàäàöèè áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â
âûïîëíåíèè ïðîãðàììû ãèáåëè êëåòêè, à òàêæå â íóêëå-
îëèçå êîäèðóþùèõ èõ ñïåöèôè÷åñêèõ ìÐÍÊ. Ñóììèðóÿ
âñå âûøåèçëîæåííîå, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ïîëó÷åííûå
äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î ïåðåïðîãðàììèðîâàíèè ïîïó-
ëÿöèè ïðîòåàñîì ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà è ïîçâîëÿþò
âûñêàçàòü ïðåäïîëîæåíèå îá ó÷àñòèè ñïåöèôè÷åñêèõ âè-
äîâ ýòèõ ÷àñòèö â ñîáûòèÿõ, ïðîèñõîäÿùèõ â ÿäðå ïðè
ðåàëèçàöèè ïðîãðàììû ãèáåëè êëåòêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-49606), Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà (2006 ã.),
Ïðîãðàììû âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë (ÍØ-523.2006.4) è ñ
èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäîâàíèÿ ÖÊÏ «Ìàòåðèàëîâåäåíèå
è äèàãíîñòèêà â ïåðåäîâûõ òåõíîëîãèÿõ».
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REPROGRAMMING OF NUCLEAR PROTEASOMES IN K562 CELLS UNDERGOING APOPTOSIS.

I. EFFECT OF GLUTATHIONE-DEPLETING AGENT, DIETHYLMALEATE
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Here we have studied changes in the subunit composition, phosphorylation state and enzymatic activities of
26S proteasomes in cells undergoing the programmed cell death. Apoptosis in proerythroleukemic K562 cells
was induced by glutathione-depleting agent, diethylmaleate (DEM). We have shown for the first time that prote-
asomes isolated from the nuclei of control and induces K562 cells differ in their subunit patterns, as well as in
the phosphorylation state of subunits on threonine and tyrosine residues. We observed trypsin- and chymotryp-
sin-like activities on nuclear proteasomes and the specificity of proteasomal nucleolysis of several individual
messenger RNAs (c-fos and c-myc) to be changed under effect of DEM on K562 cells. Treatment of K562 cells
with DEM leads to modification of zeta/á5 and iota/á6 proteasomal subunits associated with RNAse activity of
proteasomes. These findings confirm our hypothesis about so-called reprogramming of nuclear proteasome po-
pulation in undergoing apoptosis K562 cells which is manifested by the changes in proteasomal composition,
phosphorylation state, and enzymatic activities during the programmed cell death.

K e y w o r d s: apoptosis, diethylmaleate, nuclear proteasomes, phosphorylation, proteolytic activity, ribo-
nucleases, threonine, tyrosine.
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