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Êëåòêè ÷åëîâåêà ëèíèè K562, èíäóöèðîâàííûå ê àïîïòîçó ïðè ïîìîùè äîêñîðóáèöèíà (ÄÐ), áûëè
èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå ìîäåëè äëÿ èññëåäîâàíèÿ èçìåíåíèé ñóáúåäèíè÷íîãî ñîñòàâà, ñòàòóñà ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ è ôåðìåíòàòèâíûõ àêòèâíîñòåé ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðîòåàñîìû, âûäåëåí-
íûå èç ÿäåð êîíòðîëüíûõ è èíäóöèðîâàííûõ êëåòîê K562, ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñóáúåäèíè÷íîìó ñîñòàâó, à
òàêæå ïî ôîñôîðèëèðîâàíèþ ñóáúåäèíèö ïî òðåîíèíó è òèðîçèíó. Îáíàðóæåíî, ÷òî ïîä äåéñòâèåì ÄÐ
íàáëþäàåòñÿ èçìåíåíèå òðèïñèí- è õèìîòðèïñèí-ïîäîáíûõ òèïîâ ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïðî-
òåàñîì, à òàêæå èõ ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòè ïî îòíîøåíèþ ê ìÐÍÊ p53. Âûÿâëåíî, ÷òî ïîñëå èí-
äóêöèè ÄÐ àïîïòîçà â êëåòêàõ K562 íàáëþäàåòñÿ ìîäèôèöèðîâàíèå àññîöèèðîâàííûõ ñ ÐÍÊàç-
íîé àêòèâíîñòüþ ïðîòåàñîìíûõ ñóáúåäèíèö zeta/á5 è iota/á6. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò
â ïîëüçó èçìåíåíèé ñóáúåäèíè÷íîãî ñîñòàâà, ôåðìåíòàòèâíûõ àêòèâíîñòåé è ñòàòóñà ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ, à èìåííî î ïåðåïðîãðàììèðîâàíèè ïîïóëÿöèè ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà â
êëåòêàõ K562.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àïîïòîç, äîêñîðóáèöèí, ïðîòåîëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü, òèðîçèí, òðåîíèí, ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèå, ýíäîðèáîíóêëåàçíàÿ àêòèâíîñòü, ÿäåðíûå ïðîòåàñîìû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÝÌ — äèýòèëìàëåàò, ÄÐ — äîêñîðóáèöèí, ÏÀÀÃ — ïîëèàêðèëàìèä-
íûé ãåëü, CIAP — ùåëî÷íàÿ ôîñôàòàçà èç êèøå÷íèêà òåëåíêà, DTT — äèòèîòðåèòîë, PMSF — ôåíèëìå-
òèëñóëüôîíèëôòîðèä, EDTA — ýòèëåíäèàìèíòåòðàóêñóñíàÿ êèñëîòà.

Ïðîãðàììèðîâàííàÿ êëåòî÷íàÿ ãèáåëü, èëè àïîïòîç,
ÿâëÿåòñÿ âàæíåéøèì ìåõàíèçìîì êîíòðîëÿ íàä êà÷åñò-
âîì è ÷èñëåííîñòüþ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè â ìíîãîêëå-
òî÷íîì îðãàíèçìå. Îí îáåñïå÷èâàåò ðàâíîâåñèå â ïðîëè-
ôåðàöèè êëåòîê, ýëèìèíàöèè ïîâðåæäåííûõ (íàïðèìåð,
ðàäèàöèåé), ïîðàæåíííûõ âèðóñîì è íåîïëàñòè÷åñêèõ
êëåòîê, à òàêæå ñåëåêöèþ ëèìôîöèòîâ, ïðè êîòîðîé óäà-
ëÿþòñÿ àóòîèììóííûå êëîíû. Èçâåñòíî, ÷òî çàïóñê ïðî-
ãðàììû, ïðèâîäÿùåé ê ñìåðòè êëåòêè, ìîæåò îñóùåñòâ-
ëÿòüñÿ êàê ñïåöèôè÷åñêèìè ñèãíàëàìè (íàïðèìåð, öèòî-
êèíàìè èëè ãîðìîíàìè), òàê è íåñïåöèôè÷åñêèìè,
òàêèìè êàê ðàäèàöèÿ, ïîâûøåíèå òåìïåðàòóðû èëè äåé-
ñòâèå îêèñëèòåëåé. Ïðîòèâîîïóõîëåâûé ïðåïàðàò äîêñî-
ðóáèöèí (ÄÐ) íå ÿâëÿåòñÿ ñâîáîäíûì ðàäèêàëîì, íî îí
ïîäàâëÿåò êëåòî÷íûé ðîñò ÷åðåç âçàèìîäåéñòâèå ñ æåëå-
çîì, ïðèâîäÿùåå ê îáðàçîâàíèþ öèòîòîêñè÷åñêèõ àêòèâ-
íûõ ôîðì êèñëîðîäà, ÷òî âûçûâàåò àïîïòîç ÷åðåç èíèöè-
àöèþ êàñïàçíîãî êàñêàäà (Kwok, Richardson, 2004).

Áåëêàì è ïåïòèäàì ïðèíàäëåæèò öåíòðàëüíàÿ ðîëü â
âîñïðèÿòèè è ïåðåäà÷å êëåòêîé ñèãíàëîâ, à òàêæå â ðåãó-
ëÿöèè ìåõàíèçìîâ, íàïðàâëåííûõ è íà ïîääåðæàíèå êëå-
òî÷íîãî ãîìåîñòàçà, è íà óíè÷òîæåíèå ïîâðåæäåííûõ
êëåòîê. Ïðè àïîïòîçå, íàïðèìåð, ïðîèñõîäèò àêòèâàöèÿ
öåëîãî êàñêàäà ïðîòåàç. Ñêîðåå âñåãî, ðàçëè÷íûå ïðîòåà-

çû «âñòóïàþò» íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ àïîïòîçà è â ðàçëè÷-
íûõ ÷àñòÿõ êëåòêè. Âîçìîæíî, îäíàêî, ÷òî â îòâåò íà
àïîïòîòè÷åñêèé ñèãíàë íåêîòîðûå ïðîòåàçû «çàïóñêàþò-
ñÿ» îäíîâðåìåííî, íî íåçàâèñèìî äðóã îò äðóãà. Êðîìå
òîãî, íå èñêëþ÷åíî, ÷òî âî âðåìÿ âûïîëíåíèÿ àïîïòîòè-
÷åñêîé ïðîãðàììû àêòèâàöèÿ áîëåå ïîçäíèõ ïðîòåàç íà-
õîäèòñÿ â çàâèñèìîñòè îò èõ ðàííèõ ïðåäøåñòâåííèêîâ
(Le et al., 1995). È òàêèì îáðàçîì, îäíà èç âîçìîæíîñòåé
ïðåäîòâðàòèòü ãèáåëü êëåòêè — ýòî èíãèáèðîâàòü ïðîòå-
àçû ñ ñàìîãî íà÷àëà èíèöèàöèè ýòîãî ïðîöåññà (Sarin et
al., 1993), è íàîáîðîò, ìîæíî óñèëèòü àïîïòîç, ïðèìåíÿÿ
ýêçîãåííûå ïðîòåàçû èëè ñïîñîáñòâóÿ àêòèâàöèè ýíäî-
ãåííûõ ïðîòåàç.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ øèðîêî èçó÷àåòñÿ ó÷àñòèå â
àïîïòîçå ïðîòåàñîì, îñóùåñòâëÿþùèõ îñíîâíîé ïðî-
ãðàììèðóåìûé ïðîòåîëèç è ïðîöåññèíã ðàçëè÷íûõ ðåãó-
ëÿòîðíûõ áåëêîâ â êëåòêå. Îäíàêî íåêîòîðûå âîïðîñû, â
÷àñòíîñòè èçìåíåíèÿ ñóáúåäèíè÷íîãî ñîñòàâà è ôîñôî-
ðèëèðîâàííîñòè ïðîòåàñîì, à òàêæå ÐÍÊàçíàÿ àêòèâ-
íîñòü ïîñëåäíèõ ïðè àïîïòîçå, äî ñèõ ïîð ìàëî èññëåäî-
âàíû.

Êëåòî÷íàÿ ãèáåëü îáóñëîâëåíà ñåðèåé îïðåäåëåííûõ
ìåòàáîëè÷åñêèõ èçìåíåíèé. Îäíàêî ôåíîìåíîëîãèÿ áèî-
õèìè÷åñêèõ èçìåíåíèé ñòîëü ðàçíîîáðàçíà, ÷òî íåïîíÿò-
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íî, êàêèå ôàêòîðû ñòðåìèòåëüíî ðàçâèâàþùåãîñÿ ïðî-
öåññà ÿâëÿþòñÿ îáùèìè äëÿ êëåòîê âñåõ òèïîâ, à êàêèå
èíäèâèäóàëüíûìè. Äî ñèõ ïîð íåÿñíî, ñâÿçàíû ëè ðàçëè-
÷èÿ âàðèàíòîâ êëåòî÷íîé ãèáåëè ñ ðàçëè÷íûìè ìåõàíèç-
ìàìè èõ ðåàëèçàöèè èëè ñ ðàçëè÷íîé ïðèðîäîé êëåòîê.

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà ãëó-
òàòèîíèñòîùàþùèì àãåíòîì äèýòèëìàëåàòîì (ÄÝÌ) â
êëåòêàõ K562 èçìåíÿþòñÿ ôåðìåíòàòèâíûå àêòèâíîñòè
êàê öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ (Òîêòàðîâà è äð., 2004; Öèìîõà
è äð., 2006; Ìèòòåíáåðã è äð., 2007), òàê è ÿäåðíûõ 26S
ïðîòåàñîì (Òîêòàðîâà è äð., 2004; Öèìîõà è äð., 2007).
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ýòè èçìåíåíèÿ îáóñëîâëåíû èçìå-
íåíèåì ñóáúåäèíè÷íîãî ñîñòàâà ïðîòåàñîì è (èëè) ìîäè-
ôèêàöèÿìè òåõ ñóáúåäèíèö, êîòîðûå îòâåòñòâåííû çà òó
èëè èíóþ àêòèâíîñòü. Òàê, ìû âûÿâèëè, ÷òî ïðè
ÄÝÌ-èíäóöèðîâàííîì àïîïòîçå ïðîèñõîäèò ìîäèôèêà-
öèÿ ñóáúåäèíèö á-òèïà (á5 è á6), àññîöèèðîâàííûõ ñ
ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòüþ ïðîòåàñîì (Öèìîõà è äð., 2006,
2007). Êðîìå òîãî, ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ÄÝÌ íà êëåòêè
K562 íàáëþäàëèñü èçìåíåíèÿ è â ñòàòóñå ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ ïðîòåàñîì ïî òèðîçèíó è òðåîíèíó (Öèìîõà è äð.,
2006, 2007). Âîçíèêàåò âîïðîñ î òîì, ñóùåñòâóåò ëè ðàç-
íèöà â ôóíêöèîíàëüíûõ èçìåíåíèÿõ ïðîòåàñîì ïðè âîç-
äåéñòâèè ðàçëè÷íûõ èíäóêòîðîâ àïîïòîçà íà êëåòêè
K562.

Ïîýòîìó çàäà÷åé íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâèëîñü ïðîäîë-
æåíèå èññëåäîâàíèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ èçìåíåíèé ñóáúåäè-
íè÷íîãî ñîñòàâà è ñòàòóñà ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïðîòåàñîì
èç ÿäåð êëåòîê ïðîýðèòðîëåéêåìèè ÷åëîâåêà ëèíèè K562
ïðè èíäóêöèè ïðîãðàììèðîâàííîé êëåòî÷íîé ãèáåëè.
Àïîïòîç âûçûâàëè ïðè ïîìîùè ÄÐ. Êðîìå òîãî, ïðîâî-
äèëîñü ñðàâíåíèå òîãî, êàê èçìåíÿþòñÿ ñîñòàâ è ñòàòóñ
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïðîòåàñîì ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íà
êëåòêè K562 èíäóêòîðîâ àïîïòîçà ÄÐ è ÄÝÌ. Òàêæå,
îïèðàÿñü íà íåäàâíèå äàííûå î âëèÿíèè ÄÝÌ íà ïðî-
òåîëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ïðîòåàñîì (Öèìîõà è äð.,
2006, 2007), ìû îöåíèâàëè âëèÿíèå ïðîòèâîîïóõîëåâîãî
àãåíòà ÄÐ íà òðèïñèí- è õèìîòðèïñèí-ïîäîáíûå òèïû
ïåïòèäàçíîé àêòèâíîñòè ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì è íóêëåîëèç
ýòèìè ÷àñòèöàìè èíäèâèäóàëüíîé ìÐÍÊ (p53). Äåôîñ-
ôîðèëèðîâàíèå ïðîòåàñîì èçáèðàòåëüíî èçìåíÿåò ñïå-
öèôè÷íîñòü ïðîòåîëèòè÷åñêîé è ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòåé
ïðîòåàñîì êàê äî, òàê è ïîñëå èíäóêöèè àïîïòîçà ÄÝÌ â
êëåòêàõ K562 (Òîêòàðîâà è äð., 2004; Öèìîõà è äð., 2006,
2007; Ìèòòåíáåðã è äð., 2007). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû
òàêæå ïðîäîëæèëè èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ ùåëî÷íîé
ôîñôàòàçû íà ôåðìåíòàòèâíûå àêòèâíîñòè ÿäåðíûõ ïðî-
òåàñîì êëåòîê K562.

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 ÄÐ äî êî-
íå÷íîé êîíöåíòðàöèè 4 ìêÌ (Chuang, Chuang, 1979) è
èíêóáèðîâàëè êëåòêè â òå÷åíèå 24 ÷.

È í ä ó ê ö è þ àïîïòîçà îöåíèâàëè ïî èçìåíåíèþ
ìîðôîëîãèè ÿäåð è ïî ìåæíóêëåîñîìíîé ôðàãìåíòà-
öèè ÄÍÊ. Äëÿ àíàëèçà èçìåíåíèÿ ÿäåðíîé ìîðôîëîãèè
êëåòêè K562, âûðàùåííûå íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ, ïðî-

ìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåðîì (PBS), ôèêñèðîâàëè
2%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì â òå÷åíèå 10 ìèí è îêðà-
øèâàëè êðàñèòåëåì Hoechst 33258 (1 ìêÌ) â òå÷åíèå
30 ìèí. Ïðåïàðàòû ïðîñìàòðèâàëè âî ôëóîðåñöåíòíîì
ìèêðîñêîïå Zeiss (Ãåðìàíèÿ) è ôîòîãðàôèðîâàëè ñ ïîìî-
ùüþ CD-êàìåðû (ðèñ. 1, à). Ïðåïàðàòû ÄÍÊ äëÿ àíàëèçà
ìåæíóêëåîñîìíîé ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ âûäåëÿëè â ñîîò-
âåòñòâèè ñ îïèñàííîé â ëèòåðàòóðå ìåòîäèêîé (Miller et
al., 1988) è ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè â 2%-íîì àãà-
ðîçíîì ãåëå (Maniatis et al., 1982) (ðèñ. 1, á).

Ò ð à í ñ ê ð è ï ö è ÿ i n v i t r o. ìÐÍÊ p53 áûëà ïîëó÷å-
íà â ðåçóëüòàòå òðàíñêðèïöèè â áåñêëåòî÷íîé ñèñòåìå
âåêòîðà Bluescript KS(–), â êîòîðûé áûëà âñòàâëåíà
êÄÍÊ p53 ïî ñàéòó ðåñòðèêöèè EcoRI. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ
ñìûñëîâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïëàçìèäó ëèíåàðèçîâàëè
ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòàçû SmaI è òðàíñêðèáèðîâàëè ÐÍÊ
ïîëèìåðàçîé ôàãà T3 ñîãëàñíî èíñòðóêöèÿì ôèðìû-èç-
ãîòîâèòåëÿ (MBI Fermentas, Ëèòâà). Òðàíñêðèïöèþ âåëè
â ïðèñóòñòâèè [á-32P] ÖÒÔ â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè 30 °Ñ.
Òðàíñêðèáèðîâàííóþ ÐÍÊ îáðàáàòûâàëè ÄÍÊàçîé I è
î÷èùàëè äåïðîòåèíèçàöèåé ñ ïîìîùüþ ñìåñè ôå-
íîë—õëîðîôîðì. Ïëàçìèäà áûëà ëþáåçíî ïðåäîñòàâëå-
íà ä-ðîì Ï. Ì. ×óìàêîâûì.

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).

Â û ä å ë ÿ ë è ÿ ä å ð í û å 2 6 S - ï ð î ò å à ñ î ì û èç
ÿäåðíûõ ýêñòðàêòîâ (Digman et al., 1983) ñ ïîìîùüþ öåí-
òðèôóãèðîâàíèÿ 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),
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 ATP. Ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè, äîáàâëÿÿ ðàâíûé
îáúåì ñìåñè 70 ìÌ óêñóñíîé êèñëîòû, 100 ìÌ Na-õëîð-
àöåòàòà è 30 ìÌ àöåòàòà íàòðèÿ (Barret, 1980). Êîíöåíò-
ðàöèþ ïðîäóêòà ãèäðîëèçà (7-àìèíî-4-ìåòèëêóìàðèíà)
îïðåäåëÿëè íà ôëóîðèìåòðå (Òóðîâåðîâ è äð., 1998), èç-
ìåðÿÿ 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 ïðîòåàñîì èõ îáðà-
áàòûâàëè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé êèøå÷íèêà òåëåíêà
(CIAP) (Fermentas Life Sciences, Ëèòâà), èñïîëüçóÿ 2 åä.
íà 1 ìêã áåëêà, â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ â 10 ìÌ
Òðèñ-HCl-áóôåðíîì ðàñòâîðå, pH 7.5, ñîäåðæàùåì
10 ìÌ MgCl2.

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-
ôîêóñèðîâàíèÿ) ïðîòåàñîìû ôðàêöèîíèðîâàëè íà áåëêî-
âûå ñóáúåäèíèöû â äåíàòóðèðóþùåì 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 Phatmaceuticals, ÑØÀ). Ïðîòåàñîìû
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ôðàêöèîíèðîâàëè íà áåëêîâûå ñóáúåäèíèöû â äåíàòóðè-
ðóþùåì ÏÀÀÃ (10 è 12 %) (Laemmli, 1970), ïîëó÷åííûå
ôðàêöèè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ïåðåíîñèëè íà íèòðîöåë-
ëþëîçíûå ôèëüòðû (Hybond C extra, Amersham) â áóôå-
ðå T (25 ìÌ Òðèñ-HCl, 190 ìÌ ãëèöèíà, 0.05 % äîäåöèë-
ñóëüôàòà íàòðèÿ è 20 % ìåòàíîëà, pH 7.3). Ìåìáðàíó îò-
ìûâàëè â áóôåðå TBS (10 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.5, è
150 ìÌ NaCl) è áëîêèðîâàëè öåíòðû íåñïåöèôè÷åñêîãî
ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë 5%-íûì ðàñòâîðîì áû÷üåãî ñûâîðî-
òî÷íîãî àëüáóìèíà èëè îáåçæèðåííîãî ìîëîêà â ýòîì æå
áóôåðå. Èçáûòîê áëîêèðóþùåãî àãåíòà îòìûâàëè áóôå-
ðîì TBS è ìåìáðàíó èíêóáèðîâàëè ñ ïîëèêëîíàëüíûìè
àíòèòåëàìè ïðîòèâ ôîñôîòðåîíèíà (Cell Signaling,
ÑØÀ), ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ ôîñôî-
òèðîçèíà (Cell Signaling, ÑØÀ) èëè ñî ñïåöèôè÷åñêèìè
àíòèòåëàìè ïðîòèâ ñóáúåäèíèö 20S-ïðîòåàñîìû 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 Hoehst 33258 (Serva, Ãåðìàíèÿ); ôåíîë, õëîðî-
ôîðì, Na-õëîðàöåòàò, ìåòàíîë, ýòàíîë, óêñóñíóþ êèñëî-
òó, ãëèöåðèí KCl, H2O2, NaOH è îðòîôîñôîðíóþ
êèñëîòó (Ðîññèÿ); ëþìèíîë, êóìàðîâóþ êèñëîòó, àêðèë-
àìèä, äèòèîòðåèòîë, Òðèñ-ãèäðîêñèìåòèëàìèíîìåòàí,
ãëèöèí, MgCl2, ÀÒÔ, äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ, â-ìåðêàï-
òîýòàíîë, îðòîâàíàäàò íàòðèÿ è Isolyte 3—10 (MP Biome-
dicals, ÑØÀ); ìåòèëåí-áèñ-àêðèëàìèä, ÝÄÒÀ, ôåíèëìå-
òèëñóëüôîíèëôòîðèä, ÒÅÌÅÄ, ïåðñóëüôàò àììîíèÿ, ìî-
÷åâèíó, áîðíóþ êèñëîòó, Tween-20, àöåòàò ìàãíèÿ,
áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, êîçüè àíòèòåëà ïðîòèâ
èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñè-

äàçîé õðåíà, è êîçüè àíòèòåëà ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ
êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (Sig-
ma, ÑØÀ); NaCl è àöåòàò íàòðèÿ (Merck, Ãåðìàíèÿ); äîê-
ñîðóáèöèí (Ëýíñ, Ôàðìà, Ðîññèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå àïîïòîç â êëåòêàõ ëèíèè K562
çàïóñêàëè ïðîòèâîîïóõîëåâûì ïðåïàðàòîì äîêñîðóáè-
öèíîì (ÄÐ). ×åðåç 24 ÷ âîçäåéñòâèÿ îí âûçûâàåò ôðàã-
ìåíòàöèþ ÿäåð â êëåòêàõ, âûÿâëÿåìóþ ïðè îêðàøèâàíèè
Hoechst 33258 (ðèñ. 1, à), è îëèãîíóêëåîñîìíóþ ôðàã-
ìåíòàöèþ õðîìàòèíà, êîòîðàÿ ïîäòâåðæäàåòñÿ ñ ïîìî-
ùüþ ýëåêòðîôîðåçà ÄÍÊ (ðèñ. 1, á).

×òîáû èññëåäîâàòü âëèÿíèå àïîïòîòè÷åñêîãî èíäóê-
òîðà ÄÐ íà ñóáúåäèíè÷íûé ñîñòàâ è ñòàòóñ ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì, à òàêæå èõ ôåðìåíòàòèâíûå
àêòèâíîñòè, ÷àñòèöû âûäåëÿëè èç íåîáðàáîòàííûõ (êîí-
òðîëüíûõ) êëåòîê K562 è èç êëåòîê, îáðàáîòàííûõ ÄÐ.

Äëÿ àíàëèçà èçìåíåíèÿ ñóáúåäèíè÷íîãî ñîñòàâà ïðî-
òåàñîì ïîä äåéñòâèåì ÄÐ ïðåïàðàòû î÷èùåííûõ 26S
ïðîòåàñîì, âûäåëåííûõ èç ÿäåð êëåòîê K562, ôðàêöèî-
íèðîâàëè ïðè ïîìîùè ìåòîäà äâóõìåðíîãî ýëåêòðîôîðå-
çà áåëêîâ. Êàê âèäíî íà ðèñ. 2, à (áåëûå ñòðåëêè), ïîñëå
âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêó ÄÐ êîëè÷åñòâî íåêîòîðûõ ñóáúå-
äèíèö â ïîïóëÿöèè ïðîòåàñîì, ìèãðèðóþùèõ â ýëåêòðî-
ôîðåçå ñ ïîäâèæíîñòüþ, ñîîòâåòñòâóþùåé áåëêàì â îá-
ëàñòè ìîë. ìàññ 30—33, 35—45, 62 è 90—97 êÄà, óâåëè-
÷èâàåòñÿ, à ñîäåðæàíèå íåêîòîðûõ äðóãèõ ñóáúåäèíèö ñ
îòíîñèòåëüíûìè ìîë. ìàññàìè 27, 30—35 è 45—60 êÄà,
íàïðîòèâ, óìåíüøàåòñÿ (ðèñ. 2, à, ÷åðíûå ñòðåëêè). Òà-
êèå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó ñóùåñòâîâàíèÿ
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Ðèñ. 1. ßäåðíàÿ è îëèãîíóêëåîñîìíàÿ ôðàãìåíòàöèÿ ÄÍÊ ïðîýðèòðîëåéêåìè÷åñêèõ êëåòîê ÷åëîâåêà K562 ïðè äåéñòâèè äîêñîðó-
áèöèíà (ÄÐ).

à — êëåòêè îáðàáàòûâàëè ÄÐ è ÷åðåç 24 ÷ îêðàøèâàëè ðàñòâîðîì Hoechst 33258; âèäíà òèïè÷íàÿ êàðòèíà ôðàãìåíòàöèè ÿäåð; Ê — êîíòðîëü. á — îëè-
ãîíóêëåîñîìàëüíàÿ ôðàãìåíòàöèÿ ÄÍÊ; Ì — ìàðêåðû ÄÍÊ (Fermentas Life Sciences, Ëèòâà), ïàðû íóêëåîòèäîâ (ï. í.); 1 — ÄÍÊ êîíòðîëüíûõ êëåòîê,

2 — ÄÍÊ èç êëåòîê, ïîäâåðãíóòûõ äåéñòâèþ ÄÐ.



ñïåöèôè÷åñêîé (èëè ñïåöèôè÷åñêèõ) ñóáïîïóëÿöèè ïðî-
òåàñîì, âîâëå÷åííîé â ðåàëèçàöèþ ïðîãðàììû êëåòî÷-
íîé ãèáåëè.

×òîáû ïðîäîëæèòü èçó÷åíèå èçìåíåíèé â ïðîòåàñî-
ìàõ ïîñëå èíäóêöèè àïîïòîçà, ìû îöåíèâàëè èçìåíåíèÿ
â ôîñôîðèëèðîâàíèè ïðîòåàñîìíûõ ñóáúåäèíèö ïîñëå

èíäóêöèè àïîïòîçà ÄÐ ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà ñ
ïðèìåíåíèåì ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ ôîñôî-
òðåîíèíà (ðèñ. 3, á) è ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ
ôîñôîòèðîçèíà (ðèñ. 3, â). Âèäíî, ÷òî ïîä äåéñòâèåì ÄÐ
íàáëþäàþòñÿ êîëè÷åñòâåííîå ñíèæåíèå ñòåïåíè ôîñôî-
ðèëèðîâàííîñòè ïî òèðîçèíó äâóõ ñóáúåäèíèö ñ îòíîñè-
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Ðèñ. 2. Äâóõìåðíîå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå ñóáúåäèíèö 26S ïðîòåàñîì, âûäåëåííûõ èç ÿäåð êîíòðîëüíûõ (ñëåâà, Ê) è
îáðàáîòàííûõ ÄÐ (ñïðàâà, ÄÐ) 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 ÄÐ êëåòîê. â — èììóíîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå

iota/á6 — ñóáúåäèíèöû ïðîòåàñîì (á6) èç êîíòðîëüíûõ è îáðàáîòàííûõ ÄÐ êëåòîê.
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Ðèñ. 3. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå ñóáúåäèíèö 26S ïðîòåàñîì, âûäåëåííûõ èç ÿäåð êîíòðîëüíûõ (äîðîæêà 1) è îáðàáîòàí-
íûõ ÄÐ (äîðîæêà 2) êëåòîê K562. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ñóáúåäèíèö ýòèõ ïðîòåàñîì, ôîñôîðèëèðîâàííûõ ïî òðåîíèíó (á) è òè-

ðîçèíó (â).

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).

Ðèñ. 4. Âëèÿíèå ÄÐ íà ïðîòåîëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ÿäåðíûõ 26S ïðîòåàñîì èç êëåòîê ëèíèè K562.

à, á — ñîîòâåòñòâåííî òðèïñèí- è õèìîòðèïñèí-ïîäîáíûå òèïû ïåïòèäàçíîé àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì; 1 — àêòèâíîñòü èíòàêòíûõ ïðîòåàñîì, 2 — àêòèâ-
íîñòü äåôîñôîðèëèðîâàííûõ ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé (CIAP) ïðîòåàñîì. Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ äëÿ òðåõ íåçàâèñè-
ìûõ îïðåäåëåíèé ôëóîðåñöåíöèè îñâîáîæäåííîãî (7-àìèíî)-4-ìåòèëêóìàðèíà; 100 åä. ôëóîðåñöåíöèè ñîîòâåòñòâóþò îñâîáîæäåíèþ 50 ïìîëü ïðî-

äóêòà ((7-àìèíî)-4-ìåòèëêóìàðèíà). Êîíöåíòðàöèÿ ïðîòåàñîì âî âñåõ ïðîáàõ ñîñòàâëÿåò 5 ìêã.



òåëüíûìè ìîë. ìàññàìè ñîîòâåòñòâåííî ïîðÿäêà 28—30
è 26—27 êÄà è ïîëíîå äåôîñôîðèëèðîâàíèå ñóáúåäèíèö
ñ ìîë. ìàññàìè îêîëî 68, 62—65, 55—60, 47—48, 46, 44,
37, 34, 30—33 è 29—30 êÄà. Â ñëó÷àå ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ ïî òðåîíèíó ÄÐ, íàïðîòèâ, âûçûâàåò ãèïåðôîñôîðè-
ëèðîâàíèå ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì.

È ìû, è äðóãèå àâòîðû ðàíåå ïîêàçàëè, ÷òî ïðè àïîï-
òîçå èçìåíÿåòñÿ ïðîòåîëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ïðîòåàñîì
(Beyette et al., 1998; Öèìîõà è äð., 2006, 2007), ÷òî ñîâåð-
øåííî íåóäèâèòåëüíî ïðè âñåé ñëîæíîñòè è ìàñøòàáíî-
ñòè àïîïòîòè÷åñêîãî ïðîöåññà, â êîòîðîì ñèíòåçèðóåòñÿ
è (èëè) àêòèâèðóåòñÿ ìíîãî íîâûõ áåëêîâ è ïåïòèäîâ.
Íî èìåþòñÿ ëè ðàçëè÷èÿ â àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì ïðè çà-
ïóñêå àïîïòîçà ðàçíûìè èíäóêòîðàìè? ×òîáû îòâåòèòü
íà ýòîò âîïðîñ, ìû èññëåäîâàëè òðèïñèí- è õèìîòðèï-
ñèí-ïîäîáíûå òèïû ïåïòèäàçíîé àêòèâíîñòè î÷èùåííûõ
ÿäåðíûõ 26S ïðîòåàñîì èç êîíòðîëüíûõ è îáðàáîòàííûõ
ÄÐ êëåòîê K562. Êàê ñëåäóåò èç äàííûõ ðèñ. 4, îáðàáîò-
êà êëåòîê ÄÐ íå èçìåíÿåò òðèïñèíîâûé, íî óñèëèâàåò íà
15 % õèìîòðèïñèíîâûé òèï ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíî-
ñòè 26S ïðîòåàñîì èç ÿäåð êëåòîê K562, òîãäà êàê âîç-
äåéñòâèå ÄÝÌ íà ýòè êëåòêè ïðèâîäèëî ê óñèëåíèþ ýòèõ
òèïîâ àêòèâíîñòè (Öèìîõà è äð., 2007).

Ðàíåå íàìè áûëî èññëåäîâàíî âëèÿíèå ÄÐ íà ýíäîðè-
áîíóêëåàçíóþ àêòèâíîñòü 26S-ïðîòåàñîì ïî îòíîøåíèþ
ê ðèáîñîìíûì âûñîêîìîëåêóëÿðíûì ÐÍÊ êëåòîê K562
(Òîêòàðîâà è äð., 2004). Äëÿ äàëüíåéøåãî àíàëèçà âëèÿ-
íèÿ ýòîãî èíäóêòîðà íà ÐÍÊàçó ïðîòåàñîì ìû èñïîëüçî-
âàëè â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà èíäèâèäóàëüíóþ ìÐÍÊ p53.
Äåãðàäàöèÿ îíêîñóïðåññîðíîãî áåëêà p53 â êëåòêàõ ïðî-
èñõîäèò ïî óáèêâèòèíçàâèñèìîìó ïðîòåàñîìíîìó ïóòè
(Lopes et al., 1997). Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî â êëåòêå ñèíòåçè-
ðóåòñÿ íîðìàëüíîå êîëè÷åñòâî ìÐÍÊ p53 è ñîáñòâåííî
áåëêà, óðîâåíü p53 î÷åíü íèçîê ïðè ðÿäå çëîêà÷åñòâåí-
íûõ çàáîëåâàíèé, âûçâàííûõ, íàïðèìåð, îíêîãåííûì
øòàììîì ïàïèëëîìà-âèðóñà ÷åëîâåêà HPV. Òàêîå ñíè-
æåíèå êîëè÷åñòâà áåëêà p53 ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì åãî àñ-
ñîöèàöèè ñ ïðèñóòñòâóþùèì â êëåòêå áåëêîì E6-AP è
HPV-êîäèðóåìûì îíêîáåëêîì E6. Ýòî âçàèìîäåéñòâèå
äàåò ñèãíàë äëÿ óáèêâèòèíèðîâàíèÿ è óñêîðåííîé äåãðà-
äàöèè p53 ïðîòåàñîìîé, âñëåäñòâèå ÷åãî íàðóøàåòñÿ
ðàâíîâåñèå ìåæäó ïðîöåññàìè ðîñòà è àïîïòîçà â çàðà-
æåííûõ êëåòêàõ, ÷òî â êîíå÷íîì ñ÷åòå ïðèâîäèò ê çëîêà-
÷åñòâåííîìó ïåðåðîæäåíèþ (Chen et al., 2000).

Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî âîçäåéñò-
âèå íà êëåòêè ÄÐ âûçûâàåò íåêîòîðîå ïîâûøåíèå ñïî-
ñîáíîñòè ïðîòåàñîì ê íóêëåîëèçó ýòîé ìÐÍÊ (ðèñ. 5, äî-
ðîæêè 2, 4), à èìåííî íàáëþäàåòñÿ ïîÿâëåíèå áîëüøå-
ãî êîëè÷åñòâà íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ïðîäóêòîâ ãèäðîëèçà.
Ïîñêîëüêó ñ ðèáîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòüþ ïðîòåàñîì
ñâÿçûâàþò äâå èõ ñóáúåäèíèöû á-òèïà — zeta/á5 è
iota/á6 (Petit et al., 1997), âåðîÿòíî, ïðè èíäóêöèè àïîï-
òîçà ýòè ñóáúåäèíèöû ìîäèôèöèðóþòñÿ, îáåñïå÷èâàÿ òà-
êèì îáðàçîì ñïåöèôè÷íîñòü ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòè.
È äåéñòâèòåëüíî, ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà ÄÐ îáå ýòè
ñóáúåäèíèöû ïðåòåðïåâàþò íåêîòîðûå ìîäèôèêàöèè
(ðèñ. 2, á, â). Îäíàêî è ïðèðîäà, è õàðàêòåð òàêèõ ìîäè-
ôèêàöèé åùå íåèçâåñòíû.

Ðàíåå áûëî èññëåäîâàíî âëèÿíèå äåôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ ïðîòåàñîì íà èõ àêòèâíîñòü â êëåòêàõ K562 äî è
ïîñëå èíäóêöèè àïîïòîçà ÄÝÌ (Öèìîõà è äð., 2006,
2007). Â äàííîé ðàáîòå èíäóêòîðîì àïîïòîçà âûñòóïàåò
ÄÐ, ïîýòîìó ìû ñíîâà îöåíèâàëè âëèÿíèå äåôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ ñóáúåäèíèö ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì íà èõ ôåðìåí-
òàòèâíóþ àêòèâíîñòü. Ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâëåííûå íà

ðèñ. 4, à, äåìîíñòðèðóþò çíà÷èòåëüíîå ïîäàâëåíèå õè-
ìîòðèïñèí-ïîäîáíîé ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè â
êîíòðîëüíûõ è èíäóöèðîâàííûõ ê àïîïòîçó êëåòêàõ íà
70 è 78 % ñîîòâåòñòâåííî. Ïîñëå îáðàáîòêè ÿäåðíûõ
ïðîòåàñîì ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé ïðîèñõîäèò òàêæå èç-
ìåíåíèå è èõ òðèïñèí-ïîäîáíîé àêòèâíîñòè (ðèñ. 4, á).
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Ðèñ. 5. Ðàäèîàâòîãðàô ýëåêòðîôîðåãðàììû òðàíñêðèáèðîâàí-
íîé in vitro ìÐÍÊ p53, ìå÷åííîé [á-32P] ÖÒÔ, îáðàáîòàííîé
26S-ïðîòåàñîìàìè, î÷èùåííûìè èç ÿäåð êîíòðîëüíûõ è îáðà-

áîòàííûõ ÄÐ êëåòîê K562.

1 — íåîáðàáîòàííàÿ ÐÍÊ; 2 — ÐÍÊ, îáðàáîòàííàÿ ïðîòåàñîìàìè èç êîí-
òðîëüíûõ êëåòîê; 3 — ÐÍÊ, îáðàáîòàííàÿ ïðîòåàñîìàìè èç êîíòðîëüíûõ
êëåòîê, ïðåäâàðèòåëüíî äåôîñôîðèëèðîâàííûìè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé
(CIAP); 4 — ÐÍÊ, îáðàáîòàííàÿ ïðîòåàñîìàìè èç îáðàáîòàííûõ ÄÐ êëå-
òîê; 5 — ÐÍÊ, îáðàáîòàííàÿ ïðîòåàñîìàìè èç îáðàáîòàííûõ ÄÐ êëåòîê,

ïðåäâàðèòåëüíî äåôîñôîðèëèðîâàííûìè CIAP.



Òàê, äåôîñôîðèëèðîâàíèå ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì ïðèâî-
äèò ê ïîâûøåíèþ ýòîé àêòèâíîñòè íà 38 % â èíäóöèðî-
âàííûõ êëåòêàõ è íà 92 % â êîíòðîëüíûõ. Ïîëó÷åííûå
äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î ñåëåêòèâíîì âëèÿíèè ñòàòóñà
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïðîòåàñîì íà ðàçíûå òèïû èõ ïðîòå-
îëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè.

Îáðàáîòêà ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé ÿäåðíûõ ïðîòåà-
ñîì òàêæå îêàçûâàåò âëèÿíèå è íà èõ ÐÍÊàçíóþ àêòèâ-
íîñòü ïî îòíîøåíèþ ê èíäèâèäóàëüíîé ìÐÍÊ p53. Áîëåå
òîãî, òàêîå äåôîñôîðèëèðîâàíèå àêòèâèðóåò ÐÍÊàçó
ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ, íî èíãè-
áèðóåò â îáðàáîòàííûõ ÄÐ êëåòêàõ K562 (ðèñ. 4, äî-
ðîæêè 3, 5). Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ôîñôîðèëèðîâàíèå ñóáúåäèíèöû ïðîòåàñîì îêàçûâàåò
ñåëåêòèâíîå âëèÿíèå è íà ïðîòåîëèòè÷åñêèå, è íà ðèáî-
íóêëåàçíûå öåíòðû ïðîòåàñîì, à èçìåíåíèå ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ ñóáúåäèíèö ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ìåõàíèçìîì êîíò-
ðîëÿ ïðîòåàñîìíîé äåãðàäàöèè áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â
ïðîöåññå âûïîëíåíèÿ àïîïòîçà, à òàêæå â äåãðàäàöèè êî-
äèðóþùèõ èõ ìÐÍÊ.

Îáñóæäåíèå

Ðàíåå, äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü, êàêèå èçìåíåíèÿ
ïðîèñõîäÿò ñ ïðîòåàñîìàìè ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà â
êëåòêàõ ïðîýðèòðîëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562, ìû èíäóöè-
ðîâàëè ïðîãðàììèðîâàííóþ ãèáåëü êëåòîê õîðîøî èçâå-
ñòíûì èíäóêòîðîì — ãëóòàòèîíèñòîùàþùèì àãåíòîì
ÄÝÌ (Òîêòàðîâà è äð., 2004; Öèìîõà è äð., 2006, 2007).
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èíèöèèðîâàëè àïîïòîç â êëåòêàõ
K562 ïðîòèâîîïóõîëåâûì ïðåïàðàòîì ÄÐ.

Êàê è â ñëó÷àå èíäóêöèè àïîïòîçà â êëåòêàõ K562
ÄÝÌ, ïîñëå äåéñòâèÿ íà êëåòêè ÄÐ ÿäåðíûå 26S êîìï-
ëåêñû îñîáûì îáðàçîì èçìåíÿþòñÿ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
åùå íåò îòâåòà íà âîïðîñ î òîì, êàêèì îáðàçîì ïðîèñõî-
äÿò íàáëþäàåìûå èçìåíåíèÿ â ñóáúåäèíè÷íîì ñîñòàâå
ïðîòåàñîì — áëàãîäàðÿ ìîäèôèêàöèÿì ïðîòåàñîìíûõ
ñóáúåäèíèö èëè æå èçìåíåíèÿì èõ ýêñïðåññèè ïîñëå
âîçäåéñòâèÿ èíäóêòîðà àïîïòîçà.

Èçâåñòíî, ÷òî ïðîòåàñîìû â êëåòêå ôîñôîðèëèðîâà-
íû, ïðè÷åì ôîñôîðèëèðîâàííîñòü ïðîòåàñîìíûõ ñóáú-
åäèíèö èçìåíÿåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò ôóíêöèîíàëüíîãî
ñîñòîÿíèÿ êëåòêè (Iwafune et al., 2002; Bardag-Gorce et
al., 2004; Öèìîõà è äð., 2006, 2007; Ìèòòåíáåðã è äð.,
2007). Ðàíåå íàìè áûëî èññëåäîâàíî âëèÿíèå çàïóñêà
ïðîãðàììû ãèáåëè êëåòîê íà èçìåíåíèå ôîñôîðèëèðî-
âàííîñòè ïðîòåàñîì, îäíàêî â êà÷åñòâå èíäóêòîðà àïîï-
òîçà èñïîëüçîâàëè ÄÝÌ (Öèìîõà è äð., 2006, 2007). È
åñëè ïðè ÄÝÌ- è ÄÐ-èíäóöèðîâàííîì àïîïòîçå êàðòèíà
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî òèðîçèíó ñõîäíàÿ, òî ïî òðåîíèíó
íåò: ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè ÄÝÌ â îòëè÷èå îò ÄÐ
íåêîòîðûå ñóáúåäèíèöû ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì äåôîñôîðè-
ëèðîâàíû (Öèìîõà è äð., 2007). Òàêàÿ ðàçíèöà â ôîñôî-
ðèëèðîâàííîñòè ïî òðåîíèíó ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î
ðàçëè÷íûõ ïóòÿõ âûïîëíåíèÿ àïîïòîòè÷åñêîé ïðîãðàì-
ìû ïðè äåéñòâèè ýòèõ äâóõ èíäóêòîðîâ. Îäíàêî ìîæíî
òàêæå ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ôîñôîðèëèðîâàíèå èìåííî ïî
òèðîçèíó ó÷àñòâóåò â ìåõàíèçìàõ ðåàëèçàöèè àïîïòîçà, à
ôîñôîðèëèðîâàíèå ïî òðåîíèíó îïðåäåëÿåò ôóíêöèîíè-
ðîâàíèå ïðîòåàñîì â êëåòêå è íå ñâÿçàíî íàïðÿìóþ ñ
àïîïòîçîì. Òàê, íàïðèìåð, ãèïåðôîñôîðèëèðîâàíèå ïî
òðåîíèíó ìîæåò ñëóæèòü ñèãíàëîì ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè
ïðîòåàñîì â êëåòêå, òàê êàê èç ëèòåðàòóðû èçâåñòíî, ÷òî
ïðè ïîñòóïëåíèè ÄÐ â êëåòêó îí ñâÿçûâàåòñÿ ñ ïðîòåàñî-

ìîé è ïåðåíîñèòñÿ èç öèòîïëàçìû â ÿäðî (Kiyomiya et al.,
2001). Òàê èëè èíà÷å, î÷åíü âåðîÿòíî, ÷òî ñòàòóñ ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ ïðîòåàñîì îïðåäåëÿåò èõ ôóíêöèîíàëüíóþ
àêòèâíîñòü â êëåòêå è ÷òî ìåõàíèçì âûïîëíåíèÿ ïðî-
ãðàììû àïîïòîçà íåçàâèñèìî îò èíäóêòîðà âêëþ÷àåò â
ñåáÿ ôîñôîðèëèðîâàíèå è äåôîñôîðèëèðîâàíèå ïðîòåà-
ñîìíûõ ñóáúåäèíèö.

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â èíäóöèðîâàííûõ ÄÝÌ
àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ K562 òðèïñèí- è õèìîòðèïñèí-
ïîäîáíûå àêòèâíîñòè ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì óñèëèâàþòñÿ
(Öèìîõà è äð., 2007). Îäíàêî ìû îáíàðóæèëè â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòå óâåëè÷åíèå òîëüêî õèìîòðèïñèí-ïîäîáíîãî
òèïà ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì,
òðèïñèí-ïîäîáíàÿ æå àêòèâíîñòü ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà
ÄÐ íå èçìåíèëàñü. Íàáëþäàåìûå îòëè÷èÿ â ïðîòåîëèòè-
÷åñêîé àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì ïðè èíäóêöèè àïîïòîçà
ÄÝÌ (Öèìîõà è äð., 2007) èëè ÄÐ âîçìîæíî îáúÿñíèòü
ðàçëè÷íûìè àïîïòîòè÷åñêèìè ïóòÿìè. Îäíàêî ïîñêîëü-
êó ïîïóëÿöèÿ ïðîòåàñîì â êëåòêå ãåòåðîãåííà, óâåëè÷å-
íèå àêòèâíîñòè îáùåãî êîëè÷åñòâà î÷èùåííûõ ïðîòåà-
ñîì ñîâñåì íå èñêëþ÷àåò âîçìîæíîñòè ñíèæåíèÿ àêòèâ-
íîñòè êàêîé-ëèáî îòäåëüíîé ïîïóëÿöèè ïðîòåàñîì ïîñëå
âîçäåéñòâèÿ èíäóêòîðà àïîïòîçà. Òàê, íàïðèìåð, ó÷èòû-
âàÿ, ÷òî ïðè âîçäåéñòâèè ÄÐ íà êëåòêè â ÿäðî ïðèâëåêà-
þòñÿ ïðîòåàñîìû èç öèòîïëàçìû, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî èçìåíåíèå àêòèâíîñòè îáóñëîâëåíî íå âëèÿíèåì èí-
äóêòîðà, à èçìåíåíèåì îáùåãî êîëè÷åñòâà î÷èùåííûõ ïðî-
òåàñîì, ñîäåðæàùåãî ðàçëè÷íûå ïðîòåàñîìíûå ñóáïîïóëÿ-
öèè ñ îòëè÷íîé ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ òîò ôàêò, ÷òî ñòàòóñ ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ ïðîòåàñîì ðåãóëèðóåò èõ ôóíêöèîíèðîâàíèå â
êëåòêå, ñ÷èòàåòñÿ îáùåïðèçíàííûì (Bose et al., 1999; Ri-
vett et al., 2001; Fernandez Murray et al., 2002; Iwafune et
al., 2002; Bardag-Gorce et al., 2004; Ìèòòåíáåðã è äð.,
2007). Îïèðàÿñü íà ýòîò ôàêò, ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå
äåôîñôîðèëèðîâàíèÿ ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì íà ôåðìåí-
òàòèâíóþ àêòèâíîñòü èçó÷àåìûõ ÷àñòèö ïðè âîçäåéñòâèè
íà êëåòêè ðàçëè÷íûõ èíäóêòîðîâ àïîïòîçà. È ÷òî èíòå-
ðåñíî, õàðàêòåð èçìåíåíèÿ ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíî-
ñòè ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì èç êëåòîê K562 ïîñëå íåñïåöè-
ôè÷åñêîãî äåôîñôîðèëèðîâàíèÿ ñóáúåäèíèö ÷àñòèö îäè-
íàêîâ äëÿ äâóõ ðàçíûõ èíäóêòîðîâ àïîïòîçà — ÄÝÌ
(Öèìîõà è äð., 2007) è ÄÐ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå âïåðâûå îáíàðóæåíî, ÷òî ïðè
èñïîëüçîâàíèè ðàçëè÷íûõ èíäóêòîðîâ êëåòî÷íîé ãèáåëè
(ÄÝÌ è ÄÐ) ñòàòóñ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ÿäåðíûõ 26S ïðî-
òåàñîì ïî òðåîíèíó è òèðîçèíó èçìåíÿåòñÿ ðàçíûì îáðà-
çîì. Êðîìå òîãî, è ñóáúåäèíè÷íûé ñîñòàâ, è àêòèâíîñòü
ÿäåðíûõ 26S ïðîòåàñîì ïðè âîçäåéñòâèè íà êëåòêè K562
ýòèõ èíäóêòîðîâ àïîïòîçà (ÄÝÌ èëè ÄÐ) ìåíÿþòñÿ ðàç-
ëè÷íûì îáðàçîì. Ñóììèðóÿ âñå ïðåäñòàâëåííûå â äàí-
íîé ðàáîòå ðåçóëüòàòû, ìîæíî ãîâîðèòü î ïåðåïðîãðàì-
ìèðîâàíèè ïîïóëÿöèè ÿäåðíûõ ïðîòåàñîì ïðè èíäóêöèè
àïîïòîçà â êëåòêàõ K562, à òàêæå âûñêàçàòü ïðåäïîëîæå-
íèå îá ó÷àñòèè ñïåöèôè÷åñêèõ âèäîâ ýòèõ ÷àñòèö â ñî-
áûòèÿõ, ïðîèñõîäÿùèõ â ÿäðå ïðè ðåàëèçàöèè ïðîãðàì-
ìû êëåòî÷íîé ãèáåëè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-49606), ôîíäà Ïðåçèäåíòà ÐÔ ïî ïîääåðæêå âåäó-
ùèõ íàó÷íûõ øêîë (ÍØ-5332006.4) Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî
íàó÷íîãî öåíòðà ÐÀÍ (2006, 2007 ãã.) è ñ èñïîëüçîâàíè-
åì îáîðóäîâàíèÿ ÖÊÏ «Ìàòåðèàëîâåäåíèå è äèàãíîñòè-
êà â ïåðåäîâûõ òåõíîëîãèÿõ».
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REPROGRAMMING OF NUCLEAR PROTEASOMES IN K562 CELLS UNDERGOING APOPTOSIS.
II. EFFECT OF ANTICANCER DRUG DOXORUBICIN

A. S. Tsimokha,* A. G. Mittenberg, I. N. Evteeva, V. A. Kulichkova,

I. V. Kojukharova, J. B. Ermolaeva, I. M. Konstantinova

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg,
* e-mail: atsimokha@mail.cytspb.rssi.ru

The induction of apoptosis in K562 cells by doxorubicin (DR) was used as a model to investigate changes
in the subunit composition, phosphorylation state and enzymatic activities of 26S proteasomes in cells undergo-
ing the programmed death. Here we have shown for the first time that proteasomes isolated from the nuclei of
control and induced K562 cells differ in their subunit patterns, as well as in the phosphorylation state of subunits
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on threonine and tyrosine residues. It has been shown for the first time that trypsin- and chymotrypsin-like, and
the endoribonuclease activities of nuclear 26S proteasomes are affected under influence of DR on K562 cells.
Treatment of K562 cells with DR 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 proteasomes population in undergoing apoptosis K562 cells which is manifested by changes in proteaso-
mal composition, phosphorylation state, and enzymatic activities during the programmed cell death.

K e y w o r d s: apoptosis, doxorubicin, nuclear proteasomes, phosphorylation, proteolytic activity, ribonuc-
leases, threonine, tyrosine.
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