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Ýíäîðèáîíóêëåàçíàÿ àêòèâíîñòü ðåêîìáèíàíòíûõ àëüôà-ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì

Ïðîòåàñîìà ÿâëÿåòñÿ ìóëüòèêîìïîíåíòíûì áåëêîâûì êîìïëåêñîì, ñîñòîÿùèì èç ðåãóëÿòîðíîé ÷àñ-
òèöû 19S è êàòàëèòè÷åñêîé ÷àñòèöû 20S. Îñíîâíîé êëåòî÷íîé ôóíêöèåé ïðîòåàñîì ÿâëÿåòñÿ ñïåöèôè÷å-
ñêîå ðàçðóøåíèå ðàçëè÷íûõ áåëêîâ. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ÷àñòèöà 20S ïîìèìî ïðîòåîëèòè÷åñêîé àê-
òèâíîñòè, îñóùåñòâëÿåìîé ñóáúåäèíèöàìè b-òèïà, îáëàäàåò òàêæå ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòüþ, çà
êîòîðóþ îòâå÷àþò äâå ñóáúåäèíèöû b-òèïà (a1 è a5). Â äàííîé ðàáîòå íàìè âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî âñå
èññëåäîâàííûå ðåêîìáèíàíòíûå ñóáúåäèíèöû a-òèïà (a1—a5 è a7) îáëàäàþò ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àê-
òèâíîñòüþ, êîòîðàÿ çàâèñèò îò èñïîëüçóåìîãî ÐÍÊ-ñóáñòðàòà è ïðèñóòñòâèÿ â ðåàêöèîííîé ñìåñè äâóõ-
âàëåíòíûõ êàòèîíîâ. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ýíäîðèáîíóêëåàçíàÿ àêòèâ-
íîñòü ïðîòåàñîì ìîæåò èãðàòü âàæíóþ ðîëü â êëåòî÷íîì ìåòàáîëèçìå ÐÍÊ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìÐÍÊ, ïðîòåàñîìà, ïðîòåàñîìíûå ñóáúåäèíèöû a-òèïà, ýíäîðèáîíóêëåàçíàÿ
àêòèâíîñòü, p53, c-myc.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÎÒ-ÏÖÐ — ìåòîä ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè, ñîïðÿæåííîé ñ îá-
ðàòíîé òðàíñêðèïöèåé, ÝÄÒÀ — ýòèëåíäèàìèíòåòðàóêñóñíàÿ êèñëîòà, ÐÍÊàçíàÿ àêòèâíîñòü — ýíäîðè-
áîíóêëåàçíàÿ àêòèâíîñòü, GST — ãëóòàòèîí-S-òðàíñôåðàçà.

Ïðîòåàñîìû, ÿâëÿþùèåñÿ ÀÒÔ-çàâèñèìûìè ïðîòåà-
çàìè, âñòðå÷àþòñÿ êàê â öèòîïëàçìå, òàê è â ÿäðå êëåòîê
áîëüøèíñòâà îðãàíèçìîâ. Ïîä ñëîâîì «ïðîòåàñîìà»
îáû÷íî ïîäðàçóìåâàåòñÿ 26S ïðîòåàñîìà, ñîñòîÿùàÿ èç
êîðîâîé ÷àñòèöû 20S è äâóõ àññîöèèðîâàííûõ ñ íåé ðåãó-
ëÿòîðíûõ êîìïëåêñîâ 19S. Îñíîâíîé ôóíêöèåé ïðîòåàñîì
ÿâëÿåòñÿ äåãðàäàöèÿ áåëêîâ â êëåòêå ïî óáèêâèòèíçàâèñè-
ìîìó ìåõàíèçìó. Êîðîâàÿ ÷àñòèöà ñîñòîèò èç ÷åòûðåõ ãåï-
òàìåðíûõ êîëåö, êàæäîå èç êîòîðûõ îáðàçîâàíî ñóáúåäè-
íèöàìè îäíîãî èç äâóõ òèïîâ — a è b. Ïðîòåîëèòè÷åñêèå
öåíòðû ïðîòåàñîìû ðàñïîëîæåíû íà òðåõ ñóáúåäèíèöàõ
b-òèïà — b1, b2 è b5. Ñóáúåäèíèöû a-òèïà îáåñïå÷èâàþò
äîñòóï ñóáñòðàòà â ïðîòåîëèòè÷åñêóþ êàìåðó ïðîòåàñîìû,
à òàêæå ïðèñîåäèíåíèå ðåãóëÿòîðíûõ êîìïëåêñîâ.

Â 1987 ã. ïîìèìî ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè âïåð-
âûå áûëî îáíàðóæåíî íàëè÷èå ó 20S ïðîòåàñîìû ýíäîðè-
áîíóêëåàçíîé (ÐÍÊàçíîé) àêòèâíîñòè ïî îòíîøåíèþ ê
ÐÍÊ âèðóñà òàáà÷íîé ìîçàèêè (Akhayat et al., 1987). Äàëü-
íåéøèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî è 26S-ïðîòåàñîìû
òàêæå îáëàäàþò ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòüþ (Åâòååâà è äð.,
2000, 2003; Ìèòòåíáåðã è äð., 2002), ïðè÷åì ñóáñòðàòîì
äëÿ 26S-ïðîòåàñîìû ìîãóò âûñòóïàòü êàê ðèáîñîìíûå,
òàê è èíôîðìàöèîííûå ÐÍÊ (Åâòååâà è äð., 2000; Ìèòòåí-
áåðã è äð., 2002, 2007; Òîêòàðîâà è äð., 2004).

Ýêñïåðèìåíòàëüíî ïîêàçàíî, ÷òî ÐÍÊàçíàÿ àêòèâ-
íîñòü ïðîòåàñîì çàâèñèò îò ïðèñóòñòâèÿ â ðåàêöèîííîé
ñìåñè äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ ìàãíèÿ è (èëè) êàëüöèÿ
(Ìèòòåíáåðã è äð., 2002) è ñòàòóñà ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
ïðîòåàñîì (Ìèòòåíáåðã è äð., 2002; Åâòååâà è äð., 2003).
Äàííàÿ àêòèâíîñòü ïðîòåàñîì òàêæå çàâèñèò îò ôèçèîëî-

ãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòêè (Ìèòòåíáåðã è äð., 2007; Tsi-
mokha et al., 2007).

Èììóíîõèìè÷åñêèìè ìåòîäàìè ïîêàçàíî, ÷òî ñïî-
ñîáíîñòüþ ê ðàñùåïëåíèþ ÐÍÊ îáëàäàþò äâå ïðîòåàñîì-
íûå ñóáúåäèíèöû a-òèïà — a5 (çåòà) è a1 (éîòà) (Petit et
al., 1997). Îäíàêî íàëè÷èå òàêîâîé ó äðóãèõ ïðîòåàñîì-
íûõ ñóáúåäèíèö â ëèòåðàòóðå íå îïèñàíî. Ïîýòîìó çàäà-
÷åé äàííîé ðàáîòû ÿâèëñÿ àíàëèç ñóáúåäèíèö a-òèïà íà
ñïîñîáíîñòü ãèäðîëèçîâàòü èíôîðìàöèîííûå ÐÍÊ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë î í è ð î â à í è å Ä Í Ê. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êÄÍÊ
ïðîòåàñîìíûõ ñóáúåäèíèö a-òèïà (a1—a5 è a7) áûëè
ïîëó÷åíû ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ èç òîòàëüíîé ìÐÍÊ êëåòîê
÷åëîâåêà ëèíèè K562 ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷åñêèõ
ïðàéìåðîâ:

a1 5R-ATGCGGATCCGCATGTCCCGTGGTTCCAGCGCC-3R/

5R-CGGAGGATCCGTTAGTCTCTCTCTGCTAGAGCAAC-3R,

a2 5R-ATGCGGATCCGCATGGCGGAGCGCGGGTAC-3R/

5R-CGGAGGATCCGTTATGCTATGGCAGCAA-3R,

a3 5R-ATGCGGATCCGCATGTCTCGAAGATATGAC-3R/

5R-CGGAGGATCCGCTATTTATCCTTTTCTTT-3R,

a4 5R-ATGCGGATCCGCATGAGCTACGACCGCGCC-3R/

5R-CGGAGGATCCGTCATGATGCTTTCTTTTGTTT-3R,

a5 5R-ATGCAGATCTGCATGTTTCTTACCCGG-3R/

5R-TGCCAGATCTGAATGTCCTTGATAACCTCT-3R,
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a7 5R-ATGCGGATCCGCATGAGCTCAATCGGC-3R/

5R-CGGAGGATCCGTTACATATTATCATC-3R.

Ïîëó÷åííûå ïðîäóêòû ÏÖÐ áûëè êëîíèðîâàíû â ýêñï-
ðåññèîííûé âåêòîð pGEX-5X-3, ëèíåàðèçîâàííûé Bam-
HI, äëÿ ïîñëåäóþùåé ýêñïðåññèè õèìåðíûõ áåëêîâ. Î÷è-
ñòêó áåëêà ïðîâîäèëè ìåòîäîì àôôèííîé õðîìàòîãðà-
ôèè íà ãëóòàòèîí-ñåôàðîçå (GEHealth Care, ÑØÀ).

Ò ð à í ñ ê ð è ï ö è ÿ i n v i t r o. Òðàíñêðèïöèþ 3R-íå-
òðàíñëèðóåìîé îáëàñòè ìÐÍÊ c-myc ïðîâîäèëè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì [a-32Ð] ÖÒÔ è ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû ôàãà SP6, ìÐÍÊ
ð53 ñèíòåçèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè [a-32Ð] ÖÒÔ è Ò3
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû.

È í ê ó á à ö è þ Ð Í Ê ñ õèìåðíûìè áåëêàìè ïðîâîäè-
ëè â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 20 ìÌ HEPES, pH 7.6, è 1 ìÌ
ÀÒÔ, â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 °Ñ. Ñîîòíîøåíèå ìåæäó
áåëêîì è ÐÍÊ ñîñòàâëÿëî 1 : 1.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç Ð Í Ê-ãèäðî-
ëèçàòîâ ïðîâîäèëè â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ â
5%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå, ñîäåðæàùåì 7 Ì ìî÷å-
âèíó, â Òðèñ-áîðàòíîì áóôåðå (90 ìÌ Òðèñ-áîðàò è 2 ìÌ
ÝÄÒÀ, ðÍ 8.3).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äâå ñóáúåäèíèöû a-òèïà
(a1 è a5), âûäåëåííûå èç êóëüòóðû êëåòîê, îáëàäàþò
ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòüþ (Petit et al., 1997). Îäíàêî íàëè÷èå
òàêîâîé ó äðóãèõ ïðîòåàñîìíûõ ñóáúåäèíèö â ëèòåðàòóðå
íå îïèñàíî. Áîëåå òîãî, â îïèñûâàåìîé ðàáîòå èñïîëüçóå-
ìûå ìåòîäû âûäåëåíèÿ èíäèâèäóàëüíûõ ñóáúåäèíèö
20S êîìïëåêñà (ýêñòðàêöèÿ è ïîñëåäóþùàÿ ðåíàòóðàöèÿ
áåëêîâ èç ïîëèàêðèëàìèäíîãî ãåëÿ) çàêëþ÷àëè â ñåáå âîç-
ìîæíîñòè êîíòàìèíàöèè ïðåïàðàòà äðóãèìè ñóáúåäèíèöà-
ìè ïðîòåàñîì, à òàêæå íåïîëíîãî âîññòàíîâëåíèÿ íàòèâ-
íîé ñòðóêòóðû áåëêà. Ïîýòîìó â äàííîé ðàáîòå ìû èñïîëü-
çîâàëè ìåòîäèêó ïîëó÷åíèÿ èíäèâèäóàëüíûõ ñóáúåäèíèö
a-òèïà â ãåòåðîëîãè÷åñêîé ýêñïðåññèîííîé ñèñòåìå Å. coli,
êîòîðàÿ èñêëþ÷àëà ïðèñóòñòâèå äðóãèõ ïðîòåàñîìíûõ
ñóáúåäèíèö è îáåñïå÷èâàëà íàòèâíîñòü ïîëó÷àåìûõ ïðåïà-
ðàòîâ. Èñïîëüçîâàíèå àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà îñíîâå
âçàèìîäåéñòâèÿ ãëóòàòèîí-ñåôàðîçû ñ ðåêîìáèíàíòíûìè
õèìåðíûìè áåëêàìè, ñîäåðæàùèìè ôðàãìåíò ãëóòàòè-
îí-S-òðàíñôåðàçû (GST), ïîçâîëèëî ñóùåñòâåííî ïîâû-
ñèòü ñòåïåíü ÷èñòîòû èññëåäóåìûõ ñóáúåäèíèö.

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòè î÷èùåííûõ
ñóáúåäèíèö â êà÷åñòâå ñóáñòðàòîâ èñïîëüçîâàëè òðàíñ-
êðèáèðîâàííûå in vitro ìÐÍÊ p53 è 3R-íåòðàíñëèðóåìóþ
îáëàñòü ìÐÍÊ c-myc.

×òîáû èñêëþ÷èòü âîçìîæíûé ýôôåêò áåëêà GST íà
ÐÍÊàçíóþ àêòèâíîñòü èññëåäóåìûõ õèìåðíûõ áåëêîâ, â
êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ôðàãìåíò GST, âûäåëåí-
íûé â òåõ æå óñëîâèÿõ.

Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèé àíàëèç ïðîäóêòîâ ãèäðîëèçà
3’-íåòðàíñëèðóåìîé îáëàñòè ìÐÍÊ c-myc (ðèñ. 1) ñâèäå-
òåëüñòâóåò î òîì, ÷òî âñå èññëåäóåìûå ðåêîìáèíàíòíûå
áåëêè ñïîñîáíû ãèäðîëèçîâàòü äàííûé ÐÍÊ-ñóáñòðàò, â
òî âðåìÿ êàê ìÐÍÊ p53 ïîäâåðãàëàñü ýíäîíóêëåîëèçó âñå-
ìè èññëåäóåìûìè ñóáúåäèíèöàìè, çà èñêëþ÷åíèåì a3
(ðèñ. 2, áëîê a3-GST). Ïðè ýòîì ÐÍÊàçíàÿ àêòèâíîñòü íà
îáîèõ ñóáñòðàòàõ ñïåöèôè÷åñêè çàâèñåëà îò ïðèñóòñòâèÿ
â ðåàêöèîííîé ñðåäå èîíîâ Ca2+ èëè Mg2+. Òàêæå íåîáõî-
äèìî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ñàì ïî ñåáå áåëîê GST íå ïðîÿâ-
ëÿë ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòè (ðèñ. 1, 2, áëîê GST).

Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî â ñëó÷àå ñóáñòðàòà 3’-íåòðàíñëè-
ðóåìîé îáëàñòè ìÐÍÊ c-myc òîëüêî ðåêîìáèíàíòíûå áåë-
êè a1 è a5 ïðîÿâëÿëè ÐÍÊàçíóþ àêòèâíîñòü â îòñóòñòâèå
äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ (ðèñ. 1, äîðîæêà 1). Îñòàëüíûå
èññëåäóåìûå ñóáúåäèíèöû áûëè íåàêòèâíû â îòñóòñòâèå
èîíîâ Ca2+ èëè Mg2+ (ðèñ. 1, äîðîæêè 2, 3). È åñëè èîíû
Mg2+ âî âñåõ ñëó÷àÿõ àêòèâèðîâàëè ÐÍÊàçíóþ àêòèâíîñòü
(ðèñ. 1, äîðîæêà 2), òî âëèÿíèå èîíîâ Ca2+ çàâèñåëî îò
êîíêðåòíîé ñóáúåäèíèöû (ðèñ. 1, äîðîæêà 3). Òàêèì îá-
ðàçîì, ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî âñå èññëåäóåìûå
íàìè ðåêîìáèíàíòíûå ñóáúåäèíèöû ñïîñîáíû ãèäðîëè-
çîâàòü 3R-íåòðàíñëèðóåìóþ îáëàñòü ìÐÍÊ c-myc, íî èõ
àêòèâíîñòü ñïåöèôè÷åñêè çàâèñåëà îò äâóõâàëåíòíûõ êà-
òèîíîâ.

Ïðè èñïîëüçîâàíèè ìÐÍÊ p53 â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà
íè îäèí èç ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ íå ïðîÿâëÿë ÐÍÊàç-
íîé àêòèâíîñòè â îòñóòñòâèå äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ
(ðèñ. 2, äîðîæêà 1). Êàê è â ñëó÷àå ñóáñòðàòà 3R-íåòðàíñ-
ëèðóåìîé îáëàñòè ìÐÍÊ c-myc, èîíû Mg2+ îáëàäàëè ñòè-
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Ðèñ. 1. Ðàäèîàâòîãðàô ýëåêòðîôîðåãðàììû òðàíñêðèáèðîâàí-
íîé in vitro 3�-íåòðàíñëèðóåìîé îáëàñòè ìÐÍÊ c-myc, îáðàáî-
òàííîé ðåêîìáèíàíòíûìè áåëêàìè á1-GST, á2-GST, á3-GST,

á4-GST, á5-GST, á7-GST è GST.

K — èíòàêòíàÿ ÐÍÊ, 1 — ÐÍÊ, îáðàáîòàííàÿ ðåêîìáèíàíòíûìè áåëêàìè
â îòñóòñòâèå äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ, 2 — ÐÍÊ, îáðàáîòàííàÿ ðåêîìáè-
íàíòíûìè áåëêàìè â ïðèñóòñòâèè 10 ìÌ MgCl2, 3 — ÐÍÊ, îáðàáîòàííàÿ

ðåêîìáèíàíòíûìè áåëêàìè â ïðèñóòñòâèè 10 ìÌ CaCl2.



ìóëèðóþùèì ýôôåêòîì (ðèñ. 2, äîðîæêà 2), âëèÿíèå æå
èîíîâ Ca2+ íà ÐÍÊàçíóþ àêòèâíîñòü ðåêîìáèíàíòíûõ
ñóáúåäèíèö áûëî èçáèðàòåëüíûì (ðèñ. 2, äîðîæêà 3).
Ïðè ýòîì ñóáúåäèíèöà a3 íå ãèäðîëèçîâàëà ÐÍÊ äàæå â
ïðèñóòñòâèè äâóõâàëåíòíûõ èîíîâ (ðèñ. 2, áëîê a3-GST).

Ðåçóëüòàòû íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ ïîêàçûâàþò, ÷òî
âñå àôôèííî-î÷èùåííûå èç E. coli ñóáúåäèíèöû a-òèïà,
ñëèòûå ñ ôðàãìåíòîì GST áåëêà, îáëàäàëè ÐÍÊàçíîé àê-
òèâíîñòüþ. Âàæíî îòìåòèòü òîò ôàêò, ÷òî àêòèâíîñòü îò-
äåëüíûõ ñóáúåäèíèö çàâèñåëà îò èñïîëüçóåìîãî ñóáñòðà-
òà è ïðèñóòñòâèÿ â ðåàêöèîííîé ñìåñè äâóõâàëåíòíûõ êà-
òèîíîâ.

Êàêîé ôèçèîëîãè÷åñêèé ñìûñë ÐÍÊàçíîé àêòèâíî-
ñòè, àññîöèèðîâàííîé ñ ïðîòåàñîìíûìè ñóáúåäèíèöàìè
a-òèïà? Ñîãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàííûì, ïðîòåàñîìû
ó÷àñòâóþò âî ìíîæåñòâå áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, âêëþ-
÷àÿ ðåãóëÿöèþ òðàíñêðèïöèè (Mittenberg et al., 2008; Ìî-
èñååâà è äð., 2010). Ïîýòîìó ëîãè÷íî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
ó÷àñòâóÿ â ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè ïðîòåàñîìû ïîìèìî

ïðîòåîëèòè÷åñêèõ àêòèâíîñòåé, ïðîÿâëÿþò è ÐÍÊàçíóþ
àêòèâíîñòü.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò ¹ 10-04-01234 è ¹ 08-04-00834) è ïðîãðàììû ÌÊÁ.
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Ðèñ. 2. Ðàäèîàâòîãðàô ýëåêòðîôîðåãðàììû òðàíñêðèáèðîâàí-
íîé in vitro ìÐÍÊ p53, îáðàáîòàííîé ðåêîìáèíàíòíûìè áåëêà-
ìè á1-GST, á2-GST, á3-GST, á4-GST, á5-GST, á7-GST è GST.
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26S proteasome is a multi-subunit protein complex that consists of the regulatory 19S and the catalytic 20S
subcomplexes. The major cellular function of the proteasome is protein degradation. It has been found recently
that the 20S particle, besides its proteolytic activity, also possesses endoribonuclease activity. The latter is medi-
ated by two a-type subunits (a1 and a5). In this report we have analyzed the remaining a-type subunits for their
ability to hydrolyze RNA. We found that all of the recombinant subunits tested exhibited endoribonuclease acti-
vity which depended on the origin of RNA and the presence of bivalent ions in the reaction. These results indi-
cate that the endoribonuclease activity of proteasomes may play an important role in cellular metabolism of
RNA.

K e y w o r d s: c-myc, endoribonuclease activity, mRNA, proteasomal a-type subunits, proteasome, p53.
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