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Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç âíå- è âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì êëåòîê ÷åëîâåêà

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïåïòèäàçíûõ àêòèâíîñòåé âíå- è âíóòðèêëåòî÷-
íûõ ïðîòåàñîì êëåòîê K562. Ïîêàçàíî, ÷òî ýêñòðàêëåòî÷íûå ïðîòåàñîìû àêòèâíåå ïî òèïó õèìîòðèïñè-
íà, à âíóòðèêëåòî÷íûå — ïî òèïó òðèïñèíà. Âûÿâëåíû ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìîäèôèêàöèè (ÏÒÌ) ñóáúå-
äèíèö 20S-ïðîòåàñîìû ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà. Íàáëþäàåòñÿ ðàçíèöà â ñïåêòðå ÏÒÌ àññîöèèðîâàí-
íûõ ñ ôåðìåíòàòèâíûìè àêòèâíîñòÿìè ñóáúåäèíèö ó âíå- è âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì (b2, b5 è a5).
Áîãàòûì ðàçíîîáðàçèåì ÏÒÌ ïðåäñòàâëåíû ñóáúåäèíèöû ïðîòåàñîì a2, a4, a7 è b7. Ñðàâíåíèå ñòåïåíè
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ýêñêðåòèðóåìûõ è êëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì ïîêàçàëî ñíèæåíèå óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ ïðîòåàñîì ïðè âûõîäå èõ èç êëåòîê, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü ó÷àñòèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ è äå-
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ â ðåãóëÿöèè ýêñêðåöèè ïðîòåàñîì èç êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïåïòèäàçíûå àêòèâíîñòè, ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìîäèôèêàöèè, ñåðèí, òèðîçèí,
òðåîíèí, ôîñôîðèëèðîâàíèå, ýêñòðàêëåòî÷íûå ïðîòåàñîìû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÀÀÃ — ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü, ÏÒÌ — ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìî-
äèôèêàöèè.

Óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíàÿ ñèñòåìà îñóùåñòâëÿåò ïðî-
ãðàììèðîâàííûé ïðîòåîëèç è ïðîöåññèíã ðàçëè÷íûõ ðå-
ãóëÿòîðíûõ áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ âî ìíîæåñòâå êëå-
òî÷íûõ ïðîöåññîâ, âêëþ÷àÿ ðåãóëÿöèþ òðàíñêðèïöèè, ðå-
ïàðàöèþ ÄÍÊ, ïðîäâèæåíèå êëåòêè ïî êëåòî÷íîìó
öèêëó, èììóííûé îòâåò è àïîïòîç (Konstantinova et al.,
2008; Ìîèñååâà è äð., 2010à; Öèìîõà, 2010). Ïðîòåîëèòè-
÷åñêèì «ÿäðîì» ýòîé ñèñòåìû ÿâëÿåòñÿ áåëêîâûé êîìï-
ëåêñ — 26S-ïðîòåàñîìà, ÷àñòî íàçûâàåìûé ïðîñòî ïðîòå-
àñîìà.

Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, ïðîòåàñîìû
â êëåòêå âåçäåñóùè: íàõîäÿòñÿ â ÿäðå è â öèòîïëàçìå.
Â ïîñëåäíåå âðåìÿ â ëèòåðàòóðå ïîÿâèëèñü äàííûå î ïðè-
ñóòñòâèè ïðîòåàñîì âî âíåêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå (La-
vabre-Bertrand et al., 2001; Stoebner et al., 2005; Sixt et al.,
2007, 2009; Sixt, Dahlmann, 2008; Albright et al., 2009; Hen-
ry et al., 2009; Sixt, Peters, 2010). Ìåòîäîì ýëåêòðîííîé
ìèêðîñêîïèè ïîêàçàíî, ÷òî âíåêëåòî÷íûå ïðîòåàñîìû
èìåþò àíàëîãè÷íóþ êëåòî÷íûì ÷àñòèöàì ñòðóêòóðó (Zoe-
ger et al., 2006). Áèîëîãè÷åñêèå ôóíêöèè âíåêëåòî÷íûõ
ïðîòåàñîì íåÿñíû, îäíàêî áûëè âûÿâëåíû ðàçëè÷èÿ â êî-
ëè÷åñòâå ýêñïîðòèðóåìûõ èç êëåòîê â ïëàçìó ïðîòåàñîì
ïðè îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê (Lavabre-Bertrand
et al., 2001; Stoebner et al., 2005; Henry et al., 2009). Êðîìå
òîãî, òàêæå íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè ïðî-
òåàñîì âî âíåêëåòî÷íîì àëüâåîëÿðíîì ïðîñòðàíñòâå ïðè
äûõàòåëüíîé íåäîñòàòî÷íîñòè è âî âðåìÿ âîñïàëèòåëü-
íûõ ïðîöåññîâ â ëåãêèõ (Sixt et al., 2007, 2009; Albright et
al., 2009). Àâòîðû ïðåäïîëàãàþò, ÷òî íàêîïëåíèå ýêñòðàê-
ëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì ñâÿçàíî ïðåæäå âñåãî ñ íåîáõîäèìî-

ñòüþ «ðàñ÷èñòêè òåððèòîðèè» — èçáàâëåíèå îò
íàêàïëèâàþùèõñÿ âî âíåêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå áåëêîâ
è àêòèâàöèÿ ñåêðåòèðóåìûõ êëåòêîé áåëêîâ-ïðåäøåñòâåí-
íèêîâ, à òàêæå ïðîöåññèíã àíòèãåíîâ.

Îäíàêî â ðàññìîòðåííûõ âûøå èññëåäîâàíèÿõ ñäåëà-
íà îöåíêà ëèøü êîëè÷åñòâà è óäåëüíîé ïðîòåîëèòè÷åñêîé
àêòèâíîñòè âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì. Àíàëèçà ñàìèõ ýê-
ñòðàêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì íè ïî ïðèñóùèì èì ôåðìåíòà-
òèâíûì àêòèâíîñòÿì, íè ïî ïðèñóòñòâèþ ñïåöèôè÷åñêèõ
ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé (ÏÒÌ) ñäåëàíî íå
áûëî. Íåäàâíî ìû èññëåäîâàëè ïåïòèäàçíûå è ýíäîðèáî-
íóêëåàçíóþ àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì, ýêñêðåòèðóåìûõ êëåò-
êàìè ëèíèè À431 (Êóëè÷êîâà è äð., 2004). Îêàçàëîñü, ÷òî
âûäåëÿåìûå â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ïðîòåàñîìû îòëè÷à-
þòñÿ îò öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ÷àñòèö íå òîëüêî ïî óäåëü-
íîé ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòè, íî è ïî åå çàâèñè-
ìîñòè îò äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ. Îïèðàÿñü íà äàííûå
ïî ïåïòèäàçíûì àêòèâíîñòÿì ïðîòåàñîì, ìû ñäåëàëè âû-
âîä î âîçìîæíîé ðåãóëÿöèè ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíî-
ñòè óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíîé ñèñòåìû â êëåòêå çà ñ÷åò èç-
áèðàòåëüíîãî âûäåëåíèÿ èç êëåòêè ñïåöèôè÷åñêîé ñóáïî-
ïóëÿöèè ïðîòåàñîì.

Ïîäâîäÿ èòîãè, ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ïðè-
÷èíû ýêñêðåöèè ïðîòåàñîì êëåòêàìè íåèçâåñòíû è ÷òî ñó-
ùåñòâóþò ëèøü ãèïîòåçû, êîòîðûå ïûòàþòñÿ äàòü îáúÿñ-
íåíèå ýòîìó ÿâëåíèþ. Ïîýòîìó ëþáûå èññëåäîâàíèÿ âíå-
êëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì ÿâëÿþòñÿ êðàéíå àêòóàëüíûìè.
Â äàííîé ðàáîòå ìû ïîñòàâèëè ïåðåä ñîáîé çàäà÷ó ñðàâ-
íèòü öèòîïëàçìàòè÷åñêèå è âíåêëåòî÷íûå ïðîòåàñîìû ïî
ïðèñóòñòâèþ ó ïðîòåàñîìíûõ ñóáúåäèíèö ÏÒÌ.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

K ë å ò ê è ïðîýðèòðîëåéêåìèè ÷åëîâåêà ëèíèè K562,
ïîëó÷åííûå èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð
(Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ), êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â
ñðåäå RPMI 1640, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé òå-
ëÿ÷üåé ñûâîðîòêè, â ïðèñóòñòâèè 0.004 % ãåíòàìèöèíà.

Ï ð î ò å à ñ î ì û â û ä å ë ÿ ë è èç öèòîïëàçìû è
êîíäèöèîíèðîâàííîé êëåòêàìè ðîñòîâîé ñðåäû ñ ïîìî-
ùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèè ñàõà-
ðîçû (15—30 %) è èîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè íà öåë-
ëþëîçå DE-52 (Hough et al., 1987).

Â å ñ ò å ð í - á ë î ò è í ã áåëêîâ ïðîòåàñîì ñ ïðèìåíå-
íèåì âòîðè÷íûõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ïåðîêñèäà-
çîé õðåíà, âûïîëíÿëè, ñëåäóÿ ðåêîìåíäàöèÿì ôèðìû
(Sigma, ÑØÀ). Ïåðîêñèäàçó âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ êèòà
SuperSignal (Pierce, ÑØÀ). Ïðîòåàñîìû ôðàêöèîíèðîâàëè
íà áåëêîâûå ñóáúåäèíèöû ìåòîäîì äâóìåðíîãî ýëåêòðî-
ôîðåçà áåëêîâ, êîòîðûé ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêî-
ìåíäàöèÿìè ôèðìû-èçãîòîâèòåëÿ (GE Healthcare, ÑØÀ).
Â ïåðâîì íàïðàâëåíèè ÏÀÀÃ ñîäåðæàë àìôîëèíû
pH 3—10. Âî âòîðîì íàïðàâëåíèè (ïîñëå èçîôîêóñèðîâà-
íèÿ) ïðîòåàñîìû ôðàêöèîíèðîâàëè íà áåëêîâûå ñóáúåäè-
íèöû â äåíàòóðèðóþùåì 12%-íîì ÏÀÀÃ (Laemmli,
1970). Ïîëó÷åííûå ôðàêöèè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ïåðåíî-
ñèëè íà íèòðîöåëëþëîçíûå ôèëüòðû (Hybond C extra, GE
Healthcare) â áóôåðå, ñîäåðæàùèì 25 ìM Òðèñ-HCl,
190 ìM ãëèöèíà, 0.05 % äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ è 20 %
ìåòàíîëà, pH 7.3. Ìåìáðàíó îòìûâàëè 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 ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà èëè îáåç-
æèðåííîãî ìîëîêà â ýòîì æå áóôåðå. Èçáûòîê áëîêè-
ðóþùåãî àãåíòà îòìûâàëè áóôåðîì TPBS è ìåìáðàíó èí-
êóáèðîâàëè ñ ïîëèêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ ôîñ-
ôîòðåîíèíà (Cell Signaling, ÑØÀ), ñ ìîíîêëîíàëüíûìè
àíòèòåëàìè ïðîòèâ ôîñôîòèðîçèíà (Cell Signaling, ÑØÀ)
è ôîñôîñåðèíà (Sigma, ÑØÀ) èëè ñî ñïåöèôè÷åñêèìè àí-
òèòåëàìè ïðîòèâ ñóáúåäèíèö 20S-ïðîòåàñîìû (Biomol In-
ternational LP, Àíãëèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Äëÿ àíàëèçà ñòåïåíè î÷èñòêè áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ
ïðåïàðàòû 26S-ïðîòåàñîì, âûäåëåííûõ èç öèòîïëàçìû
êëåòîê K562 è êîíäèöèîíèðîâàííîé êëåòêàìè ñðåäû,
ôðàêöèîíèðîâàëè ïðè ïîìîùè ìåòîäà îäíîìåðíîãî ýëåê-
òðîôîðåçà áåëêîâ. Êàðòèíà ðàñïðåäåëåíèÿ áåëêîâ, ïðåä-
ñòàâëåííàÿ íà ðèñ. 1, à, ñîîòâåòñòâóåò îáùåïðèíÿòîé êàð-
òèíå ðàñïðåäåëåíèÿ ïðîòåàñîìíûõ áåëêîâ â ñèñòåìå îä-
íîìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà (Leggett et al., 2005). Îäíàêî
ïðåïàðàòû âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì îáîãàùåíû ñûâîðî-
òî÷íûìè áåëêàìè, ÷òî òðåáóåò ñîîòâåòñòâóþùåé êîððåê-
öèè ïðè âûðàâíèâàíèè êîíöåíòðàöèè áåëêà ìåæäó ïðîáà-
ìè öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ è ýêñòðàêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì
äëÿ äâóìåðíîãî ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ
â èññëåäîâàíèè ÏÒÌ ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì, à òàêæå äëÿ
èçìåðåíèÿ ïåïòèäàçíûõ àêòèâíîñòåé ïðîòåàñîì. Ìû ðàñ-
ñ÷èòàëè êîýôôèöèåíò ïîïðàâêè äëÿ ïåðåðàñ÷åòà êîíöåíò-
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Ðèñ. 1. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå ñóáúåäèíèö 26S-ïðîòåàñîì, âûäåëåííûõ èç êîíäèöèîíèðîâàííîé êëåòêàìè K562 ñðåäû
(äîðîæêè 1, 3, 5, 7) è öèòîïëàçìû (äîðîæêè 2, 4, 6, 8) êëåòîê K562. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ñóáúåäèíèö ýòèõ ïðîòåàñîì, ôîñôîðè-

ëèðîâàííûõ ïî òðåîíèíó, ñåðèíó è òèðîçèíó.

à — îêðàñêà ãåëÿ Êóìàññè G-250; á — èììóíîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå ôîñôîðèëèðîâàííûõ ïî òðåîíèíó, ñåðèíó è òèðîçèíó ñóáúåäèíèö â ñîñòàâå î÷è-
ùåííûõ âíåêëåòî÷íûõ è öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ 26S-ïðîòåàñîì. Ì — ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ (MBI Fermentas).



ðàöèè âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì, ðàâíûé 1.6, èñïîëüçóÿ
ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå TotalLab v2.01 (TotalLab Limi-
ted, Âåëèêîáðèòàíèÿ).

Àêòèâíîñòü ïðîòåàñîì îïðåäåëÿëè ïî ãèäðîëèçó ôëó-
îðîãåííûõ îëèãîïåïòèäîâ, ñïåöèôè÷íûõ äëÿ ïðîòåîëèòè-
÷åñêèõ öåíòðîâ ïðîòåàñîì (òðèïñèí-, õèìîòðèïñèí- è êàñ-
ïàçà-ïîäîáíûõ). Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíà äèàãðàììà ñðàâ-
íåíèÿ àêòèâíîñòåé öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ è âíåêëåòî÷íûõ
ïðîòåàñîì. Èíòåðåñåí òîò ôàêò, ÷òî âíåêëåòî÷íûå ïðîòåà-
ñîìû îòëè÷àëèñü îò âíóòðèêëåòî÷íûõ ïî õèìîòðèïñèí- è
òðèïñèí-ïîäîáíûì àêòèâíîñòÿì, ïðè÷åì ýêñòðàêëåòî÷-
íûå ïðîòåàñîìû àêòèâíåå ïî òèïó õèìîòðèïñèíà, à âíóò-
ðèêëåòî÷íûå — ïî òèïó òðèïñèíà.

Èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì â êëåòêå ïðèíÿòî
ñâÿçûâàòü ïðåæäå âñåãî ñ ðàçëè÷íûìè ÏÒÌ ïðîòåàñîì-
íûõ áåëêîâ (Wang et al., 2007; Ìîèñååâà è äð., 2010à). Ìû
ôðàêöèîíèðîâàëè ïðåïàðàòû î÷èùåííûõ ïðîòåàñîì ïðè
ïîìîùè ìåòîäà äâóìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà, ïîñëå ÷åãî
âûÿâèëè ÏÒÌ ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà ñî ñïåöèôè÷å-
ñêèìè àíòèòåëàìè ê áåëêàì 20S-ïðîòåàñîìû (ðèñ. 3). Ñëå-
äóåò íàïîìíèòü, ÷òî ïîÿâëåíèå ðàçëè÷íûõ èçîôîðì áåë-
êîâ îïðåäåëÿåòñÿ íå òîëüêî íàëè÷èåì ÏÒÌ, íî òàêæå
òðàíñêðèïöèåé èçîôîðì ãåíîâ èëè àëüòåðíàòèâíûì
ñïëàéñèíãîì. Îäíàêî â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû äëÿ óäîáñò-
âà áóäåì èñïîëüçîâàòü ëèøü òåðìèí ÏÒÌ, àíàëèçèðóÿ
äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 3.

Ïåïòèäàçíûå àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì àññîöèèðîâàíû ñ
òðåìÿ ñóáúåäèíèöàìè b-òèïà: òðèïñèí-ïîäîáíàÿ îñóùå-
ñòâëÿåòñÿ ñóáúåäèíèöåé b2, õèìîòðèïñèí-ïîäîáíàÿ —
b5, êàñïàçà-ïîäîáíàÿ — b1. Êàê âèäíî íà ðèñ. 3, à, ñóáúå-
äèíèöà b2 öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ïðîòåàñîì ïðåäñòàâëåíà
áîëüøèì ðàçíîîáðàçèåì èçîôîðì, â òî âðåìÿ êàê ýòà
ñóáúåäèíèöà ó âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì èìååò ëèøü îäíó
ôîðìó. Òàêæå ìîæíî çàìåòèòü, ÷òî ñóáúåäèíèöà b5 öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêèõ è âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì èìååò äâå
ôîðìû, îäíàêî ìû íàáëþäàåì íåêîòîðîå ïåðåðàñïðåäåëå-
íèå ìåæäó êîëè÷åñòâîì ïðåäñòàâëåííûõ èçîôîðì ñóáúå-
äèíèöû. Ñóáúåäèíèöà b1 è ó êëåòî÷íûõ, è ó âíåêëåòî÷-
íûõ ïðîòåàñîì îêðàøåíà íà èììóíîãðàììå îäíèì «ïÿò-
íîì», ÷òî ñîîòâåòñòâóåò îäèíàêîâîé àêòèâíîñòè ïî òèïó

êàñïàçû ó ýòèõ ïîïóëÿöèé ïðîòåàñîì (ðèñ. 2). Ñóáúåäèíè-
öû b3 è b7 òàêæå ïðåäñòàâëåíû ðàçëè÷íûì ñïåêòðîì
ÏÒÌ ó âíå- è âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì, îäíàêî ìû çà-
òðóäíÿåìñÿ îõàðàêòåðèçîâàòü ôóíêöèîíàëüíîå çíà÷åíèå
äàííûõ ÏÒÌ ýòèõ ñóáúåäèíèö.

Ñëåäóåò îòìåòèòü òîò ôàêò, ÷òî àêòèâíîñòü ïðîòåàñîì
â êëåòêå îïðåäåëÿåòñÿ íå òîëüêî àêòèâíûìè öåíòðàìè íà
b-ñóáúåäèíèöàõ, íî è ñóáúåäèíèöàìè a-òèïà, êîòîðûå
ôîðìèðóþò «âõîäíîå îòâåðñòèå» â ïðîòåîëèòè÷åñêóþ êà-
ìåðó 20S-ïðîòåàñîìû è îáåñïå÷èâàþò âçàèìîäåéñòâèå
20S-ïðîòåàñîìû ñ ðåãóëÿòîðíûìè êîìïëåêñàìè. Êðîìå
òîãî, àêòèâíîñòü ïðîòåàñîì îïðåäåëÿåòñÿ ôóíêöèîíèðî-
âàíèåì ðåãóëÿòîðîâ ïðîòåàñîì (â ÷àñòíîñòè, 19S-êîìï-
ëåêñà) è äåÿòåëüíîñòüþ óáèêâèòèí-ñâÿçûâàþùåé ñèñòåìû.

Ìû ïîíèìàåì, ÷òî âåðîÿòíîñòü òîãî, ÷òî ðàçëè÷íûå
ÏÒÌ ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì a-òèïà îêàçûâàþò ïðÿìîå
âîçäåéñòâèå íà êàòàëèòè÷åñêèå öåíòðû ïðîòåàñîì, êðàéíå
ìàëà, îäíàêî èìåííî ÏÒÌ a-áåëêîâ ïðîòåàñîì ìîãóò ðå-
ãóëèðîâàòü äîñòóï ñóáñòðàòà â ïðîòåîëèòè÷åñêóþ êàìåðó
ïðîòåàñîìû è âëèÿòü íà ïðèñîåäèíåíèå ðåãóëÿòîðíûõ
êîìïëåêñîâ, ÷òî òàêæå îïðåäåëÿåò ïðîòåàñîìíóþ ôåð-
ìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü.

Äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 3, á, äåìîíñòðèðóþò
àâòîðàäèîãðàììû ïðîòåàñîìíûõ ñóáúåäèíèö a-òèïà.
Ìåæäó âíå- è âíóòðèêëåòî÷íûìè ïðîòåàñîìàìè íàèáîëü-
øèå ðàçëè÷èÿ â êîëè÷åñòâå è êàðòèíå ðàñïðåäåëåíèÿ «ïÿ-
òåí» íà àâòîðàäèîãðàììå ìû íàáëþäàëè ó ñóáúåäèíèö
a2, a4, a5 è a6. Ñîãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàííûì (Petit et
al., 1997; Dielen et al., 2011), ñ ñóáúåäèíèöåé a5 àññîöèè-
ðîâàíà ýíäîðèáîíóêëåàçíàÿ àêòèâíîñòü ïðîòåàñîì. Ñëå-
äóåò îòìåòèòü, ÷òî â ðàííåé ðàáîòå (Êóëè÷êîâà è äð.,
2004) ìû ïîêàçàëè ðàçëè÷èÿ â ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àêòèâ-
íîñòè ïî îòíîøåíèþ ê âûñîêîìîëåêóëÿðíîé êëåòî÷íîé
ÐÍÊ ìåæäó âíóòðè- è âíåêëåòî÷íûìè ïðîòåàñîìàìè. Òàê,
ýêñòðàêëåòî÷íûå ïðîòåàñîìû áûëè íåàêòèâíû ïî îòíîøå-
íèþ ê ñóììàðíîé ÐÍÊ. Ñðàâíèâàÿ ÏÒÌ ñóáúåäèíèöû a5,
ìû âèäèì íà ðèñ. 3, á, ÷òî ó âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì äàí-
íàÿ ñóáúåäèíèöà ïðåäñòàâëåíà áîëüøèì ÷èñëîì «ïÿòåí»
íà àâòîðàäèîãðàììå. Íàïðàøèâàåòñÿ âûâîä î òîì, ÷òî ïî-
ÿâëåíèå ðàçëè÷íûõ ÏÒÌ íà äàííîé ñóáúåäèíèöå ïðîòåà-
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Ðèñ. 2. Ïåïòèäàçíûå àêòèâíîñòè âíå- è âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì êëåòîê ëèíèè K562.

Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ òðåõ íåçàâèñèìûõ îïðåäåëåíèé ôëóîðåñöåíöèè îñâîáîæäåííîãî (7-àìèíî)-4-ìåòèëêóìàðè-
íà; 100 åä. ôëóîðåñöåíöèè ñîîòâåòñòâóåò îñâîáîæäåíèþ 50 ïìîëü ïðîäóêòà ((àìèíî)-4-ìåòèëêóìàðèíà). Êîíöåíòðàöèÿ ïðîòåàñîì âî âñåõ ïðîáàõ ñî-

ñòàâëÿåò 5 ìêã.



ñîì èíãèáèðóåò ýíäîðèáîíóêëåàçíóþ àêòèâíîñòü ïî îò-
íîøåíèþ ê òîòàëüíîé ÐÍÊ. Îäíàêî â òîé æå ðàáîòå ìû
ïîêàçàëè, ÷òî âíåêëåòî÷íûå ïðîòåàñîìû àêòèâíåå ðàñ-
ùåïëÿëè òðàíñêðèáèðîâàííóþ in vitro 3R-íåòðàíñëèðóå-
ìóþ îáëàñòü ìÐÍÊ c-myc, ÷åì âíóòðèêëåòî÷íûå ÷àñòèöû.
Ïîýòîìó ìû ñ÷èòàåì, ÷òî ìîäèôèöèðîâàíèå a5-ñóáúåäè-
íèöû èçìåíÿåò ñïåöèôè÷íîñòü äàííîé ïðîòåàñîìíîé àê-
òèâíîñòè ïî îòíîøåíèþ ê ñóáñòðàòó.

Áîëüøèì ðàçíîîáðàçèåì ÏÒÌ ïðåäñòàâëåíà ñóáúåäè-
íèöà a4 (ðèñ. 3, á). Ñîãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàííûì (Ap-
cher et al., 2004; Hirano et al., 2005), ñóáúåäèíèöû ïðîòåà-
ñîì a4, a5 è a7 èíèöèèðóþò ñáîðêó ïðîòåàñîìû, è ïîÿâ-
ëåíèå ÏÒÌ âïîëíå ìîæåò ðåãóëèðîâàòü ýòîò ïðîöåññ.
Êðîìå òîãî, ñóáúåäèíèöà a7 ñâÿçûâàåò ïîòåíöèàëüíûå
ñóáñòðàòû äëÿ óáèêâèòèí-íåçàâèñèìîé äåãðàäàöèè ïðîòåà-
ñîìîé (Touitou et al., 2001) è ñóáúåäèíèöó ñåðèí-òðåîíè-

462 ß. Þ. Çàéêîâà, Â. À. Êóëè÷êîâà è äð.

Ðèñ. 3. Äâóìåðíîå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå ñóáúåäèíèö 26S-ïðîòåàñîì, âûäåëåííûõ èç öèòîïëàçìû êëåòîê K562 (ñëåâà,
Öèòîïëàçìà) è ñðåäû, êîíäèöèîíèðîâàííîé êëåòêàìè K562 (ñïðàâà, Ñðåäà).

à — èììóíîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå ñóáúåäèíèö 20S-ïðîòåàñîìû â-òèïà; á — èììóíîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå ñóáúåäèíèö 20S-ïðîòåàñîìû á-òèïà.
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Ðèñ. 3 (ïðîäîëæåíèå).



íîâîé ôîñôàòàçû, êîòîðàÿ ìîäóëèðóåò óæå ñàìó ïðîòåà-
ñîìíóþ àêòèâíîñòü â êëåòêå (Li et al., 2011). Ìóòàöèÿ
ñóáúåäèíèöû a4, ïðåäîòâðàùàþùàÿ ôîñôîðèëèðîâàíèå
òèðîçèíà, ïðèâîäèëà ê çàìåäëåíèþ ïðîõîæäåíèÿ ôàç G1/S
è S/G2 êëåòî÷íîãî öèêëà (Liu et al., 2006). Â ñâÿçè ñ îòñóò-
ñòâèåì äàííûõ î ôóíêöèîíàëüíîì çíà÷åíèè ÏÒÌ ñóáúå-
äèíèö a2 è a6 ìû íå ìîæåì îáúÿñíèòü ðàçëè÷èÿ â ñïåêò-
ðàõ ÏÒÌ ýòèõ ñóáúåäèíèö ó âíå- è âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðî-
òåàñîì.

Â ïîïûòêå îöåíèòü âêëàä ôîñôîðèëèðîâàíèÿ â ÏÒÌ
ïðîòåàñîìíûõ ñóáúåäèíèö ìû ñðàâíèëè óðîâíè ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ ñóáúåäèíèö âíå- è âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîòåà-
ñîì ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà ñ ïðèìåíåíèåì ïîëèêëî-
íàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ ôîñôîòðåîíèíà è ìîíîêëîíàëü-
íûõ àíòèòåë ïðîòèâ ôîñôîñåðèíà è ôîñôîòèðîçèíà
(ðèñ. 1, á). Îêàçàëîñü, ÷òî ïðè âûõîäå ïðîòåàñîì èç êëå-
òîê ïðîèñõîäèëî êîëè÷åñòâåííîå ñíèæåíèå ñòåïåíè ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ ïî âñåì òðåì àìèíîêèñëîòàì.

Ñîãëàñíî äàííûì íàøåé íåäàâíåé ðàáîòû (Ìîèñååâà
è äð., 2010á), ó öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ïðîòåàñîì èç êëåòîê
K562 ôîñôîðèëèðîâàíà ñóáúåäèíèöà a7 ïî Ser-250, ÷òî
ñîîòâåòñòâóåò ïðåäñòàâëåííûì íà ðèñ. 1, á äàííûì, ãäå
ìû ìîæåì âèäåòü ïîëîñó íà àâòîðàäèîãðàììå, ñîîòâåòñò-
âóþùóþ ìîë. ìàññå 29 êÄà.

Â ëèòåðàòóðíîì îáçîðå Êîíñòàíòèíîâîé è ñîàâòîðîâ
(2008) ïðåäñòàâëåíà ñâîäíàÿ òàáëèöà ÏÒÌ ñóáúåäèíèö
ïðîòåàñîì, â ñîîòâåòñòâèè ñ êîòîðîé ó ÷åëîâåêà ïðîòåàñî-
ìû ôîñôîðèëèðîâàíû ïî ñóáúåäèíèöàì 20S (a2, a3, a5,
a7; b2, b7) è 19S (Rpn1, 2, 6, 8, 10, 11; Rpt3, 5, 6) êîìïëåê-
ñîâ. Ïðè÷åì âñå ýòè ñóáúåäèíèöû ôîñôîðèëèðîâàíû ïî
ñåðèíó è òèðîçèíó, ïî òðåîíèíó ôîñôîðèëèðîâàíû ëèøü
ñóáúåäèíèöû 19S êîìïëåêñà Rpn2 è 8 (ìîë. ìàññû 105
è 37 êÄà ñîîòâåòñòâåííî). Îäíàêî íàøè äàííûå, ïðåä-
ñòàâëåííûå íà ðèñ. 1, á, óêàçûâàþò íà ôîñôîðèëèðîâàíèå
ïî òðåîíèíó èìåííî ñóáúåäèíèö öèòîïëàçìàòè÷åñêîé
20S-ïðîòåàñîìû. Òàêîå íåñîîòâåòñòâèå ëèòåðàòóðíûì
äàííûì ìû îáúÿñíÿåì òåì ôàêòîì, ÷òî ÏÒÌ áåëêîâ âûÿâ-
ëÿþò ìåòîäîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè, êîòîðûé èìååò îïðå-
äåëåííûå îãðàíè÷åíèÿ è íåäîñòàòêè. Òàê, íàøà ïîïûòêà
èäåíòèôèêàöèè ìîäèôèêàöèé áåëêîâ ïðîòåàñîì èç êëå-
òîê K562 ïðè ïîìîùè òàíäåìíîé ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè
äàëà âåñüìà îãðàíè÷åííûé íàáîð ÏÒÌ (Ìîèñååâà è äð.,
2010á). Ìû ïîëàãàåì, ÷òî äàííàÿ ïðîáëåìà ñîñòîèò êàê â
÷óâñòâèòåëüíîñòè ìåòîäà ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè, òàê è â
óñòîé÷èâîñòè ñàìèõ ÏÒÌ, êîòîðûå â ïðîöåññå âûäåëåíèÿ
è î÷èñòêè ïðîòåàñîì ìîãóò áûòü ïîòåðÿíû ïðè âîçäåéñò-
âèè ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ôåðìåíòîâ. Òàê, íàïðèìåð, âû-
ÿâëåííîå óáèêâèòèíèðîâàíèå ñóáúåäèíèö a6, a7 è b1 íè-
êàê íå áûëî îòðàæåíî ñäâèãîì ñóáúåäèíèö íà ýëåêòðîôî-
ðåãðàììå (Ìîèñååâà è äð., 2010á). Òåì íå ìåíåå äàííóþ
ÏÒÌ âûÿâëÿþò ïî ïðèñóòñòâèþ äâóõ îñòàòêîâ ãëèöèíà,
ïîÿâëÿþùèõñÿ ïðè îáðàáîòêå ïðîá òðèïñèíîì äëÿ äàëü-
íåéøèõ ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé. Îäíàêî
ýòè æå äâà îñòàòêà ãëèöèíîâîé àìèíîêèñëîòû îñòàâëÿþò è
òðèïñèí-ïîäîáíûå êëåòî÷íûå ïðîòåàçû, îòùåïëÿÿ óáèê-
âèòèí âî âðåìÿ êëåòî÷íîãî ëèçèñà, ÷òî íå ìåøàåò èõ
ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêè äåòåêòèðîâàòü è îïðåäåëÿòü êàê
óáèêâèòèíèðîâàíèå. Â ñëó÷àå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ, ê ñîæà-
ëåíèþ, ïîòåðÿ ôîñôàòîâ ÿâëÿåòñÿ êðèòè÷íîé äëÿ ìàññ-ñïåê-
òðîìåòðè÷åñêîé èäåíòèôèêàöèè ýòèõ ÏÒÌ áåëêîâ.

Îïèðàÿñü íà ëèòåðàòóðíûå äàííûå î ÏÒÌ ïðîòåàñîì-
íûõ áåëêîâ (Konstantinova et al., 2008), ìû çíàåì, ÷òî ó ÷å-
ëîâåêà îáíàðóæåíî àöåòèëèðîâàíèå ñóáúåäèíèö a4, a5,
a6, a7 è b3, 4. Êðîìå òîãî, ïðîòåàñîìíûå ñóáúåäèíèöû
a6, a7 è b1 óáèêâèòèíèðîâàíû (Ìîèñååâà è äð., 2010á).

Àíàëèç äàííûõ íàñòîÿùåé ðàáîòû íå äàåò íàì îòâåò íà
âîïðîñ î òîì, êàêèå ÏÒÌ ïðèñóòñòâóþò ó ñóáúåäèíèö
ïðîòåàñîì, âûäåëåííûõ èç êëåòîê K562 è êîíäèöèîíèðî-
âàííîé ñðåäû, äëÿ ýòîãî íåîáõîäèìî ïðîâåñòè ìàññ-ñïåê-
òðîìåòðè÷åñêîå èññëåäîâàíèå. Îäíàêî â íàñòîÿùåé ðàáî-
òå ìû íå ñòàâèëè ïåðåä ñîáîé çàäà÷ó èäåíòèôèöèðîâàòü
ÏÒÌ ïðîòåàñîì êëåòîê K562, à ñðàâíèâàëè ëèøü ñïåêòðû
ÏÒÌ âíå- è âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì. Â ñîîòâåòñòâèè
ñ ýòèì ìû ïîêàçàëè, ÷òî âíåêëåòî÷íûå ïðîòåàñîìû îòëè-
÷àþòñÿ îò êëåòî÷íûõ ïî òðèïñèí- è õèìîòðèïñèí-ïîäîá-
íûì ïåïòèäàçíûì àêòèâíîñòÿì. Êðîìå òîãî, ñóáúåäèíè-
öû, ñ êîòîðûìè àññîöèèðîâàíû äàííûå àêòèâíîñòè, èìå-
þò ðàçëè÷íûå ÏÒÌ. Òàêæå ìû ïîêàçàëè, ÷òî âíå- è
âíóòðèêëåòî÷íûå ïðîòåàñîìû èìåþò ðàçëè÷íûå ñïåêòðû
ÏÒÌ íåêîòîðûõ ñóáúåäèíèö. Ìû ïîïûòàëèñü ïðîàíàëè-
çèðîâàòü ôóíêöèîíàëüíûé ñìûñë íàáëþäàåìîãî ÿâëåíèÿ,
îäíàêî âûÿâèòü òå ÏÒÌ, êîòîðûå ìîãóò îïðåäåëÿòü ñèã-
íàë ýêñïîðòà ïðîòåàñîì èç êëåòîê, ìû â íàñòîÿùåé ðàáîòå
íå ìîæåì. Òåì íå ìåíåå îáùåå ñíèæåíèå ñòåïåíè ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ ïðîòåàñîì ïðè ýêñêðåöèè èç êëåòîê ìîæíî
ðàññìàòðèâàòü êàê ìåõàíèçì âûõîäà ïðîòåàñîì âî âíåêëå-
òî÷íîå ïðîñòðàíñòâî.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 10-04-01234), Ôåäåðàëüíîé öåëåâîé ïðîãðàììû «Íà-
ó÷íûå è íàó÷íî-ïåäàãîãè÷åñêèå êàäðû èííîâàöèîííîé
Ðîññèè» íà 2009—2013 ãã. (Ï1389) è ñ èñïîëüçîâàíèåì
îáîðóäîâàíèÿ ÖÊÏ «Ìàòåðèàëîâåäåíèå è äèàãíîñòèêà â
ïåðåäîâûõ òåõíîëîãèÿõ».
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THE COMPARATIVE ANALYSIS OF EXTRA- AND INTRACELLULAR PROTEASOMES

FROM K562 CELL LINE
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The comparative analysis of peptidase activities of extra- and intracellular proteasomes was carried out. He-
re we have shown that excreted proteasomes exhibit higher chymotrypsin-type and lower tripsin-like peptidase
activities that cytoplasmic particles. Posttranslational modifications (PTMs) of 20S proteasomal subunits were
revealed by immunoblotting techniques. We have observed the difference in PTMs of associated with enzymatic
activities subunits â2, b5 and á5 of extracellular and cytoplasmic proteasomes. Proteasomal subunits á2, 4, 7
and â7 also had a variety of PTMs. The phosphorylation level of excreted proteasomes was lower compared to
that of the intracellular ones. This observation strongly suggests the involvement of this PTM in the regulation
of proteasomes excretion from cells.

K e y w o r d s: extracellular proteasomes, peptidase activities, phosphorylation, posttranslational modificati-
ons, serine, threonine, tyrosine.
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