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È. Í. Åâòååâà è äð.
Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç î÷èñòêè è êîíöåíòðèðîâàíèÿ 26S ïðîòåàñîì èç ïå÷åíè êðûñ

Ïðîòåàñîìà ÿâëÿåòñÿ ìóëüòèñóáúåäèíè÷íûì áåëêîâûì êîìïëåêñîì, ñîñòîÿùèì èç êàòàëèòè÷åñêîé
(20S) è ðåãóëÿòîðíîé (19S) ÷àñòèö. Íàèáîëåå èçó÷åííîé ôóíêöèåé ïðîòåàñîì ÿâëÿåòñÿ ñïåöèôè÷åñêèé
ïðîòåîëèç áåëêîâ. Èçâåñòíûå â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñïîñîáû âûäåëåíèÿ ïðîòåàñîì âåñüìà ðàçíîîáðàçíû.
Âàæíûì ýòàïîì âûäåëåíèÿ ïðîòåàñîì ÿâëÿåòñÿ êîíöåíòðèðîâàíèå ìàòåðèàëà äëÿ ïîñëåäóþùåãî èçó÷å-
íèÿ åãî áèîõèìè÷åñêèõ ôóíêöèé. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîêàçûâàåì, ÷òî ñóáúåäèíè÷íûé ñîñòàâ 26S
ïðîòåàñîì, ñêîíöåíòðèðîâàííûõ ðàçíûìè ñïîñîáàìè íà ïîñëåäíåì ýòàïå èõ âûäåëåíèÿ, ÿâëÿåòñÿ ôàêòè-
÷åñêè îäèíàêîâûì. Îäíàêo ñïîñîá êîíöåíòðèðîâàíèÿ ïî-ðàçíîìó âëèÿåò íà ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâ-
íîñòü ýòèõ âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ êîìïëåêñîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïðîòåàñîìà, ïðîòåàñîìíûå ñóáúåäèíèöû, 2D-ýëåêòðîôîðåç, ïåïòèäàçíàÿ àê-
òèâíîñòü, ìèêðîêîíöåíòðèðîâàíèå, ïîëèýòèëåíãëèêîëü.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÑÀ — áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, ÄÒT — äèòèîòðåéòîë,
ÏÀÀÃ — ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü, ÏÝÃ — ïîëèýòèëåíãëèêîëü, FLAG — äîïîëíèòåëüíûé ýïèòîï (ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü îêòàïåïòèäà, êîòîðûé ââîäÿò â ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê ñ ïðèìåíåíèåì ÄÍÊ-òåõíîëî-
ãèè), GST — ãëóòàòèîí-S-òðàíñôåðàçà, ÒÅÌÅÄ — N,N,N,N — òåòðàìåòèëýòèëåíäèàìèí.

Ïðîòåàñîìû 26S è 20S ÿâëÿþòñÿ áîëüøèìè ìóëüòè-
ñóáúåäèíè÷íûìè áåëêîâûìè êîìïëåêñàìè, îñóùåñòâëÿ-
þùèìè ñïåöèôè÷åñêóþ äåãðàäàöèþ áåëêîâ. Ïðîòåîëèç
áåëêîâ ñ ó÷àñòèåì ïðîòåàñîì ïðîõîäèò ïî óáèêâèòèíçà-
âèñèìîìó è íåçàâèñèìîìó ìåõàíèçìàì. Èíãèáèðîâàíèå
ïðîòåàñîì èëè èõ äèñôóíêöèÿ ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé ñåðü-
åçíûõ íàðóøåíèé â êëåòêå. Êàê êëþ÷åâîé ýíçèì âíóòðè-
êëåòî÷íîãî áåëêîâîãî ìåòàáîëèçìà 26S ïðîòåàñîìà
ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â òàêèõ ïðîöåññàõ, êàê ïðîöåññèíã è
ïðåçåíòàöèÿ àíòèãåíîâ, êîíòðîëü êîëè÷åñòâà âíîâü ñèí-
òåçèðîâàííûõ áåëêîâ, äåãðàäàöèÿ ðàçâåðíóòûõ ãëèêîïðî-
òåèíîâ â ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì ðåòèêóëóìå, êîíòðîëü çà
ïðîöåññàìè êëåòî÷íîãî öèêëà è àïîïòîçà.

Ïðîòåàñîìà 26S ñîñòîèò èç 20S êîðîâîé ÷àñòèöû è
19S-ðåãóëÿòîðà. 20S ïðîòåàñîìà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
ñòðóêòóðó öèëèíäðè÷åñêîé ôîðìû, ñîñòîÿùóþ èç 4 ãåï-
òàìåðíûõ êîëåö â ñòýêèíã-îðèåíòàöèè. Âíåøíèå êîëüöà
îáðàçîâàíû ñóáúåäèíèöàìè a-òèïà, âíóòðåííèå — ñóáú-
åäèíèöàìè b-òèïà. Ïðîòåîëèòè÷åñêèå öåíòðû ðàñïîëîæå-
íû íà âíóòðåííåé ïîâåðõíîñòè ýòîé ñòðóêòóðû. 20S ïðî-
òåàñîìà èìååò 3 ðàçëè÷íûå ïðîòåîëèòè÷åñêèå àêòèâíîñòè
ïî îòíîøåíèþ ê ïåïòèäíûì ñâÿçÿì — õèìîòðèïñèíîïî-
äîáíóþ, òðèïñèíîïîäîáíóþ è êàñïàçîïîäîáíóþ. Ýòè
ôåðìåíòàòèâíûå öåíòðû ëîêàëèçîâàíû íà ñóáúåäèíèöàõ
b-5, b-2 è b-1 ñîîòâåòñòâåííî.

Íàëè÷èå òàêîãî àíñàìáëÿ ïðîòåîëèòè÷åñêèõ àêòèâíî-
ñòåé ó ïðîòåàñîì íåñåò îïðåäåëåííûé ôèçèîëîãè÷åñêèé
ñìûñë, èáî, äåéñòâóÿ âñå âìåñòå (ñî÷åòàííî), îíè ñïîñîá-

íû ãèäðîëèçîâàòü ïðàêòè÷åñêè ëþáîé áåëîê, äîñòàâëåí-
íûé â ïðîòåîëèòè÷åñêóþ êàìåðó.

Â äîñòóïå ñóáñòðàòà âî âíóòðåííþþ ÷àñòü 20S ïðîòå-
àñîìû ïðèíèìàþò ó÷àñòèå ñóáúåäèíèöû a-òèïà, êîòîðûå
òàêæå îòâåòñòâåííû çà ïðèñîåäèíåíèå ðåãóëÿòîðíûõ êîì-
ïëåêñîâ (Tanaka, Tsurumi, 1997; Qiu et al., 2006).

Ïîìèìî ïðîòåîëèòè÷åñêîé ó 20S ïðîòåàñîìû áûëà
îáíàðóæåíà ÐÍÊàçíàÿ è ãåëèêàçíàÿ àêòèâíîñòè (Petit
et al., 1997; Ìîèñååâà è äð., 2010; Kulichkova et al., 2010).

Êàê áûëî ïîêàçàíî (Petit et al., 1997a, 1997b), öåíòðû
ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòè ëîêàëèçîâàíû íà ñóáúåäèíèöàõ
a-òèïà, a-5(zeta) è a-1(jota). Íàëè÷èå äîïîëíèòåëüíûõ
ôåðìåíòàòèâíûõ àêòèâíîñòåé ó ïðîòåàñîì ìîæåò ñâèäå-
òåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî ñïåêòð èõ ôóíêöèîíàëüíûõ âîç-
ìîæíîñòåé íå îãðàíè÷èâàåòñÿ òîëüêî ïðîòåîëèçîì, à
ïðåäñòàâëåí ãîðàçäî øèðå.

Ïî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, 26S è 20S ïðî-
òåàñîìû ïðèñóòñòâóþò âî âñåõ òèïàõ êëåòîê è òêàíåé
(Àáðàìîâà è äð., 2002, 2003). Îíè âñòðå÷àþòñÿ â ÿäðå è
öèòîïëàçìå; ïîêàçàíà èõ ñâÿçü ñ àêòèíîâûìè ñòðóêòóðà-
ìè öèòîñêåëåòà (Ãàëêèí è äð., 1998), ìåìáðàíàìè ýíäîï-
ëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà (Bardag-Gorce et al., 2011), ñ
êîìïîíåíòàìè êðóïíîãî áåëêîâîãî êîìïëåêñà — òðàíñ-
ëañîìàìè (Sha et al., 2009).

Ïðîòåàñîìû ïðèñóòñòâóþò è âî âíåêëåòî÷íîì ïðî-
ñòðàíñòâå — â àëüâåîëÿðíîé è ôîëëèêóëÿðíîé æèäêî-
ñòÿõ — è, êðîìå òîãî, êàê áûëî ïîêàçàíî â íàøåé ëàáîðà-
òîðèè, âûäåëÿþòñÿ â ñðåäó ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íåêîòî-
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ðûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé (Êóëè÷êîâà è äð., 2008; Çàéêîâà
è äð., 2011). Ñïîñîáû ïîëó÷åíèÿ è î÷èñòêè 26S è 20S
ïðîòåàñîì èç òêàíåé è êëåòîê âåñüìà ðàçíîîáðàçíû è ÷àñ-
òî ïðîäèêòîâàíû çàäà÷àìè, êîòîðûå ñòîÿò ïåðåä èññëåäî-
âàòåëåì.

Â ðàáîòàõ, âûïîëíåííûõ â 1990-å ãîäû, äëÿ âûäåëå-
íèÿ ïðîòåàñîì èç ïîñòìèòîõîíäðèàëüíîé ôðàêöèè èñ-
ïîëüçîâàëè òàêèå íîñèòåëè, êàê áèîãåëü À-15, ñåôàðîçà
6Â, èñïîëüçîâàëè è èîíîîáìåííóþ õðîìàòîãðàôèþ (Petit
et al., 1997a, 1997b; Ãàëêèí è äð., 1998; Àáðàìîâà è äð.,
2004). Ñ òå÷åíèåì âðåìåíè â ïðîöåäóðå âûäåëåíèÿ ïðî-
òåàñîì ïðîèçîøëè íåêîòîðûå èçìåíåíèÿ. Èñïîëüçîâà-
íèå õðîìàòîãðàôèè âûñîêîãî äàâëåíèÿ (FPLC), êîëîíî÷-
íîé õðîìàòîãðàôèè íà Ìîno Q è ñåôàðîçå 6 ïîçâîëèëî
âûäåëèòü 20S ïðîòåàñîìó ñ ñîõðàíåíèåì åå ôóíêöèî-
íàëüíûõ ñâîéñòâ è ñòðóêòóðíîé öåëîñòíîñòè (Ballut et al.,
2003).

Îäíà èç íåäàâíèõ ðàáîò ÿïîíñêèõ àâòîðîâ ïîñâÿùåíà
ïîèñêó íîâûõ áåëêîâûõ èíãèáèòîðîâ åñòåñòâåííîãî (ïðè-
ðîäíîãî) ïðîèñõîæäåíèÿ äëÿ áëîêàäû 20S ïðîòåàñîìû.
Äëÿ ðåøåíèÿ ñâîèõ çàäà÷ àâòîðû îïèñàëè ñëîæíûé è
ìíîãîñòàäèéíûé ïðîöåññ ïîëó÷åíèÿ 20S ïðîòåàñîìû èç
ïå÷åíè ñâèíüè (Yabe, Koide, 2009). Ñî÷åòàíèå ìåòîäîâ
ñêîðîñòíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ, äèàëèçà è íåêîòîðûõ
âèäîâ õðîìàòîãðàôèè (ñ èñïîëüçîâàíèåì DEAE-ñåôàðî-
çû, SP-ñåôàðîçû, êîëîíêè Poross-H3 è äð.) ïîçâîëèëî ïî-
ëó÷èòü 20S ïðîòåàñîìû ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ ÷èñòîòû è â
äîñòàòî÷íîì êîëè÷åñòâå.

Â äðóãîé ðàáîòå ïî èçó÷åíèþ âçàèìîäåéñòâèÿ äåëü-
òà-àìèíîëåâóëèíîâîé äåãèäðàòàçû ñ 20S ïðîòåàñîìîé
ïðîöåäóðà âûäåëåíèÿ ïîñëåäíåé áûëà âûïîëíåíà ñ ñå-
ðèåé ýòàïîâ õðîìàòîãðàôè÷åñêîé î÷èñòêè ÷åðåç ñåôàðîçó
Q (Fast Flow), Mono Q-HR5/5 è ãåëü-ôèëüòðàöèè ÷åðåç ñå-
ôàðîçó 6. Ïðîòåàñîìû 26S âûäåëÿëè èç öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêîé ôðàêöèè, îñàæäàÿ áåëêè è ïðîâîäÿ äëèòåëüíîå óëüò-
ðàöåíòðèôóãèðîâàíèå â ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèè ãëèöå-
ðèíà (Bardag-Gorce et al., 2011).

Èñïîëüçîâàíèå òðàäèöèîííûõ ìåòîäîâ õðîìàòîãðà-
ôè÷åñêîé î÷èñòêè â ñî÷åòàíèè ñ ñîâðåìåííûìè ìåòîäàìè
ïðîòåîìíîãî àíàëèçà è ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè (â ÷àñòíîñòè,
ñ ICAT-òåõíîëîãèåé, â îñíîâå êîòîðîé ëåæàò èçîòîïíî
ìå÷åííûå àôôèííûå ìèøåíè) ïîçâîëèëî ãðóïïå àâòîðîâ
äåòàëüíî èçó÷èòü áåëêîâûå ïðîôèëè 20S ïðîòåàñîì èç
ïå÷åíè êðûñ, à òàêæå ðàçëè÷íûå ñóáòèïû ýòèõ êîìïëåê-
ñîâ (Schmid et al., 2006). Ïàðàëëåëüíî èññëåäîâàíèÿì ïî
èçó÷åíèþ ñòðóêòóðíîãî ðàçíîîáðàçèÿ ñóáúåäèíèö ïðîòå-
àñîì, îáóñëîâëåííîãî ïîñòòðàíñëÿöèîííûìè ìîäèôèêà-
öèÿìè, â ïîñëåäíèå ãîäû ïîÿâèëñÿ èíòåðåñ ê èçó÷åíèþ
áåëêîâ, àññîöèèðîâàííûõ ñ ïðîòåàñîìàìè è âíîñÿùèõ
âêëàä â ðàáîòó óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíîé ñèñòåìû (Mit-
tenberg et al., 2008; Fedorova et al., 2011). Òàê, áûëî ïîêà-
çàíî (Bardag-Gorce et al., 2011), ÷òî äåëüòà-àìèíîëåâóëè-
íîâàÿ äåãèäðàòàçà ñîî÷èùàåòñÿ ñ 20S ïðîòåîñîìîé â ïðî-
öåññå õðîìàòîãðàôè÷åñêîé î÷èñòêè. Àâòîðû ïîêàçàëè,
÷òî ýòîò ôåðìåíò, ïðèíèìàþùèé ó÷àñòèå â áèîñèíòåçå
ãåìà, âçàèìîäåéñòâóåò ñ 20S ïðîòåàñîìîé è îêàçûâàåò
âëèÿíèå íà ïåïòèäàçíóþ àêòèâíîñòü â óñëîâèÿõ in vitro
äîçîçàâèñèìûì îáðàçîì. Ñóùåñòâóþò è äðóãèå áåëêè, êî-
òîðûå âçàèìîäåéñòâóþò ñ ïðîòåàñîìàìè ëèáî ìåíåå ñèëü-
íî, ëèáî âðåìåííî (òðàíçèòîðíî) (Qiu et al., 2006).

Ðàçâèòèå áîëåå ìÿãêèõ è ñïåöèôè÷íûõ ìåòîäîâ âûäå-
ëåíèÿ ýòèõ âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ êîìïëåêñîâ äëÿ âûÿâëå-
íèÿ òàêèõ áåëêîâ, ê ÷èñëó êîòîðûõ îòíîñÿòñÿ âàæíûå êî-
ôàêòîðû, ðåãóëÿòîðû áåëêîâîé äåãðàäàöèè è äàæå íîâûå
ñóáúåäèíèöû ïðîòåàñîì, àêòóàëüíî â íàñòîÿùåå âðåìÿ.

Îäíèì èç òàêèõ ìåòîäîâ ÿâëÿåòñÿ àôôèííàÿ õðîìàòîãðà-
ôèÿ, ñî÷åòàþùàÿñÿ ñ ãåííîèíæåíåðíûìè ïîäõîäàìè
(Wang et al., 2007). Â îñíîâå àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè
ëåæèò âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó ìîëåêóëàìè, çàêðåïëåííû-
ìè íà ìàòðèöå (â íåïîäâèæíîé ôàçå), è êîìïëåìåíòàðíû-
ìè ê íèì ìîëåêóëàìè, ïîäëåæàùèìè î÷èñòêå èëè ôðàê-
öèîíèðîâàíèþ. Áèîñïåöèôè÷íîñòü âçàèìîäåéñòâèÿ îòëè-
÷àåòñÿ èçáèðàòåëüíîñòüþ è âûñîêîé ñòåïåíüþ ñðîäñòâà
ìåæäó ïàðòíåðàìè (Îñòåðìàí, 1985).

Ïðèìåíèòåëüíî ê î÷èñòêå 26S ïðîòåàñîì ýòîò ïðèí-
öèï èñïîëüçóåòñÿ ñëåäóþùèì îáðàçîì. Ñ ïîìîùüþ
ãåííî-èíæåíåðíûõ êîíñòðóêöèé (ýêñïðåññèîííûõ âåêòî-
ðîâ, íåñóùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îòäåëüíûõ ïðîòåà-
ñîìíûõ ñóáúåäèíèö, ñëèòûõ ëèáî ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
ïðîòåèíà À, ëèáî ñ FLAG- ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ëèáî ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ áåëêà GST) ïðîâîäÿò òðàíñôåê-
öèþ ñîîòâåòñòâóþùåé êëåòî÷íîé ëèíèè. Äàëåå àôôèí-
íî-ìå÷åííûå ïðîòåàñîìû ìîæíî î÷èñòèòü ñ ïîìîùüþ
èììóíîãëîáóëèíîâ (IgG), çàêðåïëåííûõ íà áóñèíêàõ,
ëèáî ñ ïîìîùüþ èììîáèëèçîâàííûõ íà áóñèíêàõ àíòèòåë
ê ïðîòåèíó À èëè ê ïðîäóêòó FLAG-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.
Òàê êàê â ýêñïðåññèîííûé âåêòîð ìåæäó äâóìÿ áåëêà-
ìè äîïîëíèòåëüíî ââîäèòñÿ ñàéò äëÿ Tev-ïðîòåàçû,
ýòî ïîçâîëÿåò îòäåëèòü î÷èùåííûå àôôèííûì ñïîñîáîì
26S ïðîòåàñîìû îò òâåðäîé ôàçû (áóñèíîê) ïðîñòîé èí-
êóáàöèåé ïîñëåäíèõ â áóôåðå ñ Tev-ïðîòåàçîé. Âûäåëåí-
íûå òàêèì îáðàçîì ïðîòåàñîìû ìîæíî àíàëèçèðîâàòü
íàòèâíûì ýëåêòðîôîðåçîì, ýëåêòðîôîðåçîì ïî Ëýììëè
(Laemmli, 1970), à òàêæå èçó÷àòü èõ ïåïòèäàçíóþ àêòèâ-
íîñòü.

Êàê ïîêàçàíî â ðÿäå ðàáîò (Qiu et al., 2006; Wang
et al., 2007; Fedorova et al., 2011; Livinskaya et al., 2012),
ìåòîä àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè ïîä÷àñ íå óñòóïàåò òðà-
äèöèîííîé ïðîöåäóðå âûäåëåíèÿ ïðîòåàñîì, à èíîãäà
îáëàäàåò è íåêîòîðûìè ïðåèìóùåñòâàìè. Ðåçþìèðóÿ,
ïîä÷åðêíåì, ÷òî âûáîð óñëîâèé è ìåòîäà âûäåëåíèÿ ïðî-
òåàñîì äîëæåí áûòü íàöåëåí íà ñîõðàííîñòü ýòèõ ìàêðî-
ìîëåêóëÿðíûõ êîìïëåêñîâ â èíòàêòíîì ñîñòîÿíèè.

Â íàøåé ëàáîðàòîðèè äëÿ âûäåëåíèÿ 26S ïðîòåàñîì
èç êëåòîê è òêàíåé óæå íåñêîëüêî ëåò èñïîëüçóþò ìåòîä,
ñî÷åòàþùèé â ñåáå óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèå â ãðàäèåí-
òå ïëîòíîñòè ñàõàðîçû è èîíîîáìåííóþ õðîìàòîãðàôèþ
íà DE—52 öåëëþëîçå. Ìåòîä ïîäðîáíî îïèñàí â ðàáîòå
Ãàëêèíà ñ ñîòðóäíèêàìè (1998). Ìåòîäîì îäíîìåðíîãî
ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà àâòîðû îò÷åòëèâî ïîêàçàëè õàðàêòåð-
íûé ïðîôèëü áåëêîâ 26S ïðîòåàñîìû, êîòîðûé ýëþèðîâà-
ëè ñ êîëîíêè. Çàìåòèì, ÷òî â ñîáðàííûõ òàêèì îáðàçîì
ôðàêöèÿõ 26S ïðîòåàñîìà íàõîäèòñÿ â êðàéíå íèçêîé
êîíöåíòðàöèè (ïðèáëèçèòåëüíî 50—60 íã/ìêë), êîòîðàÿ
íå îòâå÷àåò òðåáîâàíèÿì àíàëèòè÷åñêèõ ïðîöåäóð â ïî-
ñëåäóþùèõ èññëåäîâàíèÿõ.

Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â òîì, ÷òîáû
ñêîíöåíòðèðîâàòü ïîëó÷åííûå 26S ïðîòåàñîìû òðåìÿ íå-
çàâèñèìûìè ñïîñîáàìè, îöåíèòü èõ ñóáúåäèíè÷íûé ñî-
ñòàâ, ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå è ñðàâíèòü ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû. Â ïåðâîì ñëó÷àå ìû èñïîëüçîâàëè ýòàíîë êàê
òðàäèöèîííûé ïðåöèïèòèðóþùèé àãåíò, øèðîêî ïðèìå-
íÿåìûé ïðè îñàæäåíèè áåëêîâ (Áåðåçîâ è äð., 1976), âî
âòîðîì — ñêîíöåíòðèðîâàëè 26S ïðîòåàñîìû ñ ïîìîùüþ
ïîëèýòèëåíãëèêîëÿ (ÏÝÃ) ñ ìîë. ìàññîé 6000 Äà. Ýòî âå-
ùåñòâî øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ ïðè îñàæäåíèè âèðóñîâ,
è ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî îíî îêàæåòñÿ ñïîñîáíûì ïðå-
öèïèòèðîâàòü è äðóãèå ìàêðîìîëåêóëÿðíûå êîìïëåêñû,
âêëþ÷àÿ 26S ïðîòåàñîìû (Ìåéõè, 1988). Â òðåòüåì
ñëó÷àå ìû èñïîëüçîâàëè äëÿ êîíöåíòðèðîâàíèÿ 26S ïðî-

894 È. Í. Åâòååâà è äð.



òåàñîì öåíòðèôóæíûå óëüòðàôèëüòðû (Amicon Ultra <
10 kDa, Millipore), êîòîðûå òåõíîëîãè÷åñêè ïîçâîëÿþò
îòôèëüòðîâàòü êðóïíûå áåëêîâûå ÷àñòèöû.

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ñêîíöåíòðèðîâàííûõ ýòèìè
ñïîñîáàìè 26S ïðîòåàñîì ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ 1D- è
2D-ýëåêòðîôîðåçà ñ èñïîëüçîâàíèåì àïïàðàòà Dual Gel
Module. Ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå êîìïëåêñîâ îöåíèâà-
ëè ïî èõ ïåïòèäàçíîé àêòèâíîñòè ïî õèìîòðèïñèíî-,
òðèïñèíî- è êàñïàçîïîäîáíîìó òèïàì ïî îòíîøåíèþ ê
ôëóîðîãåííûì ïåïòèäàì (Barret, 1980).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Äëÿ ðàáîòû èñïîëüçîâàëè ñ ë å ä ó þ ù è å ð å à ê ò è -
âû: àêðèëàìèä, áèñàêðèëàìèä, ìî÷åâèíà, Òðèòîí Õ-100,
àìôîëèíû ñ äèàïàçîíîì ðÍ 3.5—10.0, ïåðñóëüôàò àììî-
íèÿ, ÒÅÌÅÄ, Òðèñ, ãëèöèí, äîäåöèë-ñóëüôàò íàòðèÿ,
b-ìåðêàïòîýòàíîë, áðîìôåíîëîâûé ñèíèé, NaOH, óêñóñ-
íàÿ êèñëîòà, ãëèöåðèí, ÄÒÒ, êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðî-
òåàç. Ðåàêòèâû áûëè îò ôèðìû ICN (ÑØÀ) èëè îòå÷åñò-
âåííîãî ïðîèçâîäñòâà êâàëèôèêàöèè õ. ÷.

26S ï ð î ò å à ñ î ì í û é ê î ì ï ë å ê ñ ï î ë ó ÷ à ë è èç
òêàíè ïå÷åíè êðûñ-ñàìöîâ ëèíèè Wistar ìàññîé äî 150 ã
ïî îïèñàííîìó ìåòîäó (Ãàëêèí è äð., 1998), çà èñêëþ-
÷åíèåì òîãî, ÷òî íà ýòàïå ïðèãîòîâëåíèÿ ãîìîãåíàòà â ðå-
àêöèîííóþ ñìåñü äîïîëíèòåëüíî ââîäèëè èíãèáèòîðû
ïðîòåàç ñîãëàñíî èíñòðóêöèè (Complete ULTRA Tablets,
Roche).

Ê î í ö å í ò ð è ð î â à í è å 2 6 S ï ð î ò å à ñ î ì. Ïðîòåà-
ñîìû âûäåëÿëè èç öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ôðàêöèè. Êîí-
öåíòðèðîâàíèå ïóëà 26S ïðîòåàñîì ïîñëå èîíîîáìåííîé
õðîìàòîãðàôèè íà DE-52 öåëëþëîçå ïðîâîäèëè òðåìÿ
ñïîñîáàìè, èñïîëüçóÿ ýòàíîë, ÏÝÃ 6000 è öåíòðèôóæíûå
óëüòðàôèëüòðû (Amicon Ultra < 10 kDa). Ïðè êîíöåíòðè-
ðîâàíèè ý ò à í î ë î ì ôðàêöèè áåëêà, ýëþèðîâàííûå ñ êî-
ëîíêè è ñîäåðæàùèå 26S ïðîòåàñîìó, îáúåäèíÿëè, ðàçäå-
ëÿëè íà àëèêâîòû è êîíöåíòðèðîâàëè áåëêè äîáàâëåíèåì
6 îáúåìîâ îõëàæäåííîãî ñïèðòà. Ïðîáû õðàíèëè ïðè
–20 °Ñ. Ïðè êîíöåíòðèðîâàíèèè ñ ïîìîùüþ ÏÝÃ 6000 ê
îáúåäèíåííûì ôðàêöèÿì (ïóëó) 26S ïðîòåàñîì äîáàâëÿ-
ëè ñóõîé èçìåëü÷åííûé ÏÝÃ 6000 äo êîíöåíòðàöèè 7 % è
NaCl äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0.5 Ì. Ïðîáó îñòîðîæíî
ïåðåìåøèâàëè íà õîëîäå äî ïîëíîãî ðàñòâîðåíèÿ ÏÝÃ
6000 â òå÷åíèå 40—50 ìèí è îñòàâëÿëè íà íî÷ü ïðè òåì-
ïåðàòóðå 4 °Ñ äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ îñàäêà. Ïðè êîíöåíòðè-
ðîâàíèè ñ èñïîëüçîâàíèåì öåíòðèôóæíûõ óëüòðàôèëü-
òðîâ ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå 26S ïðîòåàñîìû, îáüåäèíÿëè,
èçìåðÿëè íà÷àëüíûé îáüåì è ïðîâîäèëè ïîñëåäîâàòåëü-
íîå öåíòðèôóãèðîâàíèå, äîáàâëÿÿ ìàòåðèàë íåáîëüøèìè
àëèêâîòàìè ïî 300—400 ìêë. Ðåæèì öåíòðèôóãèðîâàíèÿ
áûë ñëåäóþùèì: 4 °Ñ, 12 ìèí, 12 000 îá/ìèí. Ñêîíöåíò-
ðèðîâàííûé â 7—8 ðàç ðàñòâîð 26S ïðîòåàñîì ðàçäåëÿëè
íà íåáîëüøèå àëèêâîòû, çàìîðàæèâàëè è õðàíèëè ïðè
–70 °Ñ.

Î ä í î ì å ð í û é ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç. Îäíîìåðíûé
ãåëü-ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè â 12%-íîì ÏÀÀÃ â ñòàí-
äàðòíîé ñèñòåìå Ëýììëè (Laemmli, 1970).

Ä â ó õ ì å ð í û é (2D) ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç ïðîâîäèëè
ïî îïèñàííîìó ìåòîäó (O’Farrell, 1975) ñ èñïîëüçîâàíèåì
îáîðóäîâàíèÿ Dual Gel Module. Ïåðâîå íàïðàâëåíèå (èçî-
ôîêóñèðîâàíèå) ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì àìôîëèíîâ
ñ äèàïàçîíîì ðÍ 3.5—10.0. Ðàçäåëåíèå áåëêîâ âî âòîðîì
íàïðàâëåíèè ïðîâîäèëè â 12%-íîì ÏÀÀÃ ïî ñòàíäàðòíî-
ìó ïðîòîêîëó Ëýììëè (Laemmli, 1970).

Â è ç ó à ë è ç à ö è ÿ (î ê ð à ø è â à í è å) ã å ë å é. Ïîñëå
ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ ïî îêîí÷àíèè ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà ãåëè
ôèêñèðîâàëè â 40%-íîì (ïî îáúåìó) ðàñòâîðå ýòàíîëà è
10%-íîé (ïî îáúåìó) óêñóñíîé êèñëîòå â òå÷åíèå íî÷è,
îêðàøèâàëè ðàñòâîðîì Êóìàññè G-250 è îòìûâàëè
7%-íîé óêñóñíîé êèñëîòîé.

Ï å ï ò è ä à ç í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü 2 6 S ï ð î ò å à ñ î ì
îïðåäåëÿëè ïî ãèäðîëèçó ôëóîðîãåííîãî ïåïòèäà
Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC, Ac-Arg-Leu-Arg-AMC èëè
Z-Leu-Leu-Glu-AMC (Enzo LS, ÑØÀ) äëÿ õèìîòðèïñèíî-
ïîäîáíîé, òðèïñèíîïîäîáíîé èëè êàñïàçîïîäîáíîé àê-
òèâíîñòè ñîîòâåòñòâåííî. Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü ñîäåðæàëà
10 íìîëü ïåïòèäà íà 1 ìêã 26S ïðîòåàñîì. Ðåàêöèîííûé
áóôåðíûé ðàñòâîð äëÿ âûÿâëåíèÿ õèìîòðèïñèíî- è òðèï-
ñèíîïîäîáíîé àêòèâíîñòè ñîäåðæàë 50 ìÌ Òðèñ-ÍCl,
ðÍ 7.5, 5 ìÌ ÌgCl2, 40 ìÌ ÊCl, 1 ìM ÄÒÒ è 0.5 ìÌ
ÀÒÔ. Äëÿ âûÿâëåíèÿ êàñïàçîïîäîáíîé àêòèâíîñòè èñ-
ïîëüçîâàëè òîò æå ðàñòâîð, íî ñîäåðæàùèé áóôåð ÍÅ-
ÐÅS, ðÍ 7.5. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå
45 ìèí, îñòàíàâëèâàëè äîáàâëåíèåì ðàâíîãî îáúåìà áó-
ôåðà, ñîäåðæàùåãî 70 ìÌ óêñóñíîé êèñëîòû, 100 ìÌ
õëîðàöåòàòà íàòðèÿ è 30 ìÌ àöåòàòà íàòðèÿ. Êîíöåíòðà-
öèþ ïîëó÷åííîãî ïðîäóêòà 7-àìèíî-4-ìåòèë-êóìàðèíà
îïðåäåëÿëè íà ôëóîðèìåòðå ïðè äëèíàõ âîëí âîçáóæäå-
íèÿ è ðåãèñòðàöèè 365 è 440 íì ñîîòâåòñòâåííî (Barret,
1980).

Ðåçóëüòàòû

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ñîñðåäîòî÷èëè íàøå âíèìà-
íèå íà ñïîñîáàõ êîíöåíòðèðîâàíèÿ 26S ïðîòåàñîì, ýëþè-
ðîâàííûõ ñ êîëîíêè DE-52, è íà îöåíêå èõ ôóíêöèîíàëü-
íîãî ñîñòîÿíèÿ. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îñíîâíûõ ýòàïîâ
âûäåëåíèÿ, î÷èñòêè è êîíöåíòðèðîâàíèÿ 26S ïðîòåàñîì
ñõåìàòè÷åñêè ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 1.

Ýòàï êîíöåíòðèðîâàíèÿ â ïðîöåññå âûäåëåíèÿ 26S
ïðîòåàñîì ÿâëÿåòñÿ ïðèíöèïèàëüíûì. Âî-ïåðâûõ, îí ïî-
çâîëÿåò ñîõðàíÿòü âûäåëåííûå ïðåïàðàòû â òå÷åíèå äëè-
òåëüíîãî âðåìåíè. Âî-âòîðûõ, äëÿ ïðîâåäåíèÿ àíàëèòè-
÷åñêèõ ðàáîò ïî èçó÷åíèþ ñòðóêòóðíûõ îñîáåííîñòåé
áåëêîâ îáû÷íî òðåáóþòñÿ îáðàçöû ñ áîëåå âûñîêîé êîí-
öåíòðàöèåé áåëêà. Â-òðåòüèõ, æåëàòåëüíî èìåòü òàêîé
ñïîñîá êîíöåíòðèðîâàíèÿ 26S ïðîòåàñîì, ÷òîáû îíè ñî-
õðàíÿëè íå òîëüêî ñòðóêòóðíîå ðàçíîîáðàçèå ñóáúåäè-
íè÷íîãî ñîñòàâà, íî è ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà èíòàêò-
íûõ êîìïëåêñîâ.

Ïóë 26S ïðîòåàñîì êîíöåíòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ýòà-
íîëà, ÏÝÃ 6000 è öåíòðèôóæíûõ óëüòðàôèëüòðîâ Amicon
Ultra < 10 kDa. Àíàëèç ñêîíöåíòðèðîâàííûõ 26S ïðîòåà-
ñîì ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ îäíîìåðíîãî è äâóõìåðíîãî
ýëåêòðîôîðåçà (Laemmli, 1970; O Farrell, 1975). Íà ðèñ. 2
ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû îäíîìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà
âûäåëåííûõ è ñêîíöåíòðèðîâàííûõ ðàçíûìè ñïîñîáàìè
26S ïðîòåàñîì èç ïå÷åíè êðûñ. Âèäíî, ÷òî âñå òðè ñïî-
ñîáà êîíöåíòðèðîâàíèÿ 26S ïðîòåàñîì äàþò îäèíàêîâûé
ðåçóëüòàò. Â îáëàñòè 20S ïðîòåàñîìû (ìîë. ìàññà
20—30 êÄà) íàáëþäàåòñÿ õàðàêòåðíàÿ êàðòèíà èç 8 ïî-
ëîñ. Ýòè äàííûå ìîãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî âñå
òðè ñïîñîáà êîíöåíòðèðîâàíèÿ 26S ïðîòåàñîì ïðè èõ âû-
äåëåíèè ÿâëÿþòñÿ àäåêâàòíûìè.

Íà ðèñ. 3, à—â ïðåäñòàâëåíû ýëåêòðîôîðåãðàììû
2D-ýëåêòðîôîðåçà 26S ïðîòåàñîì, âûäåëåííûõ è ñêîí-
öåíòðèðîâàííûõ òàêèì æå îáðàçîì. Ñðàâíåíèå ýòèõ òðåõ
ýêñïåðèìåíòîâ ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî ïðî-

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç î÷èñòêè è êîíöåíòðèðîâàíèÿ 26S ïðîòåàñîì èç ïå÷åíè êðûñ 895



ôèëè áåëêîâûõ ñóáúåäèíèö 26S ïðîòåàñîì, ñêîíöåíòðè-
ðîâàííûõ ðàçíûìè ñïîñîáàìè, ïðàêòè÷åñêè ñîâïàäàþò
(ïî ìíîãèì ïîçèöèÿì). Ýòî îñîáåííî ñïðàâåäëèâî äëÿ îá-
ëàñòè 20S ïðîòåàñîì, êîòîðàÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ ìåíüøåé
ïðåäñòàâëåííîñòüþ áåëêîâûõ ñóáúåäèíèö ïî ñðàâíåíèþ
ñ îáëàñòüþ 19S.

Êàê è â ñëó÷àå ñ 1D-ýëåêòðîôîðåçîì, ýòè äàííûå
äàþò äîïîëíèòåëüíîå îñíîâàíèå óòâåðæäàòü, ÷òî âñå òðè
ñïîñîáà êîíöåíòðèðîâàíèÿ 26S ïðîòåàñîì ÿâëÿþòñÿ ïðè-

åìëåìûìè äëÿ èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðíîãî ðàçíîîáðàçèÿ ïî-
ïóëÿöèè 26S ïðîòåàñîì.

Äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ 26S
ïðîòåàñîì îïðåäåëÿëè èõ ïåïòèäàçíûå àêòèâíîñòè ïî îò-
íîøåíèþ ê òðåì ôëóîðîãåííûì ïåïòèäàì. Àíàëèçèðîâà-
ëè 26S ïðîòåàñîìû, ñêîíöåíòðèðîâàííûå ñ ïîìîùüþ ýòà-
íîëà è öåíòðèôóæíûõ óëüòðàôèëüòðîâ, à òàêæå ïóë 26S
ïðîòåàñîì, ýëþèðîâàííûõ ñ DE-52 êîëîíêè è çàìîðîæåí-
íûõ ïðè (20 °Ñ. Ïðîòåàñîìû, ñêîíöåíòðèðîâàííûå ñ ïî-
ìîùüþ ÏÝÃ 6000, íå èññëåäîâàëè, â ñèëó òîãî ÷òî ýòîò
ñïîñîá êîíöåíòðèðîâàíèÿ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ òðåáóåò
íåçàìåäëèòåëüíîãî ïðîâåäåíèÿ àíàëèòè÷åñêîé ïðîöåäó-
ðû. Â ñèëó ðÿäà îáúåêòèâíûõ ïðè÷èí âûïîëíèòü ýòî
óñëîâèå áûëî íåëüçÿ.

Íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ
ïðîòåîëèòè÷åñêèõ àêòèâíîñòåé ïî òðåì òèïàì 26S ïðîòå-
àñîì, ñêîíöåíòðèðîâàííûõ ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóæíîãî
óëüòðàôèëüòðà Amicon Ultra < 10 kDa è ýòàíîëà (ñòîëá-
öû II è III ñîîòâåòñòâåííî), à òàêæå 26S ïðîòåàñîì, ýëþè-
ðîâàííûõ ñ êîëîíêè DE-52 (ñòîëáåö I). Â êà÷åñòâå ïåðâî-
ãî êîíòðîëÿ (ñòîëáåö Ê1) èñïîëüçîâàëè áóôåðíûé ðàñ-
òâîð, ñîäåðæàùèé òîëüêî ñîîòâåòñòâóþùèé ôëóîðîãåí-
íûé ïåïòèä. Â êà÷åñòâå âòîðîãî (äîïîëíèòåëüíîãî)
êîíòðîëÿ (ñòîëáåö Ê2) — áóôåðíûé ðàñòâîð, ñîäåðæà-
ùèé åùå è áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí (ÁÑÀ) â êîëè-
÷åñòâå 2.5 ìêã íà ïðîáó. Ìû ñî÷ëè âîçìîæíûì èñïîëüçî-
âàòü ýòîò ïðåïàðàò êàê íåñïåöèôè÷åñêèé áåëêîâûé êîíò-
ðîëü ïî àíàëîãèè ñ îïèñàííûìè èññëåäîâàíèÿìè
(Bardag-Gorce et al., 2011).

Êàê âèäíî íà ðèñ. 4, âñå òðè òèïà ïåïòèäàçíîé àêòèâ-
íîñòè â îñíîâíîì äîñòèãàþò ñâîèõ ìàêñèìàëüíûõ çíà÷å-
íèé ó ïðåïàðàòîâ 26S ïðîòåàñîì, ýëþèðîâàííûõ íåïî-
ñðåäñòâåííî ñ êîëîíêè DE-52. Îñîáåííî íàãëÿäíî ýòî
ïðîÿâëÿåòñÿ äëÿ õèìîòðèïñèíîïîäîáíîé è êàñïàçîïîäîá-
íîé àêòèâíîñòåé (ñòîëáåö I). Ïðè êîíöåíòðèðîâàíèè 26S
ïðîòåàñîì ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóæíîãî óëüòðàôèëüòðà
çíà÷åíèÿ èõ ïåïòèäàçíûõ àêòèâíîñòåé çàíèìàþò ïðîìå-
æóòî÷íîå ïîëîæåíèå (ñòîëáåö II). Çíà÷åíèÿ òðèïñèíîïî-
äîáíîé àêòèâíîñòè 26S ïðîòåàñîì, ýëþèðîâàííûõ ñ êî-
ëîíêè DE-52 è ñêîíöåíòðèðîâàííûõ ñ ïîìîùüþ öåíòðè-
ôóæíîãî óëüòðàôèëüòðà (ñòîëáöû I è II), ïðèáëèçèòåëüíî

896 È. Í. Åâòååâà è äð.

Ðèñ. 1. Îñíîâíûå ýòàïû î÷èñòêè è êîíöåíòðèðîâàíèÿ ïðîòåàñîì.

Ðèñ. 2. Ýëåêòðîôîðåãðàììû îäíîìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà 26S
ïðîòåàñîì, ñêîíöåíòðèðîâàííûõ ñ ïîìîùüþ ýòàíîëà (äîðîæ-
êà 1), ÏÝÃ 6000 (äîðîæêà 2) è öåíòðèôóæíîãî óëüòðàôèëüòðà

Amicon Ultra (äîðîæêà 3).

Äîðîæêà 4 — ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíîé ìàññû (ÁÑÀ è êàðáîàíãèäðàçà); íà
äîðîæêè 1, 3 íàíåñåíî ïî 15 ìêã áåëêà, íà äîðîæêó 2 — 8 ìêã.



Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç î÷èñòêè è êîíöåíòðèðîâàíèÿ 26S ïðîòåàñîì èç ïå÷åíè êðûñ 897

Ðèñ. 3. Ðåçóëüòàòû äâóõìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà 26S ïðîòåàñîì èç ïå÷åíè êðûñ, ñêîíöåíòðèðîâàííûõ ñ ïîìîùüþ ýòàíîëà (à), ÏÝÃ
6000 (á) è öåíòðèôóæíîãî óëüòðàôèëüòðà Amicon Ultra (â).

×èñëà ïî âåðòèêàëè — ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà áåëêà. Íàíåñåíî 40 (à, â) è 35 (á) ìêã áåëêà.



îäèíàêîâû (íàáëþäàåìàÿ ðàçíèöà ëåæèò â ïðåäåëàõ
îøèáêè). Ïðè êîíöåíòðèðîâàíèè 26S ïðîòåàñîì ñ ïîìî-
ùüþ ýòàíîëà çíà÷åíèÿ ïåïòèäàçíîé àêòèâíîñòè êàæäîãî
òèïà áûëè ñàìûìè íèçêèìè. Îòìåòèì, ÷òî êîëè÷åñòâî
26S ïðîòåàñîì, âíåñåííûõ â ýêñïåðèìåíòàëüíûå îáðàçöû,
áûëî âåçäå ñòðîãî îäèíàêîâî (ïî 0.625—0.650 ìêã ïðîòå-
àñîì); êîëè÷åñòâî ôëóîðîãåííîãî ïåïòèäà â êàæäîé ïðî-
áå, âêëþ÷àÿ êîíòðîëè, ñîñòàâëÿëî 6.25 íìîëü.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ïðåäâàðèòåëüíûå äàí-
íûå ïî îïðåäåëåíèþ ïåïòèäàçíîé àêòèâíîñòè òðåõ òèïîâ
ó 26S ïðîòåàñîì ïîçâîëèëè ïðîñëåäèòü îïðåäåëåííóþ çà-
êîíîìåðíîñòü, êîòîðàÿ ïðîÿâëÿåòñÿ íà ýòàïå êîíöåíòðè-
ðîâàíèÿ ýòèõ âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ êîìïëåêñîâ, à èìåí-
íî: íàèáîëüøåé ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòüþ îáëàäàåò
ïóë 26S ïðîòåàñîì, íåïîñðåäñòâåííî ýëþèðîâàííûõ ñ êî-

ëîíêè DE-52. Ââåäåíèå äîïîëíèòåëüíûõ ïðîöåäóð ñ öå-
ëüþ êîíöåíòðèðîâàíèÿ âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ êîìïëåêñîâ
ïðèâîäèò ê îïðåäåëåííîìó ñíèæåíèþ èõ ôóíêöèîíàëü-
íîãî ñòàòóñà. Êàê ñëåäóåò èç äàííûõ ýêñïåðèìåíòà, ÷åì
áîëåå æåñòêèì ÿâëÿåòñÿ ñïîñîá êîíöåíòðèðîâàíèÿ 26S
ïðîòåàñîì, òåì áîëüøå ýòî ñêàçûâàåòñÿ íà èõ ôåðìåíòà-
òèâíûõ ñâîéñòâàõ (ðèñ. 4, ñòîëáåö III).

Îáñóæäåíèå

26S è 20S ïðîòåàñîìû ÿâëÿþòñÿ ìóëüòèñóáúåäèíè÷-
íûìè áåëêîâûìè êîìïëåêñàìè, îòâåòñòâåííûìè çà óáèê-
âèòèíçàâèñèìûé ïðîòåîëèç îïðåäåëåííûõ áåëêîâ è îáëà-
äàþùèìè ðÿäîì äðóãèõ ôåðìåíòàòèâíûõ àêòèâíîñòåé

898 È. Í. Åâòååâà è äð.

Ðèñ. 4. Õèìîòðèïñèíîïîäîáíàÿ (à), òðèïñèíîïîäîáíàÿ (á) è êàñïàçîïîäîáíàÿ (â) àêòèâíîñòü 26S ïðîòåàñîì èç öèòîïëàçìû ïå÷åíè
êðûñ, ñêîíöåíòðèðîâàííûõ ðàçíûìè ñïîñîáàìè.

Ïî âåðòèêàëè — ôëóîðåñöåíöèÿ, îòí. åä. Ñòîëáöû: Ê1 è Ê2 — êîíòðîëè, I—III — 26S ïðîòåàñîìû, ýëþèðîâàííûå ñ êîëîíêè DE-52, ñêîíöåíòðèðî-
âàííûå ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóæíîãî óëüòðàôèëüòðà Amicon Ultra èëè ñ ïîìîùüþ ýòàíîëà ñîîòâåòñòâåííî. Àêòèâíîñòü îïðåäåëÿëè ïî ãèäðîëèçó ñîîò-
âåòñòâóþùåãî ôëóîðîãåííîãî ïåïòèäà; ñòîëáöû I—III îòðàæàþò ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè îñâî-

áîæäåííîãî ïðîäóêòà ðåàêöèè (7-àìèíî-4-ìåòèë-êóìàðèíà) èç äâóõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ.



(Jarrousse et al., 1999; Gautier-Bert et al., 2003; Ìîèñååâà
è äð., 2010). Ïðè ýòîì ïðîòåàñîìû ìîãóò îñóùåñòâëÿòü
óáèêâèòèí-íåçàâèñèìûé ïðîòåîëèç áåëêîâ, íàïðèìåð
÷ëåíîâ ñåìåéñòâà îíêîñóïðåññîðîâ ð53 (Asher et al., 2005;
Barlev et al., 2010).

Ïî ìíåíèþ Ìàòàëèíà ñ êîëëåãàìè (2012), ìíîãèå
êëåòî÷íûå ïðîöåññû òðåáóþò ñîãëàñîâàííîãî äåéñòâèÿ
íåñêîëüêèõ ôåðìåíòîâ. Íåðåäêî ýòè ôåðìåíòû îáúåäèíå-
íû â êðóïíûå áåëêîâûå êîìïëåêñû, ÷òî äåëàåò èõ ðàáîòó
áîëåå ýôôåêòèâíîé, ñîãëàñîâàííîé è óâåëè÷èâàåò ñïåöè-
ôè÷íîñòü è ñêîðîñòü ðåàêöèé (Øàòàëêèí, 2004; Ìàòàëèí
è äð., 2012). Îäíàêî èçó÷åíèå êðóïíûõ áåëêîâûõ êîìï-
ëåêñîâ ñîïðÿæåíî ñ îïðåäåëåííûìè òðóäíîñòÿìè. Â ïåð-
âóþ î÷åðåäü ýòî êàñàåòñÿ ïîèñêà àäåêâàòíûõ ñïîñîáîâ
âûäåëåíèÿ ýòèõ ìóëüòèìîëåêóëÿðíûõ àíñàìáëåé. Öåëü
òàêîãî ïîèñêà — ìàêñèìàëüíî ñîõðàíèòü ôèçèêî-õèìè-
÷åñêèå îñîáåííîñòè íàòèâíîé ñòðóêòóðû è åå ôóíêöèî-
íàëüíîàêòèâíîå ñîñòîÿíèå.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîñòàâèëè ïåðåä ñîáîé çàäà-
÷ó âûäåëèòü 26S ïðîòåàñîìû èç ïå÷åíè êðûñ, ïðîâåñòè
ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç èõ êîíöåíòðèðîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ
ðàçëè÷íûõ ïðèåìîâ è îöåíèòü ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿ-
íèå ýòèõ êîìïëåêñîâ ïî èõ ïåïòèäàçíîé àêòèâíîñòè. Êîí-
öåíòðèðîâàíèå áåëêîâ âîîáùå è âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ
êîìïëåêñîâ â ÷àñòíîñòè ïðåñëåäóåò îáû÷íî äâå öåëè —
ïîâûñèòü êîíöåíòðàöèþ áåëêà ïðèáëèçèòåëüíî íà ïîðÿ-
äîê è îäíîâðåìåííî èçáàâèòüñÿ îò íåæåëàòåëüíûõ êîíòà-
ìèíèðóþùèõ ñóáñòàíöèé (ñîëåé, èîííûõ äåòåðãåíòîâ,
îñòàòêîâ íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ïîëèñàõàðèäîâ, ëèïèäîâ
è ïð.) (Dignam, 1990; Rabilloud, 1996). Äëÿ êîíöåíòðèðî-
âàíèÿ 26S ïðîòåàñîì ìû èñïîëüçîâàëè äâà âåùåñòâà —
ýòàíîë è ÏÝÃ 6000 — è öåíòðèôóæíûé óëüòðàôèëüòð
Amicon Ultra < 10 kDa. Ðåçóëüòàòû â öåëîì ñâèäåòåëüñò-
âóþò î ïðèãîäíîñòè äàííûõ ïîäõîäîâ äëÿ êîíöåíòðèðî-
âàíèÿ 26S ïðîòåàñîì (ýëåêòðîôîðåãðàììû íà ðèñ. 3). Íî
åñòü íåêîòîðûå îñîáåííîñòè, íà êîòîðûå ìû õîòåëè áû
îáðàòèòü âíèìàíèå.

Ïðåöèïèòàöèÿ 26S ïðoòåàñîì ýòàíîëîì è ÏÝÃ 6000
ïðèâëåêàåò ñâîåé äîñòóïíîñòüþ è ïðîñòîòîé. Îäíîêðàò-
íîå îñàæäåíèå 26S ïðîòåàñîì ýòèìè âåùåñòâàìè âïîëíå
ãîäèòñÿ äëÿ ïîñëåäóþùåãî àíàëèçà áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ
â ñèñòåìå Ëýììëè. Îá ýòîì ãîâîðÿò íàøè ýêñïåðèìåíòû,
ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 2, è äàííûå èç ëèòåðàòóðû, äå-
ìîíñòðèðóþùèå ñïåêòð ïðîòåàñîìíûõ ñóáúåäèíèö, ìå-
÷åííûõ ðàäèîàêòèâíûì ìåòèîíèíîì-S35 è îñàæäåííûõ
ñïèðòîì (Horsch et al., 1990). Ïðè àíàëèçå 26S ïðîòåàñîì,
ñêîíöåíòðèðîâàííûõ ýòàíîëîì è ÏÝÃ 6000 ñ ïîìîùüþ
2D-ýëåêòðîôîðåçà, ñëåäóåò óêàçàòü íà íåæåëàòåëüíîå
ïðèñóòñòâèå â ïðîáå îñòàòêîâ ñîëåé (Rabilloud, 1996).
Îñòàòî÷íûå ñîëè ìîãóò ìåøàòü ïðîöåññó ðàñòâîðåíèÿ
áåëêà è äàâàòü, òàêèì îáðàçîì, èñêàæåííûå è (èëè) íå-
âîñïðîèçâîäèìûå ðåçóëüòàòû. Ïîëîæèòåëüíûì ôàêòîì
ïðè èñïîëüçîâàíèè ýòàíîëà è ÏÝÃ 6000 äëÿ êîíöåíòðèðî-
âàíèÿ ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî îíè ïðåöèïèòèðóþò 26S êîìïëåê-
ñû ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ, áåç ïîòåðü.

Ïðèìåíåíèå öåíòðèôóæíûõ óëüòðàôèëüòðîâ äëÿ êîí-
öåíòðèðîâàíèÿ 26S ïðîòåàñîì ðåøàåò ïðîáëåìó êîíòàìè-
íàöèè ïðåïàðàòà ñîëÿìè. Ìèêðîêîíöåíòðàòîðû èñïîëü-
çîâàëè äëÿ îáåññîëèâàíèÿ ïðè âûäåëåíèè 26S è 20S ïðî-
òåàñîì óæå è ðàíüøå, è, íàâåðíîå, òðóäíî íàéòè
ýêâèâàëåíòíóþ çàìåíó ýòîìó òåõíîëîãè÷åñêîìó óñòðîé-
ñòâó (Ãàëêèí è äð., 1998; Yabe et al., 2009). Òåì íå ìåíåå
ìû ñòîëêíóëèñü ñ ïðîáëåìîé: ïðè êîíöåíòðèðîâàíèè èñ-
õîäíî ðàâíîãî êîëè÷åñòâà 26S ïðîòåàñîì òðåìÿ ñïîñîáà-
ìè êîëè÷åñòâåííûé âûõîä 26S êîìïëåêñîâ ïðè èñïîëüçî-

âàíèè ìèêðîêîíöåíòðàòîðà Amicon Ultra < 10 kDa áûë çà-
ìåòíî íèæå, ÷åì â äâóõ äðóãèõ ñëó÷àÿõ (ýòàíîë è ÏÝÃ
6000). È ýòîò ðåçóëüòàò âîñïðîèçâîäèëñÿ. Ñåé÷àñ ìû íå
ìîæåì èñ÷åðïûâàþùå îáúÿñíèòü ïî÷åìó. Âîçìîæíî,
èìååò ìåñòî íåñïåöèôè÷åñêàÿ ñîðáöèÿ áåëêà. Íî ìû íå
èñêëþ÷àåì è äðóãîé ìåõàíèçì.

Ïðèâåäåííûå âûøå 2D-ýëåêòðîôîðåãðàììû 26S ïðî-
òåàñîì, ñêîíöåíòðèðîâàííûõ òðåìÿ ðàçëè÷íûìè ñïîñîáà-
ìè, ïîêàçàëè ïî÷òè èäåíòè÷íóþ (îñîáåííî â îáëàñòè 20S)
êàðòèíó ðàñïðåäåëåíèÿ áåëêîâûõ ñóáúåäèíèö. Ìîæíî
áûëî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî òàêîå ñòðóêòóðíîå ñõîäñòâî ñòà-
íåò ïðåäïîñûëêîé äëÿ âûÿâëåíèÿ ñõîäñòâà è ôóíêöèî-
íàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê 26S ïðîòåàñîì. Îäíàêî, êàê ïîêà-
çàëè íàøè ýêñïåðèìåíòû, ìû íå îáíàðóæèëè òàêîãî ïîä-
òâåðæäåíèÿ. Íàïðîòèâ, ôóíêöèîíàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè
26S ïðîòåàñîì, à èìåííî èõ ïåïòèäàçíûå àêòèâíîñòè,
ïðÿìî çàâèñåëè îò ñïîñîáà âûäåëåíèÿ è êîíöåíòðèðîâà-
íèÿ êîìïëåêñîâ. ×åì áîëåå ùàäÿùèì áûë ñïîñîá âûäåëå-
íèÿ è êîíöåíòðèðîâàíèÿ, òåì ëó÷øå ñîõðàíÿëèñü èíòàêò-
íàÿ ñòðóêòóðà è ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü 26S ïðîòåà-
ñîì. Ïîëó÷åííûå äàííûå ÿâëÿþòñÿ ïðåäâàðèòåëüíûìè è
íóæäàþòñÿ â äîïîëíèòåëüíîì ýêñïåðèìåíòàëüíîì ðàçâè-
òèè. Íî, ïîäâîäÿ èòîã, õîòåëîñü áû ñêàçàòü, ÷òî âðÿä ëè
ñóùåñòâóåò óíèâåðñàëüíûé ñïîñîá âûäåëåíèÿ 26S ïðîòå-
àñîì, óäîâëåòâîðÿþùèé âñåì òðåáîâàíèÿì ñðàçó. Âûáîð
óñëîâèé è ìåòîäà âûäåëåíèÿ ñóáêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð
îïðåäåëÿåòñÿ êàæäûé ðàç êîíêðåòíîé çàäà÷åé èññëåäîâà-
òåëÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå ÔÖÏ «Íàó÷íûå è íàó÷íî-ïåäàãîãè÷åñêèå êàäðû
èííîâàöèîííîé Ðîññèè íà 2009—2013 ãã.» (¹ 8787 è
8280) è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé (ïðîåêò 13-04-01024).
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The 26S proteasome is a multi-subunit protein complex that consists of the catalytic 20S and regulatory
19S sub-complexes. The most well studied function of proteasomes is specific degradation of proteins. There
are several purification schemes for obtaining the preparations of 26S proteasomes. An important step in purifi-
cation of 26S proteasomes is concentration of the purified material for subsequent analysis of its biochemical
functions. In this report we showed that the subunits composition of 26S proteasomes that have been concentra-
ted by the different modes at the latest stage of their preparation is identical. However, the concentrating mode
differently affects the functional activity of these complexes.

K e y w o r d s: proteasome, proteasome subunits, 2D-electrophoresis, peptidase activity, polyetilen glicol.
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