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Ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì

Ïðîòåàñîìû âûñòóïàþò â êà÷åñòâå îñíîâíîãî íåëèçîñîìàëüíîãî àïïàðàòà âíóòðèêëåòî÷íîãî ïðîòå-
îëèçà è ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè áîëüøèíñòâà âàæíåéøèõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ. Íåñìîòðÿ íà
çíà÷èòåëüíûé ïðîãðåññ â ïîíèìàíèè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ïðîòåàñîì, íåêîòîðûå âîïðîñû, â ÷àñòíîñòè
ÐÍÊàçíàÿ àêòèâíîñòü ýòèõ ðèáîíóêëåîïðîòåèíîâûõ êîìïëåêñîâ è åå ðåãóëÿöèÿ, îñòàþòñÿ ìàëîèññëåäî-
âàííûìè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå îáíàðóæåíî, ÷òî ðÿä áåëêîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ïî ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé
ïîäâèæíîñòè ñóáúåäèíèöàì 20S êîðîâîãî êîìïëåêñà ïðîòåàñîì, îáëàäàåò ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àêòèâ-
íîñòüþ ïî îòíîøåíèþ ê ñìûñëîâîé è àíòèñìûñëîâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì 3R-ÍÒÐ ìÐÍÊ c-myc.
Ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèé àíàëèç òðèïòè÷åñêèõ ãèäðîëèçàòîâ äàííûõ áåëêîâ ïîêàçàë ïðèñóòñòâèå â
ïðîáàõ ñóáúåäèíèö 20S ïðîòåàñîìû — a1 (PSMA6), a5 (PSMA5), a6 (PSMA1) è a7 (PSMA3). Âûÿâëåíû
ðÿä íîâûõ ñàéòîâ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ñóáúåäèíèö a1 (PSMA6) è a7 (PSMA3), à òàêæå ñóùåñòâîâàíèå
ôîðìû ñóáúåäèíèöû a5 (PSMA5) ñ äåëåöèåé 20 N-êîíöåâûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Íàáëþäàåìûå
ðàçëè÷èÿ â ïðîÿâëåíèè èíäèâèäóàëüíûìè ñóáúåäèíèöàìè ýíäîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòè, ïî-âèäèìîìó,
îáúÿñíÿþòñÿ ïîñòòðàíñëÿöèîííûìè ìîäèôèêàöèÿìè äàííûõ áåëêîâ, â ÷àñòíîñòè ôîñôîðèëèðîâàíèåì.
Ïîêàçàíî, ÷òî ñïåöèôè÷íîñòü ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòè èçìåíÿåòñÿ ïðè äåôîñôîðèëèðîâàíèè ïðîòåàñîì, à
òàêæå ïîä âëèÿíèåì êàòèîíîâ Ñà è Mg. Ñäåëàíû âûâîäû î âëèÿíèè ñòàòóñà ÏÒÌ ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì
íà ñïåöèôè÷íîñòü èõ ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïðîòåàñîìû, ðèáîíóêëåàçû, ñòàáèëüíîñòü ìÐÍÊ, ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìîäè-
ôèêàöèè, ôîñôîðèëèðîâàíèå, ìàññ-ñïåêòðîìåòðèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: 3R-HTP — 3R-íåòðàíñëèðóåìàÿ îáëàñòü, ÏÒÌ — ïîñòòðàíñëÿöèîííûå
ìîäèôèêàöèè áåëêîâ, CIAP — ùåëî÷íàÿ ôîñôàòàçà êèøå÷íèêà òåëåíêà, MALDI-TOF/TOF, MS/MS —
òàíäåìíàÿ âðåìÿïðîëåòíàÿ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèÿ ñ ìàòðè÷íî-àññîöèèðîâàííîé ëàçåðíîé äåñîðá-
öèåé—èîíèçàöèåé.

Ïðîòåàñîìû âñòðå÷àþòñÿ â êëåòêàõ ïî÷òè âñåõ îðãà-
íèçìîâ îò àðõåáàêòåðèé äî ÷åëîâåêà è ïðåäñòàâëÿþò ñî-
áîé áåëêîâûå êîìïëåêñû, ñîñòîÿùèå èç áîëåå ÷åì 20 ðàç-
ëè÷íûõ ñóáúåäèíèö. Ïðîòåàñîìû îáíàðóæèâàþòñÿ êàê â
ÿäðå, òàê è â öèòîïëàçìå, ïðè ðàçëè÷íûõ èçìåíåíèÿõ ñïî-
ñîáíû èçìåíÿòü ñâîþ ëîêàëèçàöèþ âíóòðè êëåòêè, à òàê-
æå ýêñêðåòèðîâàòüñÿ âî âíåøíþþ ñðåäó èëè èìïîðòèðî-
âàòüñÿ èç íåå. 20S êîðîâàÿ ÷àñòèöà ïðîòåàñîìû ïðåäñòàâ-
ëÿåò ñîáîé ïîëûé öèëèíäð, ñîñòàâëåííûé èç ñóáúåäèíèö
äâóõ òèïîâ — a è b Konstantinova et al., 2008; Mittenberg
et al., 2008; Ìîèñååâà è äð., 2010).

Äî íåäàâíåãî âðåìåíè âàæíåéøåé ôóíêöèåé ïðîòåà-
ñîì ñ÷èòàëèñü ó÷àñòèå â óáèêâèòèíçàâèñèìîì ïðîòåîëèçå
è îòâåòñòâåííîñòü çà ðàñùåïëåíèå áîëüøèíñòâà êëåòî÷-
íûõ áåëêîâ, îäíàêî â êîíöå ïðîøëîãî âåêà áûëà îáíàðó-
æåíà ñïîñîáíîñòü ïðîòåàñîì ñïåöèôè÷åñêè ðàñùåïëÿòü
íåêîòîðûå ÐÍÊ (Pouch et al., 1995). Äàëüíåéøèå èññëåäî-
âàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ýíäîðèáîíóêëåàçíàÿ àêòèâíîñòü ïðî-
òåàñîì ÿâëÿåòñÿ ñïåöèôè÷íîé, à òàêæå ìîæåò ðåãóëèðî-
âàòüñÿ ñ ïîìîùüþ ìîäèôèêàöèè ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì è
èçìåíåíèÿ ñîñòàâà ðåàêöèîííîé ñðåäû (Petit et al., 1997a,

1997b; Jarrousse et al., 1999; Åâòååâà è äð., 2000, 2003;
Ìèòòåíáåðã è äð., 2002à, 2002á, 2007; Ballut et al., 2003;
Gautier-Bert et al., 2003; Êóëè÷êîâà è äð., 2004à, 2004á,
2005; Òîêòàðîâà è äð., 2004; Tsimokha et al., 2007; Kulich-
kova et al., 2010; Dielen et al., 2011). Îáíàðóæåíû ïî êðàé-
íåé ìåðå äâå ñóáúåäèíèöû ïðîòåàñîì, îòâå÷àþùèå çà
ÐÍÊàçíóþ àêòèâíîñòü, ïðè÷åì îáå îíè îòíîñÿòñÿ ê a-òè-
ïó (Petit et al., 1997a, 1997b; Jorgensen, Hendil, 1999). Ýòè
ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ñäåëàòü ïðåäïîëîæåíèå î íàëè÷èè
ó a-ñóáúåäèíèö, èãðàþùèõ âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè äî-
ñòóïà ñóáñòðàòîâ â ïðîòåàñîìó (Fedorova et al., 2011) è
ïðèñîåäèíåíèè ðåãóëÿòîðíûõ êîìïëåêñîâ, äîïîëíèòåëü-
íîé ôóíêöèè — ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòè. Àíàëî-
ãè÷íî òîìó, êàê b-ñóáúåäèíèöû îòâå÷àþò çà ðàñùåïëåíèå
áåëêîâ ïðîòåàñîìîé, ñóáúåäèíèöû a-òèïà ìîãóò îòâå÷àòü
çà ðàñùåïëåíèå ÐÍÊ. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
a5-ñóáúåäèíèöà 20S ïðîòåàñîìû ñïîñîáíà ðàñùåïëÿòü
ìÐÍÊ ð53 è 3R-ÍÒÐ ìÐÍÊ c-myc (Kulichkova et al., 2010).
Áåëîê ð53 ÿâëÿåòñÿ âàæíåéøèì îíêîñóïðåññîðîì ÷åëîâå-
êà (Barlev et al., 2010) è ðåãóëèðóåòñÿ íà óðîâíå êàê áåë-
êîâîé ñòàáèëüíîñòè, òàê è ìÐÍÊ (Marouco et al., 2013).
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Ñîâìåùåíèå äâóõ êàòàëèòè÷åñêèõ àêòèâíîñòåé äåëà-
åò ïðîòåàñîìó âàæíåéøèì ýëåìåíòîì ñèñòåìû ðåãóëÿöèè
ýêñïðåññèè ãåíîâ. Èçìåíåíèå ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿ-
íèÿ êëåòêè îáû÷íî ñîïðîâîæäàåòñÿ ýëèìèíàöèåé ïðîäóê-
òîâ îïðåäåëåííûõ ãåíîâ. Áëàãîäàðÿ íàëè÷èþ ó ïðîòåàñî-
ìû ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòè ìîæíî ñäåëàòü ïðåäïîëîæåíèå
î òîì, ÷òî îíà ñïîñîáíà íå òîëüêî â êðàò÷àéøèå ñðîêè
ðàñùåïèòü áåëîê ñ ïîìîùüþ óáèêâèòèíçàâèñèìîãî ìåõà-
íèçìà, íî è îäíîâðåìåííî ñïîñîáñòâîâàòü óäàëåíèþ èç
êëåòêè åãî ìÐÍÊ, òàêèì îáðàçîì ïðåäîòâðàùàÿ ñèíòåç
äàííîãî áåëêà (Konstantinova et al., 2008).

Äëÿ ïðîâåðêè ýòîé ãèïîòåçû íåîáõîäèìî áîëåå äå-
òàëüíîå èññëåäîâàíèå ñâîéñòâ ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àê-
òèâíîñòè ïðîòåàñîì. Íàìè áûë âûáðàí ìåòîä ðàçäåëåíèÿ
ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì ñ ïîìîùüþ äâóõìåðíîãî ýëåêò-
ðîôîðåçà ñ ïîñëåäóþùåé ýêñòðàêöèåé èç ãåëÿ áåëêîâ,
ñîîòâåòñòâóþùèõ ïî ìîëåêóëÿðíîé ìàññå ñóáúåäèíèöàì
20S ïðîòåàñîìû, äëÿ èññëåäîâàíèÿ èõ ýíäîðèáîíóêëå-
àçíîé àêòèâíîñòè, à òàêæå èäåíòèôèêàöèè ñóáúåäèíèö
ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèìè ìåòîäàìè. Â êà÷åñòâå ÐÍÊ-
ñóáñòðàòîâ âûáðàëè ñìûñëîâóþ è àíòèñìûñëîâóþ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè 3R-ÍÒÐ ìÐÍÊ c-myc, ïîñêîëüêó îíè ñîäåð-
æàò AU-áîãàòûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå ïðåäïîëî-
æèòåëüíî ÿâëÿþòñÿ ñèãíàëîì äëÿ äåãðàäàöèè äàííîé
ÐÍÊ ïðîòåàñîìàìè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê ïðîýðèòðîëåéêåìèè
÷åëîâåêà ëèíèè K562, ïîëó÷åííûõ èç Ðîññèéñêîé êîëëåê-
öèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ), ïðî-
âîäèëè ïðè 37 °Ñ â ñðåäå RPMI 1640, ñîäåðæàùåé 10 %
ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè, â ïðèñóòñòâèè
0.004 % ãåíòàìèöèíà.

Ïîñëå âûðàùèâàíèÿ â êóëüòóðå êëåòêè îñàæäàëè öåí-
òðèôóãèðîâàíèåì (K-23; 1000 îá/ìèí, 10 ìèí, 4 °Ñ) è
õðàíèëè ïðè –70 °Ñ.

Â û ä å ë å í è å ö è ò î ï ë à ç ì à ò è ÷ å ñ ê è õ ï ð î ò å à-
ñ î ì îñóùåñòâëÿëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå (Kulichkova
et al., 2010).

Ä â ó õ ì å ð í û é ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç ñ ó á ú å ä è í è ö
ï ð î ò å à ñ î ì ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó Î’Ôàððåëë (O’Far-
rell, 1975) ñ ïîñëåäóþùèì ðàçäåëåíèåì áåëêîâ ïî ìîëå-
êóëÿðíûì ìàññàì ïî Ëýììëè (Laemmli, 1970).

Ì à ñ ñ - ñ ï å ê ò ð î ì å ò ð è ÷ å ñ ê à ÿ è ä å í ò è ô è ê à-
ö è ÿ á å ë ê î â ï ð î ò å à ñ î ì. Ïÿòíà, âûðåçàííûå èç ãåëåé
ïîñëå äâóõìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà, ïîäâåðãàëè, ïðåäâàðè-
òåëüíî îáåññîëèâ ïðîáû, òðèïñèíîëèçó â ãåëå (îáðàáîòêó
ïðîâîäèëè â 50 ìÌ ðàñòâîðå áèêàðáîíàòà àììîíèÿ, ñî-
äåðæàùåì 50 ìêã Trypsin Gold (Promega, ÑØÀ) íà òî÷êó,
ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå íî÷è). Ýêñòðàêöèþ ïåïòèäîâ èç ãåëÿ
ïðîâîäèëè ïîñëåäîâàòåëüíî 0.1%-íîé ÒÔÓ, 50%-íûì
âîäíûì àöåòîíèòðèëîì ñ 0.1%-íîé ÒÔÓ è ÷èñòûì àöåòî-
íèòðèëîì. Ýêñòðàêòû îáúåäèíÿëè è ñóøèëè â ðîòàöèîí-
íîì âàêóóìíîì êîíöåíòðàòîðå SpeedVac (ÑØÀ). Ïðîáû
ðàñòâîðÿëè â 50%-íîì âîäíîì àöåòîíèòðèëå ñ 0.1%-íîé
ÒÔÓ, âûñóøèâàëè íà âàêóóìíîé öåíòðèôóãå, ïîñëå ÷åãî
ðàñòâîðÿëè â 50%-íîì âîäíîì àöåòîíèòðèëå ñ 0.1%-íîé
ÒÔÓ è 0.1%-íîé ìàòðèöåé ÑÍÑÀ (Sigma, ÑØÀ) è íàíî-
ñèëè íà ÌÀËÄÈ-ìèøåíè. Ìàññ-ñïåêòðû ïîëó÷àëè íà
òàíäåìíîì âðåìÿïðîëåòíîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðå Ultraflex
MALDI TOF/TOF (Bruker Daltonics, Ãåðìàíèÿ). Àíàëèç
MS è MS/MS- ñïåêòðîâ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïå-
öèàëèçèðîâàííîãî ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Bruker

Daltonics â ïîèñêîâîé ñèñòåìå MASCOT (ëèáî Protein
Prospector) ïî ìåæäóíàðîäíûì áåëêîâûì áàçàì äàííûõ
UniProtKB/Swiss-Prot/NCBI.

Ò ð à í ñ ê ð è ï ö è ÿ i n v i t ro. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ôðàã-
ìåíòà 3R-ÍÒÐ ìÐÍÊ c-myc èñïîëüçîâàëè âåêòîð pGEM, â
êîòîðûé áûëà âñòàâëåíà èñêîìàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü.
Òðàíñêðèïöèþ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì [a-32Ð] ÖÒÔ
ÐÍÊ ïîëèìåðàçîé ôàãà SP6 èëè Ò7 äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñìûñ-
ëîâîãî èëè àíòèñìûñëîâîãî òðàíñêðèïò ñîîòâåòñòâåííî.

Ñìûñëîâàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü 3R-ÍÒÐ ìÐÍÊ c-myc:
1702ggaaaaguaaggaaaacgauuccuucuaacagaaauguccugagcaau
caccuaug aacuuguuucaaaugcaugaucaaaugcaaccucacaaccuug
gcugagucuugagacugaaag1822auuuagccauaauguaaacugccucaa
auuggacuuugggcauaaaaga acuuuuuuaugcuuaccaucuuuuuuuu
uucuuuaacagauuugu 1916auuuaagaauuguuuuuaaaaaauuuuaag
1946auuuacacaauguuucucuguaaauauugccauuaaauguaaauaacu
uuaauaaaacguuuauagcaguuacacagaa uuucaauccuaguauauagu
accuaguauuauagguacuauaaacc cuaauuuuuuuu 2083auuuaagua
cauuuugcuuuuuaaa guugauuuuuuucuauuguuuuuagaaaaaauaa
aauaacuggcaaauauaucauugagccaaaaaaaaaaaaaaaaaaa2189a.

Àíòèñìûñëîâàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü 3R-ÍÒÐ ìÐÍÊ
c-myc: 2189uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuggcucaaugauauauuugcc
aguuauuuuauuuuuucuaaaaacaauagaaaaaaaucaacuuuaaaaagc
caaaauguacuuaaauaaaaaaaauuaggguuuauaguaccuauaauacua
gguacuauauacuaggauugaaauucuguguaacugcuauaaacguuuua
uuaaaguuauuu1985acauuu1979aauggcaauauuu1966acagagaaaca
uuguguaaaucuuaaaauuuuuuaaaaacaauucuuaaauacaaaucuguu
aaagaaaaaaaaaagaugguaagcauaaaaaaguucuuuuaugcccaaaguc
caauuugaggcaguuuacauuauggcuaaaucuuucagucucaagacucag
ccaagguugugaggu ugcauuugaucaugcauuugaaacaaguucauagg
gugauugcucaggacauuucuguuagaaggaaucguuuuccuuacuuuu
c1702c.

Î á ð à á î ò ê ó Ð Í Ê ñ ó á ú å ä è í è ö à ì è ï ð î ò å à-
ñ î ì âåëè â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 20 ìÌ HEPES pH 7.6 è
1 ìÌ ÀÒÔ, â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 °Ñ (â îòäåëüíûõ ýêñ-
ïåðèìåíòàõ áóôåð ñîäåðæàë 10 ìÌ CaCl2 èëè 10 ìÌ
MgCl2). Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ ñòàòóñà ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì íà èõ àêòèâíîñòü ïåðåä îáðàáîò-
êîé ÐÍÊ ïðîâîäèëè äåôîñôîðèëèðîâàíèå áåëêîâ ùåëî÷-
íîé ôîñôàòàçîé êèøå÷íèêà òåëåíêà (CIAP).

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 â ä å-
í à ò ó ð è ð ó þ ù è õ ó ñ ë î â è ÿ õ. Ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäè-
ëè â 5%-íîì àêðèëàìèäíîì ãåëå ñ 7 Ì ìî÷åâèíîé, íà áó-
ôåðå ÒÂÅ.

Ì à ò å ð è à ë û. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñðåäó RPMI
1640 è ãëóòàìèí (Áèîëîò, Ðîññèÿ); ãåíòàìèöèí (ÊRÊÀ,
Ñëîâåíèÿ) è ôåíîë, õëîðîôîðì, ýòàíîë, óêñóñíóþ êèñëî-
òó, ãëèöåðèí è KCl (Ðîññèÿ); àêðèëàìèä, äèòèîòðåéòîë è
ãëèöèí (Amresco, ÑØÀ); ýìáðèîíàëüíóþ òåëÿ÷üþ ñûâî-
ðîòêó (Gibco, ÑØÀ); ìåòèëåí-áèñàêðèëàìèä, ÝÄÒÀ, àöå-
òàò ìàãíèÿ, òåòðàìåòèëýòèëåíäèàìèí, ïåðñóëüôàò àììî-
íèÿ, ìî÷åâèíó, áîðíóþ êèñëîòó, ÑÍÑÀ è ÀÒÔ (Sigma,
ÑØÀ); òðèñ-ãèäðîêñèìåòèëàìèíîìåòàí è äîäåöèëñóëü-
ôàò íàòðèÿ (Promega, ÑØÀ); áðîìèñòûé ýòèäèé è PMSF
(Serva, Ãåðìàíèÿ); NaCl è CH3COONa (Merck, Ãåðìàíèÿ);
HEPES (Biochrom KG, Ãåðìàíèÿ); SP6 è Ò7 ÐÍÊ-ïîëè-
ìåðàçû è CIAP (MBI Fermentas, Ëèòâà); àìôîëèíû,
ðÍ 3—10, a-32Ð-ÖÒÔ è ÖÄÔ (GE Healthcare, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ì à ñ ñ - ñ ï å ê ò ð î ì å ò ð è ÷ å ñ ê à ÿ è ä å í ò è ô è ê à-
ö è ÿ ñ ó á ú å ä è í è ö ï ð î ò å à ñ î ì , î á ë à ä à þ ù è õ ý í-
ä î ð è á î í ó ê ë å à ç í î é à ê ò è â í î ñ ò ü þ. Ñóáúåäèíèöû
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Ðèñ. 1. Äâóõìåðíûé ýëåêòðîôîðåç ñóáúåäèíèö 26S ïðîòåàñîì.

Öèôðàìè 1—20 îáîçíà÷åíû ïÿòíà, ïðåäïîëîæèòåëüíî ñîîòâåòñòâóþùèå ñóáúåäèíèöàì 20S ïðîòåàñîì, ýêñòðàêòû èç êîòîðûõ èññëåäîâàëè
ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèìè ìåòîäàìè, à òàêæå ïðîâåðÿëè íà íàëè÷èå ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòè.



ïðîòåàñîì, âûäåëåííûõ èç öèòîïëàçìû êëåòîê K562,
áûëè ðàçäåëåíû ñ ïîìîùüþ äâóõìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà
(ðèñ. 1). Áåëêè, ñîîòâåòñòâóþùèå ïî ìîëåêóëÿðíûì ìàñ-
ñàì ñóáúåäèíèöàì 20S ïðîòåàñîìû, áûëè ýêñòðàãèðîâà-
íû èç ãåëÿ, ïîñëå ÷åãî èññëåäîâàíû íà íàëè÷èå ýíäîðèáî-
íóêëåàçíîé àêòèâíîñòè ïî îòíîøåíèþ ê äâóì ðàçëè÷íûì
ñóáñòðàòàì â ïðèñóòñòâèè èëè â îòñóòñòâèå äâóõâàëåíò-
íûõ êàòèîíîâ, à òàêæå ïîñëå äåôîñôîðèëèðîâàíèÿ äàííî-
ãî áåëêà ñ ïîìîùüþ CIAP (ðèñ. 2, 3). Â êà÷åñòâå ñóáñòðà-
òîâ âûáðàëè ñìûñëîâîé è àíòèñìûñëîâîé òðàíñêðèïòû
3R-ÍÒÐ ìÐÍÊ c-myc ÷åëîâåêà, ñèíòåçèðîâàííûå in vitro â
ïðèñóòñòâèè ðàäèîàêòèâíî ìå÷åííîãî CTP.

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî 20S ïðîòåàñîìû ñïîñîáíû
ðàñùåïëÿòü ìîëåêóëû ÐÍÊ ïî AUUUA-ñàéòàì, ïðè÷åì â
îðèãèíàëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ êîëè÷åñòâî ðàçðåçîâ, âíå-
ñåííûõ ïðè ýíäîíóêëåîëèçå, ñîîòâåòñòâîâàëî ÷èñëó òà-
êèõ ñàéòîâ â ïðåäëîæåííîì ÐÍÊ-ñóáñòðàòå (Petit et al.,
1997b). Âûáðàííûé íàìè â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà ôðàãìåíò
3R-ÍÒÐ ìÐÍÊ c-myc ÷åëîâåêà äëèíîé 488 íóêëåîòèäîâ
òàêæå ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé AU-áîãàòûé ó÷àñòîê, êîòîðûé
ñîäåðæèò ÷åòûðå AUUUA-ñàéòà â ñâîåé ñìûñëîâîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè è òðè — â àíòèñìûñëîâîé.

×èñëî ôðàãìåíòîâ, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå ýíäî-
íóêëåîëèçà ýòèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñóáúåäèíèöàìè
ïðîòåàñîì, íå ñîîòâåòñòâîâàëî êîëè÷åñòâó AUUUA-ñàé-
òîâ â íèõ. Áîëåå òîãî, àíòèñìûñëîâàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
îêàçàëàñü ðàçðåçàííîé íà áîëüøåå ÷èñëî ÷àñòåé, ÷åì
ñìûñëîâàÿ, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî AUUUA-ó÷àñòêîâ â íåé
ìåíüøå. Ýòî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î íàëè÷èè â íóê-
ëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÐÍÊ-ñóáñòðàòà äðóãèõ
ñàéòîâ, óçíàâàåìûõ ñóáúåäèíèöàìè ïðîòåàñîì. Ñêîðåå
âñåãî, èçó÷àåìûå áåëêè ìîãóò óçíàâàòü áëèçêèå ê
AUUUA ïîñëåäîâàòåëüíîñòè — AUUAA, AUUAU è äð.
Äðóãîå âåðîÿòíîå îáúÿñíåíèå òàêîé ñïåöèôè÷íîñòè ñî-
ñòîèò â òîì, ÷òî âòîðè÷íàÿ ñòðóêòóðà ÐÍÊ ìîæåò ñïîñîá-
ñòâîâàòü èëè, íàîáîðîò, ïðåïÿòñòâîâàòü ñâÿçûâàíèþ ñóá-
ñòðàòà ñ ôåðìåíòîì, èçìåíÿÿ ñïåêòð óçíàâàåìûõ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé. Â ëþáîì ñëó÷àå ðåçóëüòàòû íàøèõ
èññëåäîâàíèé ïîäòâåðæäàþò äàííûå íà÷àëà âåêà î äåñòà-
áèëèçàöèè ÐÍÊ ïðè íàëè÷èè â åå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
AU-áîãàòûõ ó÷àñòêîâ (Tourriere et al., 2002).

Ýêñïåðèìåíòû ïî ðàñùåïëåíèþ 3R-ÍÒÐ ìÐÍÊ c-myc
ïîêàçàëè, ÷òî ñðåäè 20 èññëåäîâàííûõ íàìè ýêñòðàêòîâ
ñîäåðæèòñÿ îêîëî 10 áåëêîâ, ñïîñîáíûõ ðàñùåïëÿòü ïî
êðàéíåé ìåðå îäèí èç ïðåäëîæåííûõ ñóáñòðàòîâ â êà-
êèõ-ëèáî óñëîâèÿõ, ïðè÷åì ýíäîðèáîíóêëåàçíàÿ àêòèâ-
íîñòü ýòèõ áåëêîâ çàâèñèò îò ñòàòóñà èõ ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ, à òàêæå îò íàëè÷èÿ â ñðåäå èîíîâ Ca2+ è Mg2+.

Äëÿ èäåíòèôèêàöèè â èññëåäîâàííûõ ýêñòðàêòàõ
ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì áûë ïðîâåäåí ìàññ-ñïåêòðîìåòðè-
÷åñêèé àíàëèç ïðåïàðàòîâ áåëêîâ, ñîäåðæàùèõñÿ â íàèáî-
ëåå èíòåíñèâíûõ ïÿòíàõ íà ãåëå ïîñëå äâóõìåðíîãî ýëåê-
òðîôîðåçà.

À í à ë è ç á å ë ê î â, ñ î ä å ð æ à ù è õ ñ ÿ â ï ÿ ò í à õ
1—5 (çäåñü è äàëåå — íà ðèñ. 1). Ðàñïîëîæåíèå ïÿòåí
1—5 íà ãåëå ïîñëå äâóõìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà ïîçâîëÿåò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â êàæäîì èç óêàçàííûõ ïÿòåí ñîäåð-
æèòñÿ ñìåñü áåëêîâ, èìåþùèõ áëèçêèå çíà÷åíèÿ ìîëåêó-
ëÿðíîé ìàññû è pI è îòëè÷àþùèõñÿ äðóã îò äðóãà ïî-
ñòòðàíñëÿöèîííûìè ìîäèôèêàöèÿìè (òàáë. 1). Ïîëó÷åí-
íûå äëÿ äàííûõ ïðåïàðàòîâ ìàññ-ñïåêòðû ïðåäñòàâëåíû
íà ðèñ. 4.

Ïî êîëè÷åñòâó ñèãíàëîâ è ïåðåêðûâàíèþ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ìîæíî ñóäèòü î ñîñòàâå ñìåñè (òàáë. 2), â êîòî-
ðûé âõîäÿò ñóáúåäèíèöà 20S ïðîòåàñîìû a7 (PSMA3), à

òàêæå ñóáúåäèíèöû ïðîòåàñîìíîãî àêòèâàòîðà ÐÀ28 —
ÐÀ28a (PSME1), ÐÀ28b (PSME2) è ÐÀ28g (PSME3).

Êàæäûé èç óêàçàííûõ áåëêîâ ïðåäñòàâëåí áîëü-
øèì êîëè÷åñòâîì èíäèâèäóàëüíûõ ïåïòèäîâ ñ äîñòàòî÷-
íî âûñîêîé ñòåïåíüþ ïåðåêðûâàíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
(òàáë. 2), îñîáåííî â ïðîáàõ ñ íàèáîëüøåé èíòåíñèâíî-
ñòüþ îêðàñêè ïÿòíà. Ïðîöåíò ïåðåêðûâàíèÿ ïîñëåäîâàòå-
ëüíîñòåé ïîçâîëÿåò íàì ñ âûñîêîé äîëåé âåðîÿòíîñòè
ïðåäïîëàãàòü íàëè÷èå óêàçàííûõ áåëêîâ â ïðîáàõ. Òàêæå
äàííûå ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà ïðåêðàñíî ñî-
ãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åííûìè â õîäå ýêñïåðè-
ìåíòà ïî èññëåäîâàíèþ ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòè.

Ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî â ïðîáàõ 1—5 ñîäåðæèòñÿ
îäèí è òîò æå íàáîð ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì ñ ðàçëè÷íû-
ìè ìîäèôèêàöèÿìè, âïîëíå ïîäòâåðæäàåòñÿ ìàññ-ñïåê-
òðîìåòðè÷åñêèì àíàëèçîì. Êðîìå òîãî, äëÿ ïîäòâåðæäå-
íèÿ ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ áûëè ïðîâåäåíû äâà
MS/MS-àíàëèçà äëÿ ñèãíàëîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ìàññå
1821.92 â ïðîáå 2 (ðèñ. 5) è ìàññå 1519.83 â ïðîáå 3
(ðèñ. 6). Íà ðèñóíêàõ óêàçàíû ñèãíàëû, ñîîòâåòñòâóþùèå
Y-èîíàì. Ïîëíûé íàáîð ñèãíàëîâ (Y1—Y15) ïîçâîëÿåò
íàì óòâåðæäàòü, ÷òî â ïðîáå 2 ñîäåðæèòñÿ ñóáúåäèíèöà
PA28b, à â ïðîáå 3 ñîîòâåòñòâåííî PA28a. Âûáðàííûå
äëÿ MS/MS-àíàëèçà ïåïòèäû, êðîìå òîãî ÷òî ÿâëÿþòñÿ
èíäèâèäóàëüíûìè, êàê â ñëó÷àå PA28a, òàê è äëÿ PA28b,
íå íåñóò ÏÒÌ. Äàííûå ñèãíàëû ïðèñóòñòâóþò âî âñåõ
ñïåêòðàõ ñåðèè 1—5, ÷òî íàðÿäó ñ íåïîñðåäñòâåííûì
ñðàâíèòåëüíûì àíàëèçîì ïîäòâåðæäàåò íàëè÷èå ïî êðàé-
íåé ìåðå ýòèõ äâóõ ñóáúåäèíèö â ïðîáàõ 1—5.

Èññëåäîâàíèÿ äàííûõ áåëêîâûõ ïðåïàðàòîâ íà íàëè-
÷èå ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòè ïîêàçàëè, ÷òî âñå
îíè ñïîñîáíû ðàñùåïëÿòü àíòèñìûñëîâîé òðàíñêðèïò
ôðàãìåíòà 3R-íåòðàíñëèðóåìîé îáëàñòè ìÐÍÊ c-myc ÷å-
ëîâåêà. Àêòèâíîñòè ýêñòðàêòîâ ïÿòåí 1—5 âî ìíîãîì
ñõîäíû ïî çàâèñèìîñòè îò óñëîâèé ðåàêöèè ýíäîíóêëåî-
ëèçà. Â ÷àñòíîñòè, ïðèñóòñòâèå 10 ìÌ Mg2+ ýôôåêòèâíî
ïîäàâëÿëî èõ ñïîñîáíîñòü ê ðàñùåïëåíèþ àíòèñìûñëî-
âîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè c-myc, â òî âðåìÿ êàê íàëè÷èå
èîíîâ Ñà2+, íàïðîòèâ, óâåëè÷èâàëî èõ àêòèâíîñòü. Â îò-
ñóòñòâèå äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ áåëêè èç ïÿòåí 1—5
ïðîÿâëÿëè îäèíàêîâóþ ñïîñîáíîñòü ê ýíäîíóêëåîëèçó
êàê ñìûñëîâîé, òàê è àíòèñìûñëîâîé ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé ïðåäëîæåííîé ìÐÍÊ, ÷òî ãîâîðèò î íåçíà÷èòåëüíî-
ñòè ìîäèôèêàöèé, êîòîðûå ïðèâåëè ê ïîÿâëåíèþ ïÿòè
ðàçëè÷íûõ ïÿòåí, äëÿ ïðîÿâëåíèÿ ýíäîðèáîíóêëåàçíîé
àêòèâíîñòè.

Ïðåïàðàòû áåëêîâ, ýêñòðàãèðîâàííûå èç ïÿòåí 1—5,
ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ òåðÿëè ñâîþ àêòèâíîñòü ïîñëå
îáðàáîòêè èõ ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé êèøå÷íèêà òåëåíêà.
Îäíàêî àêòèâíîñòü ïî-ðàçíîìó ôîñôîðèëèðîâàííûõ
ôîðì (1—5) ïðàêòè÷åñêè èäåíòè÷íà, ÷òî ãîâîðèò î òîì,
÷òî äàæå íàèìåíåå ôîñôîðèëèðîâàííûé èç ýòèõ áåëêîâ
ñîäåðæèò íåêîòîðîå êîëè÷åñòâî ôîñôàòíûõ ãðóïï, êîòî-
ðûå íåîáõîäèìû äëÿ ïðîÿâëåíèÿ èì ýíäîðèáîíóêëåàçíîé
àêòèâíîñòè è ìîãóò áûòü óäàëåíû äåôîñôîðèëèðîâàíè-
åì, à äîïîëíèòåëüíûå ìîäèôèêàöèè, êàê óæå ãîâîðèëîñü
âûøå, íà ýòó àêòèâíîñòü íå âëèÿþò.

Íè îäèí èç îáíàðóæåííûõ â èññëåäóåìûõ ýêñòðàêòàõ
áåëêîâ íå áûë ðàíåå îõàðàêòåðèçîâàí êàê îáëàäàþùèé
ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòüþ, ïîýòîìó ìû íå ìîæåì ñ óâåðåí-
íîñòüþ ãîâîðèòü î òîì, êàêîé èìåííî êîìïîíåíò èññëå-
äóåìîé ñìåñè îòâå÷àåò çà ñïîñîáíîñòü ïðåïàðàòîâ ê ýíäî-
ðèáîíóêëåîëèçó. Îïèðàÿñü íà ðàíåå âûäâèíóòóþ ãèïîòå-
çó î ñïåöèôè÷åñêîì íàçíà÷åíèè ñóáúåäèíèö a-òèïà äëÿ
ðàñùåïëåíèÿ ÐÍÊ, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êëþ÷åâûì
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Ðèñ. 2. Ðàäèîàâòîãðàôû ýëåêòðîôîðåãðàìì ñìûñëîâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 3R-ÍÒÐ ìÐÍÊ c-myc, ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííîé
áåëêîâûìè ýêñòðàêòàìè èç ïÿòåí 1—20 íà ðèñ. 1.

0 — â îòñóòñòâèå äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ, Mg — â ïðèñóòñòâèè 10 ìÌ MgCl2, Ca — â ïðèñóòñòâèè 10 ìÌ CaCl2, ÑIP — ïîñëå äåôîñôîðèëèðîâàíèÿ
ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé êèøå÷íèêà òåëåíêà. Ìàðêåð ñïðàâà (Ì) óêàçûâàåò äëèíó ôðàãìåíòà ÐÍÊ â íóêëåîòèäàõ. Ê — êîíòðîëü.
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Ðèñ. 3. Ðàäèîàâòîãðàôû ýëåêòðîôîðåãðàìì àíòèñìûñëîâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 3R-ÍÒÐ ìÐÍÊ c-myc, ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàí-
íîé áåëêîâûìè ýêñòðàêòàìè èç ïÿòåí 1—20 íà ðèñ. 1.

Îáúÿñíåíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 2.



êîìïîíåíòîì äàííîãî ïðåïàðàòà, îòâå÷àþùèì çà ýíäîðè-
áîíóêëåàçíóþ àêòèâíîñòü, ÿâëÿåòñÿ ñóáúåäèíèöà a7. Ýòà
ñóáúåäèíèöà â ñîñòàâå 20S ïðîòåàñîìû íàõîäèòñÿ â íå-
ïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò ñóáúåäèíèöû a1 (PSMA6),
êîòîðàÿ áûëà ðàíåå îõàðàêòåðèçîâàíà êàê ñïîñîáíàÿ ñâÿ-
çûâàòü ÐÍÊ (Bey et al., 1993) è îáëàäàþùàÿ ÐÍÊàçíîé àê-

òèâíîñòüþ (Petit et al., 1997a). Äåéñòâóÿ ñîãëàñîâàííî, ýòè
äâà áåëêà ìîãëè áû îñóùåñòâëÿòü ýôôåêòèâíîå ñïåöèôè-
÷åñêîå ñâÿçûâàíèå è ãèäðîëèç ÐÍÊ, ïðè÷åì ðàñïîëîæå-
íèå àêòèâíûõ öåíòðîâ íà äâóõ ðàçëè÷íûõ ñóáúåäèíèöàõ
äàâàëî áû äîïîëíèòåëüíûå âîçìîæíîñòè äëÿ òîíêîé ðå-
ãóëÿöèè ïðîöåññà ýíäîíóêëåîëèçà.

306 À. Ã. Ìèòòåíáåðã è äð.

Ðèñ. 4. Ìàññ-ñïåêòðû áåëêîâ, âûäåëåííûõ èç ïÿòåí 1—5 íà ðèñ. 1.

Çäåñü è íà ðèñ. 5—8 ïî ãîðèçîíòàëè — çíà÷åíèÿ ìàññà/çàðÿä, ïî âåðòèêàëè — èíòåíñèâíîñòü, îòí. åä.



Ñóáúåäèíèöû ðåãóëÿòîðíûõ êîìïëåêñîâ ðàíåå íå
ðàññìàòðèâàëèñü êàê âîçìîæíûå ïðåòåíäåíòû íà ðîëü
ÐÍÊàçíûõ öåíòðîâ ïðîòåàñîìû, îäíàêî ïîëó÷åííûå íàìè
ðåçóëüòàòû íå èñêëþ÷àþò âîçìîæíîñòè òîãî, ÷òî îäíà
èëè íåñêîëüêî èç íèõ ñïîñîáíû ê ñïåöèôè÷åñêîìó ðàñ-
ùåïëåíèþ ÐÍÊ. Âïîëíå âîçìîæíûì òàêæå ïðåäñòàâëÿåò-
ñÿ ó÷àñòèå ñóáúåäèíèö ÐÀ28 â ðåãóëÿöèè êàòàëèòè÷åñêîé
àêòèâíîñòè èëè ñïîñîáíîñòè ê ñâÿçûâàíèþ ÐÍÊ a-ñóáú-
åäèíèöàìè.

À í à ë è ç á å ë ê î â, ñ î ä å ð æ à ù è õ ñ ÿ â ï ÿ ò í à õ
7—10. Íàáîð ñèãíàëîâ â ñïåêòðàõ, ïîëó÷åííûõ äëÿ ãèä-
ðîëèçàòîâ áåëêîâ, ñîäåðæàùèõñÿ â ïðîáàõ 7—10, î÷åíü
ñõîæ (ðèñ. 7), ÷òî ïîçâîëÿåò ñäåëàòü ïðåäïîëîæåíèå î
ïðèñóòñòâèè â ýòèõ ïÿòíàõ îäíîãî è òîãî æå íàáîðà áåë-
êîâ. Ðàçëè÷èÿ â ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè ìîãóò
áûòü îáúÿñíåíû òåì, ÷òî â áåëêàõ, îáëàäàþùèõ ìåíüøåé
ìàññîé (ïÿòíà ¹ 7 è 8), îòñóòñòâóåò ôðàãìåíò ñ ìîë. ìàñ-
ñîé îêîëî 2 êÄà, â òî âðåìÿ êàê ðàçíèöà â çíà÷åíèè pI ÿâ-
ëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì ðàçëè÷íîé ñòåïåíè ìîäèôèêàöèè
ñóáúåäèíèö.

Ïÿòíà, ñîäåðæàùèå ñóáúåäèíèöó a5 (PSMA5), áûëè
âûÿâëåíû ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà (íå ïîêàçàíî).
Äàííûå, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷å-
ñêîãî àíàëèçà, ïîäòâåðäèëè ýòî ïðåäïîëîæåíèå (òàáë. 3).

Êàê âèäíî èç äàííûõ òàáë. 3, â ñïåêòðàõ, îòíîñÿùèõ-
ñÿ ê ïðîáàì 7—8, íå áûëî îáíàðóæåíî íè îäíîãî èç ñèã-
íàëîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ïåïòèäàì, ñîñòîÿùèì èç ïåðâûõ
20 àìèíîêèñëîò, â òî âðåìÿ êàê â ïðîáàõ 9—10 îíè ïðè-
ñóòñòâóþò. Ìîë. ìàññà äàííîãî ôðàãìåíòà ñîñòàâëÿåò
2.3 êÄà, ÷òî ïîçâîëÿåò ñäåëàòü ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî
èìåííî îòñóòñòâèå ýòîé N-êîíöåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ïðèâîäèò ê ðàçëè÷èþ â ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñ-
òè ìåæäó áåëêàìè èç ïðîá 7—8 è 9—10.

Òàêæå áûë îáíàðóæåí íàáîð ïåïòèäîâ, êîòîðûå ïðè-
ñóòñòâóþò âî âñåõ ÷åòûðåõ ïðîáàõ, ïðè÷åì â ïðîáàõ 8 è
10 äàííûå ïåïòèäû íå ìîäèôèöèðîâàíû, à â ïðîáàõ 7 è
9 ôîñôîðèëèðîâàíû. Â ÷àñòíîñòè, ïåïòèä, èìåþùèé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü ITSPLMEPSSIEK, â ïðîáå 7 íåñåò îäíó
ôîñôàòíóþ ãðóïïó, â ïðîáå 9 — äâå (òàáë. 6), à â ïðîáàõ 8
è 10 äàííàÿ ÏÒÌ îòñóòñòâóåò.

Òàêèì îáðàçîì, äàííûå ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè ïîäòâåð-
æäàþò íàëè÷èå ñóáúåäèíèöû a5 (PSMA5) â ïðîáàõ
7—10. Êðîìå òîãî, óäàëîñü ïîêàçàòü, ÷òî ôîñôîðèëèðî-
âàíèå êîððåëèðóåò ñî ñäâèãàìè ðI ðàññìàòðèâàåìûõ áåë-
êîâ, òàê êàê èçîôîðìû a5 èç ïðîá 7 è 9 îòëè÷àþòñÿ îò
èçîôîðì èç ïðîá 8 è 10 ñîîòâåòñòâåííî íàëè÷èåì äîïîë-
íèòåëüíûõ ôîñôàòíûõ ãðóïï è ñäâèãîì èçîýëåêòðè÷å-
ñêèõ òî÷åê.

Áåëêè èç ïÿòåí 7—10 áûëè èññëåäîâàíû íà íàëè÷èå
ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòè, è áûëà ïîêàçàíà èõ ñïî-
ñîáíîñòü ê ñïåöèôè÷åñêîìó ðàñùåïëåíèþ êàê ñìûñëî-
âîé, òàê è àíòèñìûñëîâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé 3R-ÍÒÐ
ìÐÍÊ c-myc ÷åëîâåêà. Îäíàêî õàðàêòåðèñòèêè äàííîé àê-
òèâíîñòè èññëåäóåìûõ áåëêîâ íåñêîëüêî ðàçëè÷àëèñü:
îíè îêàçàëèñü îáùèìè ïîïàðíî äëÿ ïðîá 7 è 10 è äëÿ
ïðîá 8 è 9, ÷òî íå î÷åíü õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ îáíàðóæåí-
íûìè ñòðóêòóðíûìè îñîáåííîñòÿìè äàííûõ áåëêîâ. Ïðå-
ïàðàòû 7 è 10, ðàçëè÷àþùèåñÿ êàê ïî ìîëåêóëÿðíûì ìàñ-
ñàì, òàê è ïî èçîýëåêòðè÷åñêèì òî÷êàì, ïðîÿâëÿëè íàè-
áîëüøóþ ñïîñîáíîñòü ê ðàñùåïëåíèþ àíòèñìûñëîâîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìÐÍÊ c-myc â ïðèñóòñòâèè Mg2+. Ýí-
äîðèáîíóêëåàçíàÿ àêòèâíîñòü ýêñòðàêòîâ èç ïÿòåí 8 è 9,
èìåþùèõ áëèçêèå çíà÷åíèÿ pI, ïî îòíîøåíèþ ê äàííîìó
ñóáñòðàòó, íàïðîòèâ, ïîäàâëÿëàñü â ïðèñóòñòâèè èîíîâ
Mg2+, íî àêòèâèðîâàëàñü äîáàâëåíèåì Ca2+.

Â ñëó÷àå ñóáúåäèíèöû a5 èç ïÿòåí 7 è 8 äàííûå èçî-
ôîðìû ðàçëè÷àþòñÿ, â ÷àñòíîñòè, ïî ñòàòóñó ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ, ïðè÷åì íàëè÷èå äàííîé ÏÒÌ èìååò ñóùåñòâåí-
íîå çíà÷åíèå äëÿ ïðîÿâëåíèÿ ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àêòèâ-
íîñòè. Â îòñóòñòâèå äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ ýêñòðàêò
ïÿòíà 7 ïðîÿâëÿë ñóùåñòâåííî áîëüøóþ ñïîñîáíîñòü ê
ðàñùåïëåíèþ àíòèñìûñëîâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè c-myc,
÷åì ýêñòðàêò ïÿòíà 8, íî äåôîñôîðèëèðîâàíèå ïðàêòè÷å-
ñêè ïîëíîñòüþ åå ïîäàâëÿëî â îòëè÷èå îò àêòèâíîñòè áåë-
êîâ èç ïÿòíà 8. Îäíàêî îíî ñïîñîáñòâîâàëî ïðîÿâëåíèþ
ñóáúåäèíèöàìè èç îáîèõ ïÿòåí ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àê-
òèâíîñòè ïî îòíîøåíèþ ê ñìûñëîâîé ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè 3R-HTP ìÐÍÊ c-myc. Ýòè ðåçóëüòàòû òàêæå ïîçâîëÿþò
âûñêàçàòü ïðåäïîëîæåíèå î âëèÿíèè ÏÒÌ, îòëè÷àþùèõ
áåëîê èç ïÿòíà 7 îò áåëêà èç ïÿòíà 8, íà ñïåöèôè÷íîñòü
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Ò à á ë è ö à 2

Ïåðåêðûâàíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé áåëêîâ,
îáíàðóæåííûõ â ïðîáàõ 1—5 íà ðèñ. 1

Íîìåð
ïÿòíà

Ñóáúåäèíèöà
Êîëè÷åñòâî

îáíàðóæåííûõ
ïåïòèäîâ

Ïåðåêðûâàíèå
ïîñëåäîâàòåëü-

íîñòè, %

1 ÐÀ28a (PSME1) 14 51

ÐÀ28b (PSME2) 8 33

ÐÀ28g (PSME3) 16 56

a7 (PSMA3) 18 46

2 ÐÀ28a (PSME1) 32 79

ÐÀ28b (PSME2) 25 60

ÐÀ28g (PSME3) 40 76

a7 (PSMA3) 30 73

3 ÐÀ28a (PSME1) 23 73

ÐÀ28b (PSME2) 19 56

ÐÀ28g (PSME3) 33 74

a7 (PSMA3) 29 79

4 ÐÀ28a (PSME1) 46 81

ÐÀ28b (PSME2) 33 53

ÐÀ28g (PSME3) 43 65

a7 (PSMA3) 42 64

5 ÐÀ28a (PSME1) 29 72

ÐÀ28b (PSME2) 25 76

ÐÀ28g (PSME3) 33 58

a7 (PSMA3) 45 72

Ò à á ë è ö à 1

Ïðåäïîëîæèòåëüíûé áåëêîâûé ñîñòàâ ïðîá (ñóáúåäèíèö
ïðîòåàñîì êëåòîê K562)

Ñóáúåäèíèöà
ïðîòåàñîì

Ïÿòíà, ãäå
îáíàðóæèâàåòñÿ

ñóáúåäèíèöà

Ìîëåêóëÿð-
íàÿ ìàññà, Äà

Òåîðåòè÷åñêîå
çíà÷åíèå pI

ÐÀ28a (PSME1) 1—5 28723 5.8

ÐÀ28b (PSME2) 1—5 27402 5.54

ÐÀ28g (PSME3) 1—5 29506 5.69

a1 (PSMA6) 15—16 27399 6.35

a5 (PSMA5) 7—10 26411 4.74

a6 (PSMA1) 15 29556 6.15

a7 (PSMA3) 1—5 28433 5.19



ïî îòíîøåíèþ ê óçíàâàåìûì èìè ÐÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòÿì.

Ýòè äàííûå ïîäòâåðæäàþò ãèïîòåçó î âîçìîæíîé ðå-
ãóëÿöèè ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì ñ ïî-
ìîùüþ ÏÒÌ: àêòèâíîñòè áåëêîâ èç ïÿòåí 7 è 8, èìåþ-
ùèõ îáùóþ ïåðâè÷íóþ ñòðóêòóðó, èç-çà ðàçëè÷íûõ ìîäè-

ôèêàöèé (â ÷àñòíîñòè, ðàçëè÷èé â ñòàòóñå ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ) ñîâåðøåííî ïðîòèâîïîëîæíî ðåãóëèðóþòñÿ íàëè-
÷èåì â ðåàêöèîííîé ñðåäå äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ. Òî
æå ìîæíî ñêàçàòü è î ïðîáàõ 9—10. Òàêèì îáðàçîì,
îñíîâíàÿ ñóáúåäèíèöà, îòâåòñòâåííàÿ çà ýíäîðèáîíóêëå-
àçíóþ àêòèâíîñòü ïðîòåàñîì, ïîäâåðæåíà ñëîæíîé ðåãó-

308 À. Ã. Ìèòòåíáåðã è äð.

Ðèñ. 5. MS/MS-ñïåêòð ïåïòèäà, ñîîòâåòñòâóþùåãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè DEAAYGELRAMVLDLR ñ ìîë. ìàññîé 1821.9169 Äà
(ñóáúåäèíèöà ÐÀ28b).

Çäåñü è íà ðèñ. 6 òàáëèöà ïîä ñïåêòðîì ñîäåðæèò çíà÷åíèÿ ìàññ ôðàãìåíòîâ äàííîãî ïåïòèäà, ïîëó÷åííûõ ïðè åãî ðàñùåïëåíèè â êàìåðå ñîóäàðå-
íèé ìàññ-ñïåêòðîìåòðà, è ñîîòâåòñòâóþùóþ ýòèì ìàññàì àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èñêîìîãî ïåïòèäà.



ëÿöèè ñ ïîìîùüþ ÏÒÌ, à òàêæå ñóùåñòâóåò â âèäå íåñêî-
ëüêèõ èçîôîðì, ðàçëè÷àþùèõñÿ êàê ïî ôèçè÷åñêèì ñâîé-
ñòâàì, òàê è ïî ñïîñîáíîñòè ê ýíäîðèáîíóêëåîëèçó.

Ñóáúåäèíèöà a5 ðàíåå áûëà îáíàðóæåíà â êëåòêàõ â
ñâîáîäíîì âèäå, ïðè÷åì è â ýòîì ñîñòîÿíèè áåëîê îáëà-
äàë ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòüþ (Jorgensen, Hendil,
1999). Ðåçóëüòàòû íàøåãî ýêñïåðèìåíòà ïîäòâåðæäàþò
ïðåäïîëîæåíèå î âàæíåéøåé ðîëè äàííîãî áåëêà â ðàñ-
ùåïëåíèè ÐÍÊ ïðîòåàñîìàìè.

À í à ë è ç á å ë ê î â, ñ î ä å ð æ à ù è õ ñ ÿ â ï ÿ ò í à õ 1 5
è 1 6. Â õîäå äàííîãî ýêñïåðèìåíòà áûëè ïðîàíàëèçèðî-
âàíû áåëêè, ýêñòðàãèðîâàííûå èç ïÿòåí 15 è 16 (òàáë. 1;
ðèñ. 8). Èõ ðàñïîëîæåíèå íà ãåëå, à òàêæå ñõîæåñòü

ìàññ-ñïåêòðîâ, êàê è â ïðåäûäóùèõ ñëó÷àÿõ, ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëîæèòü íàëè÷èå îäíîé ñóáúåäèíèöû â îáîèõ ïÿò-
íàõ, íî â ðàçëè÷íîé ñòåïåíè ìîäèôèêàöèè.

Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ (òàáë. 4) ìîæíî
ñäåëàòü âûâîäû î òîì, ÷òî â ïÿòíå 16 ñîäåðæèòñÿ ñóáúå-
äèíèöà a1 (PSMA6). Â ïÿòíå 15 òàêæå ïðèñóòñòâóþò ñèã-
íàëû, ïðèíàäëåæàùèå ýòîìó áåëêó, íî èõ êîëè÷åñòâî ãî-
ðàçäî ìåíüøå, è ñóáúåäèíèöà â âûñîêîé ñòåïåíè ìîäèôè-
öèðîâàíà (ðèñ. 8), îñíîâíîå æå êîëè÷åñòâî ñèãíàëîâ
îòíîñèòñÿ ê ñóáúåäèíèöå a6 (PSMA1).

Òåîðåòè÷åñêèå çíà÷åíèÿ ìàññ è pI äàííûõ ñóáúåäè-
íèö (a1 (PSMA6) — 27399/6.35, a6 (PSMA1) —
29556/6.15) ðàçëè÷àþòñÿ, ïîýòîìó íàëè÷èå îáåèõ ñóáúå-
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Ðèñ. 6. MS/MS-ñïåêòð ïåïòèäà, ñîîòâåòñòâóþùåãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè IEDGNNFGVAVQEK ñ ìîë. ìàññîé 1519.7393 Äà (ñóáú-
åäèíèöà ÐÀ28a).



äèíèö â ïðîáå 15 ìîæíî îáúÿñíèòü ëèøü ñóùåñòâîâàíè-
åì íåêîòîðîãî ïîñòòðàíñëÿöèîííîãî ïðîöåññèíãà è ìîäè-
ôèêàöèé, èçìåíÿþùèõ èçîýëåêòðè÷åñêóþ òî÷êó.

Àíàëèç äàííûõ, ïîëó÷åííûõ äëÿ ñóáúåäèíèöû a1 â
ýêñòðàêòå èç ïÿòíà 16 (òàáë. 5), ïîçâîëèë îáíàðóæèòü
ìíîæåñòâî ÏÒÌ äàííîé ñóáúåäèíèöû (òàáë. 6). Â áîëü-
øèíñòâå ñëó÷àåâ ìû íå ìîæåì òî÷íî íàçâàòü ñàéò ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ, îäíàêî äëÿ íåêîòîðûõ ïåïòèäîâ ìîæíî îä-
íîçíà÷íî ñóäèòü î ìîäèôèöèðîâàííûõ àìèíîêèñëîòàõ.
Íàïðèìåð, ìîæíî ãîâîðèòü î ôîñôîðèëèðîâàíèè Tyr23 è
Tyr27, à òàêæå îá îêèñëåíèè Met1 è Met79. Âñåãî, ñîãëàñ-
íî ïîëó÷åííûì äàííûì, a1 ñîäåðæèò íå ìåíåå 8 ñàéòîâ
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ, á *îëüøàÿ ÷àñòü êîòîðûõ ïðåäñòàâëÿåò
ñîáîé îñòàòêè Ser è Thr.

Èññëåäîâàíèå ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòè ïî-
çâîëèëî âûÿâèòü ñïîñîáíîñòü ê ðàñùåïëåíèþ ñìûñëîâî-

ãî òðàíñêðèïòà 3R-íåòðàíñëèðóåìîé îáëàñòè ìÐÍÊ c-myc
÷åëîâåêà òîëüêî äëÿ ýêñòðàêòà ïÿòíà 16, ÷òî ãîâîðèò îá
îòñóòñòâèè ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòè ó ñóáúåäèíèöû a6, à
òàêæå íåãàòèâíîì âëèÿíèè ãèïåðôîñôîðèëèðîâàíèÿ íà
ñïîñîáíîñòü ñóáúåäèíèöû a1 ê ðàñùåïëåíèþ ÐÍÊ. Îäíà-
êî áåëîê a1 èç ïÿòíà 15 îêàçàëñÿ íåñïîñîáíûì ðàñùåïèòü
àíòèñìûñëîâîé òðàíñêðèïò, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñòðî-
ãîé ñïåöèôè÷íîñòè äàííîé ñóáúåäèíèöû ïî îòíîøåíèþ
ê ÐÍÊ-ñóáñòðàòàì.

Îòñóòñòâèå ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòè ó ñóáúåäèíèöû a6 áû-
ëî ïîêàçàíî è ðàíåå (Petit et al., 1997a); òàêèì îáðàçîì, íàøè
ðåçóëüòàòû õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè.
Íåãàòèâíîå âëèÿíèå èçáûòêà ôîñôàòíûõ ãðóïï ìîæåò îáúÿñ-
íÿòüñÿ òåì, ÷òî áåëîê ïðèîáðåòàåò äîïîëíèòåëüíûé îòðèöà-
òåëüíûé çàðÿä, êîòîðûé ìåøàåò åìó ñâÿçûâàòüñÿ ñ îòðèöà-
òåëüíî çàðÿæåííûìè íóêëåèíîâûìè êèñëîòàìè.

310 À. Ã. Ìèòòåíáåðã è äð.

Ðèñ. 7. Ìàññ-ñïåêòðû áåëêîâ, âûäåëåííûõ èç ïÿòåí 7—10 íà ðèñ. 1.
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Ò à á ë è ö à 3

Ïåðåêðûâàíèå àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñóáúåäèíèöû a5 (PSMA5)

Íîìåð ïðîáû Êîëè÷åñòâî îáíàðóæåííûõ ïåïòèäîâ Ïåðåêðûâàíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, %

7 21 65

MFLTRSEYDRGVNTFSPEGRLFQVEYAIEAIKLGSTAIGIQTSEGVCLAVEKRITSPLMEPSSIEKIVEIDAHIGC

AMSGLIADAKTLIDKARVETQNHWFTYNETMTVESVTQAVSNLALQFGEEDADPGAMSRPFGVALLFGGVDEK

GPQLFHMDPSGTFVQCDARAIGSASEGAQSSLQEVYHKSMTLKEAIKSSLIILKQVMEEKLNATNI ELAT

VQPGQNFHMFTKEELEEVIKDI

8 19 55

MFLTRSEYDRGVNTFSPEGRLFQVEYAIEAIKLGSTAIGIQTSEGVCLAVEKRITSPLMEPSSI EKIVEIDAHIG

CAMSGLIADAKTLIDKARVETQNHWFTYNETMTVESVTQAVSNLALQFGEEDADPGAMSRPFGVALLFGGV

DEKGPQLFHMDPSGTFVQCDARAIGSASEGAQSSLQEVYHKSMTLKEAIKSSLIILKQVMEEKLNATNIELA

TVQPGQNFHMFTKEELEEVIKDI

9 17 67

MFLTRSEYDRGVNTFSPEGRLFQVEYAIEAIKLGSTAIGIQTSEGVCLAVEKRITSPLMEPSSIEKIVEIDAHI

GCAMSGLIADAKTLIDKARVETQNHWFTYNETMTVESVTQAVS NLALQFGEEDADPGAMSRPFGVALLFGG

VDEKGPQLFHMDPSGTFVQCDAVQCDAEGAQSSLQEVYHKSMTLKEAIKSSLIILKQVMEEKLNATNIEL

ATVQPGQNFHMFTKEELEEVIKDI

10 22 63

MFLTRSEYDRGVNTFSPEGR LFQVEYAIEAIKLGSTAIGIQTSEGVCLAVEKRITSPLMEPSSIEKIVEIDAHI

GCAMSGLIADAKTLIDKARVETQNHWFTYNETMTVESVTQAVSNLALQFGEEDADPGAMSRPFGVALLFGGV

DEKGPQLFHMDPSGTFVQCDARAIGSASEGAQSSLQEVYHKSMTLKEAKSSLIILKQVMEEKLNATNIELAT

VQPGQNFHMFTKEELEEVIKDI

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Êóðñèâîì ïîìå÷åíà N-êîíöåâàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäïîëîæèòåëüíî îòñóòñòâóþùàÿ â áåëêàõ èç ïðîá 7—8; ïîëóæèðíûì
øðèôòîì âûäåëåíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îáíàðóæåííûõ ïåïòèäîâ.

Ðèñ. 8. Ìàññ-ñïåêòðû áåëêîâ, âûäåëåííûõ èç ïÿòåí 15 è 16 íà ðèñ. 1.



Èñõîäÿ èç ðåçóëüòàòîâ èññëåäîâàíèÿ ÐÍÊàçíîé àê-
òèâíîñòè ýêñòðàêòîâ ïÿòåí (ðèñ. 2, 3), ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòüþ îáëàäàåò
áîëüøåå ÷èñëî ñóáúåäèíèö, ÷åì íàì óäàëîñü èäåíòèôè-
öèðîâàòü (èç ýëåêòðîôîðåãðàìì âèäíî, ÷òî ñïîñîáíîñòüþ
ðàñùåïëÿòü èñïîëüçîâàííûå íàìè ñóáñòðàòû îáëàäàþò
òàêæå íåèäåíòèôèöèðîâàííûå áåëêè èç ïÿòåí 11, 13,
18—20). Ýòè äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè ýêñïå-
ðèìåíòîâ ïî àíàëèçó ÐÍÊàçíîé àêòèâíîñòè ñîçäàííûõ
íàìè ðåêîìáèíàíòíûõ ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì, ñëèòûõ ñ
ãëóòàòèîí-S-òðàíñôåðàçîé: èç øåñòè ñêîíñòðóèðîâàííûõ
áåëêîâ ñëèÿíèÿ ïÿòü (a1, a2, a4, a5 è a7) îáëàäàëè ñïå-

öèôè÷åñêîé ðåãóëèðóåìîé ýíäîðèáîíóêëåàçíîé àêòèâ-
íîñòüþ ïî îòíîøåíèþ ê äâóì ÐÍÊ-ñóáñòðàòàì (Ôåäîðîâà
è äð., 2010).

Ñëîæíîñòü îáñóæäåíèÿ ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ â
õîäå äàííîãî èññëåäîâàíèÿ, çàêëþ÷àåòñÿ â íåçíà÷èòåëü-
íîì îáúåìå ðàáîò, âûïîëíåííûõ ðàíåå â ýòîé îáëàñòè.
Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîçâîëÿþò ñîçäàòü äîâîëüíî
ñòðîéíóþ òåîðèþ î ñóáúåäèíèöàõ, îòâåòñòâåííûõ çà ðàñ-
ùåïëåíèå ÐÍÊ ïðîòåàñîìàìè. Èñõîäÿ èç íàøèõ ðåçóëüòà-
òîâ åñòü îñíîâàíèÿ óòâåðæäàòü, ÷òî ÐÍÊàçíîé àêòèâíî-
ñòüþ îáëàäàþò ïî ìåíüøåé ìåðå òðè a-ñóáúåäèíèöû ïðî-
òåàñîì: îïèñàííûå ðàíåå â ëèòåðàòóðå a1 è a5 (Petit et al.,

312 À. Ã. Ìèòòåíáåðã è äð.

Ò à á ë è ö à 4

Ïåðåêðûâàíèå àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé áåëêîâ, îáíàðóæåííûõ â ïðîáàõ 15 è 16 íà ðèñ. 1

Íîìåð
ïðîáû

Ñóáúåäèíèöà Êîëè÷åñòâî îáíàðóæåííûõ ïåïòèäîâ Ïåðåêðûâàíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, %

16 a1 (PSMA6) 46 82

MSRGSSAGFDRHITIFSPEGRLYQVEYAFKAINQGGLTSVAVRGKDCAVIVTQKKVPDKLL

DSSTVTHLFKITENIGCVMTGMTADSRSQVQRARYEAANWKYKYGYEIPVDMLCKRIADIS

QVYTQNAEMRPLGCCMILIGIDEEQGPQVYKCDPAGYYCGFKATAPQVYKCDPAGYYCGF

KATAAGVKQTESTSFLEKKVKKKFDWTFEQTVETAITCLSTVLSIDFKPSEIEVGVVTVENPKFR

ILTEAEIDAHLVALAERD

15 a6 (PSMA1) 38 68

MFRNQYDNDVTVWSPQGRIHQIEYAMEAVKQGSATVGLKSKTHAVLVALKRAQSELAAHQ

KKILHVDNHIGISIAGLTADARLLCNFMRQECLDSRFVFDRPLPVSRLVSLIGSKTQIPTQRY

GRRPYGVGLLIAGYDDMGPHIFQTCPSANYFDCRAMSIGARSQSARTYLERHMSEFMECNLNE

LNELVKHGLRALRETLPAEQDLTTKNVSIGIVGKDLEFTIYDDDDVSPFLEGLEERPQRKAQPA

QPADEPAEKADEPMEH

a1 (PSMA6) 10 40

MSRGSSAGFDRHITIFSPEGRLYQVEYAFKAINQGGLTSVAVRGKDCAVIVTQKKVPDKLLDS

STVTHLFKITENIGCVMTGMTADSRSQVQR ARYEAANWKYKYGYEIPVDMLCKRIADISQVYT

QNAEMRPLGCCMILIGIDEEQGPQVYKCDPAGYYCGFKATAAGVKQTESTSFLEKKVKKKFDW

TFEQTVETAITCLSTVLSIDFKPSEIEVGVVTVENPKFRILTEAEIDAHLVALAERD

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïîëóæèðíûì øðèôòîì âûäåëåíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îáíàðóæåííûõ ïåïòèäîâ.

Ò à á ë è ö à 5

Ðåçóëüòàòû ïîèñêà äëÿ áåëêà a1 â ïðîáå 15 íà ðèñ. 1

m/z
ôàêòè÷å-

ñêîå

m/z
òåîðåòè-
÷åñêîå

Ðàçëè÷èå
ìîëåêó-
ëÿðíîé

ìàññû, Äà

ÏÒÌ

Ïåïòèä
Ïðîïó-
ùåííûå
ñàéòû

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç Áàçû äàííûõ
îò äî

1236.5810 1236.5778 0.0032 1PO4 12 21 0 (R)HITIFSPEGR(L)

1250.5960 1250.4989 0.097 1PO4 1 11 1 (–)MSRGSSAGFDR(H)

1320.5870 1320.5318 0.055 2PO4 22 30 0 (R)LYQVEYAFK(A)

1377.6110 1377.6303 –0.019 1PO4 172 182 1 (K)QTESTSFLEKK(V)

1440.7390 1440.7140 0.025 1PO4 60 71 0 (K)LLDSSTVTHLFK(I)

1440.7390 1440.7286 0.010 1Cys-am 1PO4 44 55 2 (R)GKDCAVIVTQKK(V)

1764.7850 1764.7263 0.059 3PO4 172 184 2 (K)QTESTSFLEKKVK(K)

1895.9570 1896.0078 –0.051 165 182 2 (K)ATAAGVKQTESTSFLEKK(V)

2007.9910 2008.0520 –0.061 1PO4 55 71 2 (K)KVPDKLLDSSTVTHLFK(I)

2484.0930 2484.0532 0.040 1Met-ox 2PO4 1 21 2 (–)MSRGSSAGFDRHITIFSPEGR(L)

2484.0930 2484.1645 –0.072 1Met-ox 1Cys-am 72 93 1 (K)ITENIGCVMTGMTADSRSQVQR(A)

3549.4800 3549.4196 0.060 2Met-ox 4PO4 60 88 1 (K)LLDSSTVTHLFKITENIGCVMTGMTADSR(S)
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Ò à á ë è ö à 6

Ôîñôîðèëèðîâàíèå ñóáúåäèíèö ïðîòåàñîì

Ïÿòíî Ñóáúåäèíèöà ïðîòåàñîì Îáíàðóæåííûå ôîñôîïåïòèäû
Ôîñôîðèëè-
ðîâàííûå ÀÊ

1 a7 (PSMA3)

MSSIGTGYDLSASTFSPDGRVFQVEYAMKAVENSSTAIGIRCKDGVV (R)CKDGVVFGVEK(L) 1PO4 2 èç 4:
Y26/S34/S35/

T36
FGVEKLVLSKLYEEGSNKRLFNVDRHVGMAVAGLLADARSLADIAR (R)VFQVEYAMKAVENS

STAIGIR(C) 2PO4
(K)AVENSSTAIGIRCK(D)

2PO4

EEASNFRSNFGYNIPLKHLADRVAMYVHAYTLYSAVRPFGCSFMLGS

YSVNDGAQLYMIDPSGVSYGYWGCAIGKARQAAKTEIEKLQMKEM

TCRDIVKEVAKIIYIVHDEVKDKAFELELSWVGELTNGRHEIVPKDIR

EEAEKYAKESLKEEDESDDDNM

4 a7 (PSMA3)

MSSIGTGYDLSASTFSPDGRVFQVEYAMKAVENSSTAIGIRCKDGVVF (R)CKDGVVFGVEK(L) 1PO4
(R)VFQVEYAMKAVENSS

TAIGIR(C)
1PO4

(K)AVENSSTAIGIRCK(D)
2PO4

2 èç 3:
S34/S35/T36GVEKLVLSKLYEEGSNKRLFNVDRHVGMAVAGLLADARSLADIARE

EASNFRSNFGYNIPLKHLADRVAMYVHAYTLYSAVRPFGCSFMLGSY

SVNDGAQLYMIDPSGVSYGYWGCAIGKARQAAKTEIEKLQMKEMTC

RDIVKEVAKIIYIVHDEVKDKAFELELSWVGELTNGRHEIVPKDIREE

AEKYAKESLKEEDESDDDNM

5 a7 (PSMA3)

MSSIGTGYDLSASTFSPDGRVFQVEYAMKAVENSSTAIGIRCKDGVVF (K)AVENSSTAIGIRCK(D)
1PO4

1 èç 3:
S34/S35/T36GVEKLVLSKLYEEGSNKRLFNVDRHVGMAVAGLLADARSLADIARE

EASNFRSNFGYNIPLKHLADRVAMYVHAYTLYSAVRPFGCSFMLGSY

SVNDGAQLYMIDPSGVSYGYWGCAIGKARQAAKTEIEKLQMKEMTC

RDIVKEVAKIIYIVHDEVKDKAFELELSWVGELTNGRHEIVPKDIREE

AEKYAKESLKEEDESDDDNM

7 a5 (PSMA5)

MFLTRSEYDRGVNTFSPEGRLFQVEYAIEAIKLGSTAIGIQTSEGVCLA (R)ITSPLMEPSSIEK(I) 1ÐÎ4 1 èç 4:
T55/S56/S62/S63VEKRITSPLMEPSSIEKIVEIDAHIGCAMSGLIADAKTLIDKARVETQN

HWFTYNETMTVESVTQAVSNLALQFGEEDADPGAMSRPFGVALLF

GGVDEKGPQLFHMDPSGTFVQCDARAIGSASEGAQSSLQEVYHKSM

TLKEAIKSSLIILKQVMEEKLNATNIELATVQPGQNFHMFTKEELE

EVIKDI

9 a5 (PSMA5)

MFLTRSEYDRGVNTFSPEGRLFQVEYAIEAIKLGSTAIGIQTSEGVCLA (R)ITSPLMEPSSIEK(I) 2ÐÎ4 2 èç 4:
T55/S56/S62/S63VEKRITSPLMEPSSIEKIVEIDAHIGCAMSGLIADAKTLIDKARVETQN

HWFTYNETMTVESVTQAVSNLALQFGEEDADPGAMSRPFGVALLFG

GVDEKGPQLFHMDPSGTFVQCDARAIGSASEGAQSSLQEVYHKSMT

LKEAIKSSLIILKQVMEEKLNATNIELATVQPGQNFHMFTKEELEEVI

KDI

15 a1 (PSMA6)

MSRGSSAGFDRHITIFSPEGRLYQVEYAFKAINQGGLTSVAVRGKDC (R)HITIFSPEGR(L) 1ÐÎ4
(–)MSRGSSAGFDR(H) 1ÐÎ4

(R)LYQVEYAFK(A) 2ÐÎ4
(K)QTESTSFLEKK(V) 1ÐÎ4
(K)LLDSSTVTHLFK(I) 1ÐÎ4

(R)GKDCAVIVTQKK(V)
1ÐÎ4

(K)QTESTSFLEKKVK(K)
3ÐÎ4

(K)KVPDKLLDSSTVTHL
FK(I) 1ÐÎ4

(–)MSRGSSAGFDRHITIFS
PEGR(L) 2ÐÎ4

(K)LLDSSTVTHLFKITENIG
CVMTGMTADSR(S) 4ÐÎ4

1 èç 3 : S2/S5/S6,
1 èç 2 : T14/S17,
Y23, Y27, T52,

1 èç 3 :
S63/S64/T65,

3 èç 4 :
T73/T81/T84/S87

3 èç 4 :
T173/S175/T176

/S177

AVIVTQKKVPDKLLDSSTVTHLFKITENIGCVMTGMTADSRSQVQRA

RYEAANWKYKYGYEIPVDMLCKRIADISQVYTQNAEMRPLGCCMIL

IGIDEEQGPQVYKCDPAGYYCGFKATAAGVKQTESTSFLEKKVKKKF

DWTFEQTVETAITCLSTVLSIDFKPSEIEVGVVTVENPKFRILTEAEIDA

HLVALAERD

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Êóðñèâîì îáîçíà÷åíû ôîñôîðèëèðîâàííûå àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè (ïî äàííûì Phosphosite.org); ïîä÷åðêíóòû ôîñôî-ÏÒÌ,
îáíàðóæåííûå íàìè â íàñòîÿùåé ðàáîòå; ïîëóæèðíûì øðèôòîì âûäåëåíû ôîñôî-ÏÒÌ, äëÿ êîòîðûõ îïðåäåëåíû êîíêðåòíûå ñàéòû ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ.



1997a, 1997b; Jorgensen, Hendil, 1999), à òàêæå îáíàðó-
æåííàÿ â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñóáúåäèíèöà a7. Ðÿäîì ñ áåë-
êîì a7 â öèëèíäðè÷åñêîé ñòðóêòóðå ïðîòåàñîìû ðàñïî-
ëàãàåòñÿ ñóáúåäèíèöà a1, êîòîðàÿ ñïîñîáíà ñïåöèôè÷å-
ñêè ñâÿçûâàòü ÐÍÊ è îòâå÷àåò çà âûáîð ñóáñòðàòà.
Êàòàëèòè÷åñêè àêòèâíûå ñóáúåäèíèöû a1, a5 è a7, ðàñ-
ïîëàãàþùèåñÿ âáëèçè ñàéòà ñâÿçûâàíèÿ ÐÍÊ, ñïîñîáíû
ïî-ðàçíîìó ðåãóëèðîâàòüñÿ íàëè÷èåì â ñðåäå äâóõâàëåíò-
íûõ êàòèîíîâ è ïîñòòðàíñëÿöèîííûìè ìîäèôèêàöèÿìè.
Òàêàÿ ìîäåëü ñîãëàñóåòñÿ ñî âñåìè ðàíåå ïîëó÷åííûìè
ýêñïåðèìåíòàëüíûìè äàííûìè è ïîäòâåðæäàåò ïðåäïî-
ëîæåíèå î âàæíåéøåé ðîëè ïðîòåàñîì â ðåãóëÿöèè ýêñï-
ðåññèè ãåíîâ íà óðîâíå ñòàáèëüíîñòè ìÐÍÊ (Konstantino-
va et al., 2008).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 12-04-01397à è 13-04-01024à) è ÔÖÍÒÏ «Íàó÷íûå è
íàó÷íî-ïåäàãîãè÷åñêèå êàäðû èííîâàöèîííîé Ðîññèè»
íà 2009—2013 ãã. (ñîãëàøåíèå ¹ 8280).
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Proteasomes act as the main apparatus of non-lysosomal intracellular proteolysis and participate in the re-
gulation of most important cellular processes. Despite considerable progress in the understanding of proteaso-
me’s functioning, some issues, in particular, RNase activity of these ribonucleoprotein complexes and its regu-
lation remain scarcely explored. In this paper we found several proteins corresponding by electrophoretic mobi-
lity to subunits of the complex 20S proteasome to possess endoribonuclease activity with respect to both sense
and antisense sequences of the c-myc mRNA 3R-UTR. Mass-spectrometric analysis of tryptic hydrolysates of
these proteins revealed in the samples the presence of 20S proteasome subunits — a1 (PSMA6), a5 (PSMA5),
a6 (PSMA1) and a7 (PSMA3). A number of novel phosphorylation sites in subunits a1 (PSMA6) and a7
(PSMA3), and the form of subunit a5 (PSMA5) with a deletion of N-terminal 20 amino acid residues detected.
The observed differences of individual subunits in the possession endonuclease activity could be apparently ex-
plained by postranslational modifications of these proteins, in particular — by phosphorylation. It is shown that
the specificity of the proteasomal RNase activity varies after dephosphorylation and also influenced by Ca and
Mg cations. The conclusions made about the impact of the PTM status of proteasome subunits on the specificity
of their RNase activity.

K e y w o r d s: proteasomes, ribonucleases, mRNA stability, posttranslational modifications, phosphoryla-
tion, mass-spectrometry.
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