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Þ. ß. Çàéêîâà è äð.
Ñïîñîáû âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì è îöåíêà èõ ïåïòèäàçíûõ àêòèâíîñòåé

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç àôôèííîãî ñâÿçûâàíèÿ è áèîõèìè÷åñêèõ ñïî-
ñîáîâ âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè ïðîòåàñîì èç ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ ÷åëîâå÷åñêèõ ýðèòðîëåéêåìè÷åñêèõ
ëèìôîáëàñòîìíûõ êëåòîê ëèíèè K562. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëèëè íàì âûäåëèòü è î÷èñòèòü
ïðîòåàñîìû èç îáðàçöîâ êîíäèöèîíèðîâàííîé êëåòêàìè êóëüòóðàëüíîé ñðåäû è îöåíèòü êà÷åñòâî ïîëó-
÷àåìûõ ïðåïàðàòîâ ïðîòåàñîì íà âñåõ ýòàïàõ èõ âûäåëåíèÿ. Âíåêëåòî÷íûå ïðîòåàñîìû, î÷èùåííûå ñ
ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ ïîäõîäîâ, îáëàäàþò âñåìè òðåìÿ òèïàìè ïåïòèäàçíûõ àêòèâíîñòåé, ïðèñóùèìè
âíóòðèêëåòî÷íûì ÷àñòèöàì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: âíåêëåòî÷íûå ïðîòåàñîìû, ïåïòèäàçíûå àêòèâíîñòè, ðåãóëèðóåìûé ïðîòåî-
ëèç, óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíàÿ ñèñòåìà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÀÀÃ — ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü, ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðå-
àêöèÿ, TEV — âèðóñ òàáà÷íîé ìîçàèêè, HTBH — ñëîæíûé ïîëèïåïòèä, ñîñòîÿùèé èç äâóõ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé èç øåñòè ãèñòèäèíîâ (H), ñïåöèôè÷åñêîãî ñàéòà ðàñùåïëåíèÿ TEV ïðîòåàçîé (T) è ñèãíàëü-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äëÿ áèîòèíèëèðîâàíèÿ in vivo (B).

Óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíàÿ ñèñòåìà îñóùåñòâëÿåò ïðî-
òåîëèç è ïðîöåññèíã ðàçëè÷íûõ ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ,
ïðèíèìàþùèõ ó÷àñòèå â ìíîãî÷èñëåííûõ êëåòî÷íûõ
ïðîöåññàõ (ðåãóëÿöèÿ òðàíñêðèïöèè, ðåïàðàöèÿ ÄÍÊ,
ïðîäâèæåíèå êëåòêè ïî êëåòî÷íîìó öèêëó, èììóííûé îò-
âåò, àïîïòîç) (Konstantinova et al., 2008; Ìîèñååâà è äð.,
2010; Öèìîõà, 2010). Ïðîòåîëèòè÷åñêèì «ÿäðîì» ñèñ-
òåìû ÿâëÿåòñÿ ìóëüòèñóáúåäèíè÷íûé áåëêîâûé êîìï-
ëåêñ 26S ïðîòåàñîìà, êîòîðûé ÷àñòî íàçûâàþò ïðîñòî
ïðîòåàñîìîé. 26S ïðîòåàñîìà èìååò âèä ñèììåòðè÷íîé
ãàíòåëåîáðàçíîé ñòðóêòóðû, ñîñòîÿùåé èç 20S ïðîòåà-
ñîìû, êîðîâîãî öèëèíäðè÷åñêîãî ÿäðà è îäíîãî èëè äâóõ
19S ðåãóëÿòîðíûõ êîìïëåêñîâ. 20S ïðîòåàñîìà ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé ïîëûé öèëèíäð, îáðàçîâàííûé ÷åòûðü-
ìÿ ñåìè÷ëåííûìè êîëüöàìè: äâà âíóòðåííèõ êîëüöà ñî-
áðàíû èç ñóáúåäèíèö b-òèïà, äâà âíåøíèõ — èç ñóáú-
åäèíèö a-òèïà. Òðè b-ñóáúåäèíèöû (b1, b2 è b5)
îòâåòñòâåííû çà ïðîòåîëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ïðîòåà-
ñîì (àêòèâíîñòè ïî òèïàì òðèïñèíà, õèìîòðèïñèíà è êàñ-
ïàçà-ïîäîáíàÿ); îñíîâíûìè ôóíêöèÿìè a-êîëüöà ÿâëÿþò-
ñÿ ðåãóëèðîâàíèå äîñòóïà ñóáñòðàòà â ïðîòåîëèòè÷åñêóþ
êàìåðó 20S ïðîòåàñîìû è âçàèìîäåéñòâèå ñ 19S ðåãóëÿ-
òîðíûìè êîìïëåêñàìè (è äðóãèìè ðåãóëÿòîðàìè) (Öèìî-
õà, 2010).

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ â ëèòåðàòóðå ïîÿâëÿåòñÿ âñå áîëü-
øå äàííûõ î ïðèñóòñòâèè ïðîòåàñîì âî âíåêëåòî÷íîì
ïðîñòðàíñòâå (Sixt, Dahlmann, 2008; Sixt, Peters, 2010;
Çàéêîâà è äð., 2013à). Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ýëåêòðîííîé
ìèêðîñêîïèè ïîêàçàíî, ÷òî âíåêëåòî÷íûå ïðîòåàñîìû
èìåþò àíàëîãè÷íóþ êëåòî÷íûì ÷àñòèöàì öèëèíäðè÷å-

ñêóþ ñòðóêòóðó, ñ îäíîãî èëè äâóõ êîíöîâ îãðàíè÷åííóþ
ðåãóëÿòîðíûìè êîìïëåêñàìè (Zoeger et al., 2006). Âûÿâ-
ëåíû ðàçëè÷èÿ â êîëè÷åñòâå ïðîòåàñîì, ýêñïîðòèðóåìûõ
èç êëåòîê êðîâè â ïëàçìó êðîâè, íàïðèìåð ïðè îïóõîëå-
âîé òðàíñôîðìàöèè (Lavabre-Bertrand et al., 2001; Stoeb-
ner et al., 2005; Henry et al., 2009), è â àëüâåîëÿðíîå ïðî-
ñòðàíñòâî ïðè äûõàòåëüíîé íåäîñòàòî÷íîñòè è âî âðåìÿ
âîñïàëèòåëüíûõ ïðîöåññîâ â ëåãêèõ (Sixt et al., 2007; Alb-
right et al., 2009; Sixt et al., 2009).

Áèîëîãè÷åñêèå ôóíêöèè âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì â
íàñòîÿùåå âðåìÿ íåÿñíû (Çàéêîâà è äð., 2013à). Ïðåäïî-
ëàãàåòñÿ, ÷òî íàêîïëåíèå ýòèõ ñòðóêòóð â ìåæêëåòî÷íîì
ïðîñòðàíñòâå ñâÿçàíî ïðåæäå âñåãî ñ íåîáõîäèìîñòüþ
óäàëåíèÿ íàêàïëèâàþùèõñÿ âî âíåêëåòî÷íîì ïðîñòðàí-
ñòâå áåëêîâ, àêòèâàöèè ñåêðåòèðóåìûõ êëåòêîé áåë-
êîâ-ïðåäøåñòâåííèêîâ, à òàêæå ïðîöåññèíãà àíòèãåíîâ
(Sixt, Dahlmann, 2008).

Â èññëåäîâàíèÿõ, óïîìÿíóòûõ âûøå, àâòîðû ïðîâî-
äèëè òîëüêî îöåíêó êîëè÷åñòâà âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì
è óäåëüíîé ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè âíåêëåòî÷íûõ
ôðàêöèé îáðàçöîâ, âçÿòûõ èç ðàçíûõ òêàíåé è îðãàíîâ.
Àíàëèçà íåïîñðåäñòâåííî âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì äî
ñèõ ïîð íå ïðîâîäèëè â ñèëó ìåòîäè÷åñêèõ ïðîáëåì, êî-
òîðûå õàðàêòåðíû äëÿ òàêîãî ðîäà èññëåäîâàíèé è ñâÿçà-
íû ñ êðàéíå ìàëûì êîëè÷åñòâîì ïîëó÷àåìûõ ïðåïàðàòîâ
ïðîòåàñîì, à òàêæå ñ ðèñêîì çàãðÿçíåíèÿ èññëåäóåìîãî
ìàòåðèàëà ñûâîðîòî÷íûìè áåëêàìè (Çàéêîâà è äð., 2011).
Ìîæíî îæèäàòü, ÷òî èñïîëüçîâàíèå íîâûõ ìåòîäè÷åñêèõ
ïîäõîäîâ äëÿ ïîëó÷åíèÿ è î÷èñòêè âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåà-
ñîì ïîçâîëèò ïîëó÷èòü íîâóþ èíôîðìàöèþ êàê î ìåõà-
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íèçìàõ ñåêðåöèè ïðîòåàñîì êëåòêàìè, òàê è î ôóíêöèî-
íàëüíîì çíà÷åíèè ýòîãî ïðîöåññà.

Â äàííîé ðàáîòå ìû ïîñòàâèëè ïåðåä ñîáîé çàäà÷ó
ðàçðàáîòàòü ìåòîäû î÷èñòêè ïðîòåàñîì, ñåêðåòèðóåìûõ
òðàíñôîðìèðîâàííûìè êëåòêàìè ÷åëîâåêà â ñèñòåìå in
vitro. Îñîáîå âíèìàíèå óäåëÿëè îïðåäåëåíèþ ïåïòèäàç-
íûõ àêòèâíîñòåé âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì â ñðàâíåíèè ñ
àêòèâíîñòÿìè âíóòðèêëåòî÷íûõ ÷àñòèö.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ý ð è ò ð î ë å é ê å ì è ÷ å ñ ê è å ë è ì ô î á ë à ñ ò î ì í û å
ê ë å ò ê è ÷åëîâåêà ëèíèè K562 è êëåòêè ïî÷êè ýìáðèîíà
÷åëîâåêà ëèíèè HEK293, ïîëó÷åííûå èç Ðîññèéñêîé êîë-
ëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ),
êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â ñðåäàõ RPMI 1640 è DMEM
ñîîòâåòñòâåííî, ñîäåðæàùèõ 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ-
÷üåé ñûâîðîòêè, â ïðèñóòñòâèè ãåíòàìèöèíà èëè ïåíè-
öèëëèí-ñòðåïòîìèöèíà.

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è î í í ó þ ê î í ñ ò ð ó ê ö è þ ïîëó÷èëè íà
îñíîâå âåêòîðà pQCXIP (Clontech, ÑØÀ), â êîòîðûé ïî
ñàéòàì NotI è EcoRI âñòàâëåíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
hPSMD14-HTBH (ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåí ä-ðîì Ë. Õóàí-
ãîì).

Ò ð à í ñ ô å ê ö è þ êëåòîê ëèíèè HEK293 ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ ðåàãåíòà TurboFect (MBI Fermentas, Ëèòâà) ñî-
ãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì ôèðìû-èçãîòîâèòåëÿ, îäíîâðå-
ìåííî ââîäÿ ïëàçìèäû, íåîáõîäèìûå äëÿ ñáîðêè âèðóñ-
íîé ÷àñòèöû, è ðåòðîâèðóñíóþ ïëàçìèäó pQCXIP, êîäè-
ðóþùóþ hPSMD14-HTBH. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå ïîñòàíîâêè
òðàíñôåêöèè ïðîèçâîäèëè çàìåíó òðàíñôåêöèîííîé ñðå-
äû íà íîâóþ. Ñóïåðíàòàíò, ñîäåðæàùèé âèðóñíûå ÷àñòè-
öû, ñîáèðàëè â òå÷åíèå ïîñëåäóþùèõ 2 ñóò.

È í ô å ê ö è þ êëåòîê ëèíèè K562 ïðîâîäèëè ðåòðî-
âèðóñàìè, íåñóùèìè hPSMD14-HTBH. ×åðåç 16 ÷ ïîñëå
èíôèöèðîâàíèÿ ïðîèçâîäèëè çàìåíó òðàíñôåêöèîííîé
ñðåäû íà íîâóþ, ñîäåðæàùóþ àíòèáèîòèê ïóðîìèöèí (In-
vitrogen, ÑØÀ). Ñåëåêöèþ êëåòîê ïðîâîäèëè â òå÷åíèå
9 ñóò.

Ï ð î ò å à ñ î ì û âûäåëÿëè èç öèòîïëàçìû è êîíäèöè-
îíèðîâàííîé êëåòêàìè ðîñòîâîé ñðåäû ñ ïîìîùüþ äâóõ
ïîäõîäîâ: öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â ãðàäèåíòå êîíöåíòðàöèè
ñàõàðîçû (15—30 %) ñ ïîñëåäóþùåé èîíîîáìåííîé õðî-
ìàòîãðàôèåé íà öåëëþëîçå DE-52 (Hough et al., 1987) è
àôôèííîãî ñâÿçûâàíèÿ â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäèêîé, îïè-
ñàííîé ðàíåå (Wang et al., 2007).

Ä ë ÿ ï ð è ã î ò î â ë å í è ÿ ê ë å ò î ÷ í î ã î ý ê ñ ò ð à ê-
ò à êëåòêè ïðîìûâàëè õîëîäíûì PBS è ëèçèðîâàëè â áó-
ôåðå À (50 ìÌ Na-ôîñôàò, pH 7.5, 100 ìÌ NaCl,
10%-íûé ãëèöåðèí, 5 ìÌ ÀÒÔ, 1 ìÌ DTT, 5 ìÌ MgCl2,
0.5 % NP-40, èíãèáèòîðû ïðîòåàç) â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè
4 °Ñ. Êëåòî÷íûå ôðàãìåíòû óäàëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíè-
åì ïðè 13 òûñ. îá/ìèí â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 4 °Ñ.

Â å ñ ò å ð í - á ë î ò è í ã áåëêîâ ñ ïðèìåíåíèåì âòîðè÷-
íûõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà,
âûïîëíÿëè, ñëåäóÿ ðåêîìåíäàöèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäèòå-
ëÿ (Sigma, ÑØÀ). Ïåðîêñèäàçó âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ êèòà
SuperSignal (Pierce, ÑØÀ). Áåëêè ôðàêöèîíèðîâàëè â äå-
íàòóðèðóþùåì 13%-íîì ÏÀÀÃ (Laemmli, 1970). Ïîëó-
÷åííûå ôðàêöèè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ïåðåíîñèëè íà
ôèëüòðû PVDF (BioRad, ÑØÀ) â áóôåðå, ñîäåðæàùåì
25 ìM Òðèñ-HCl, 190 ìM ãëèöèíà, 0.05 % äîäåöèëñóëü-
ôàòà íàòðèÿ è 20 % ìåòàíîëà, pH 7.3. Ìåìáðàíó îòìûâà-
ëè â áóôåðå TBS (10 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.5, è 150 ìÌ

NaCl) è áëîêèðîâàëè öåíòðû íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâà-
íèÿ àíòèòåë 2.5%-íûì ðàñòâîðîì áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî
àëüáóìèíà èëè 5%-íûì îáåçæèðåííûì ìîëîêîì â ýòîì
æå áóôåðå. Èçáûòîê áëîêèðóþùåãî àãåíòà îòìûâàëè PBS
è ìåìáðàíó èíêóáèðîâàëè ñ êîíúþãèðîâàííûìè ñ ïåðîê-
ñèäàçîé õðåíà àíòèòåëàìè ïðîòèâ áèîòèíà (Cell Signaling,
ÑØÀ), ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ GAPDH
(Millipore, ÑØÀ) èëè ñî ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè
ïðîòèâ ñîîòâåòñòâóþùèõ ñóáúåäèíèö 26S ïðîòåàñîìû
(Enzo, ÑØÀ).

Ï å ï ò è ä à ç í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü ïðîòåàñîì õèìî-
òðèïñèí-ïîäîáíîãî òèïà îïðåäåëÿëè ïî ãèäðîëèçó ôëóî-
ðîãåííîãî ïåïòèäà Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC (Enzo,
ÑØÀ). Äëÿ ýòîãî 0.4 ìM ñóáñòðàò èíêóáèðîâàëè ñ 1 ìêã
ïðîòåàñîì â òå÷åíèå 45 ìèí ïðè 37 °Ñ â áóôåðíîì ðàñ-
òâîðå, ñîäåðæàùåì 50 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.5, 1 ìÌ
MgCl2, 10 ìÌ KCl, 1 ìÌ DTT è 5 ìÌ ATP. Ðåàêöèþ
îñòàíàâëèâàëè, äîáàâëÿÿ ðàâíûé îáúåì ñìåñè 70 ìÌ óê-
ñóñíîé êèñëîòû, 100 ìÌ õëîðàöåòàòà íàòðèÿ è 30 ìÌ
àöåòàòà íàòðèÿ. Êîíöåíòðàöèþ ïðîäóêòà ãèäðîëèçà AMC
(7-àìèíî-4-ìåòèëêóìàðèíà) îïðåäåëÿëè íà ôëóîðèìåòðå
VersaFluor (BioRad, ÑØÀ), èçìåðÿÿ ýêñòèíêöèþ è ýìèñ-
ñèþ ïðè äëèíàõ âîëí 365 è 440 íì ñîîòâåòñòâåííî (Bar-
rett, 1980).

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û. Â ðàáîòå èñïîëü-
çîâàëè ñðåäû RPMI 1640 è DMEM, ãëóòàìèí, ñûâîðîòêó
ïëîäîâ êîðîâ, ïåíèöèëëèí-ñòðåïòîìèöèí, ãåíòàìèöèí,
òðèïñèí è PBS (Áèîëîò, Ðîññèÿ); ïóðîìèöèí (Invitrogen,
ÑØÀ); Opti-MEM (Gibco, ÑØÀ); êóìàññè G-250 (Serva,
Ãåðìàíèÿ); Na-õëîðàöåòàò, ìåòàíîë, ýòàíîë, óêñóñíóþ
êèñëîòó, ñîëÿíóþ êèñëîòó, ãëèöåðèí, KCl è NaOH (Ðîñ-
ñèÿ); àêðèëàìèä, äèòèîòðåèòîë, òðèñ-ãèäðîêñèìåòèëàìè-
íîìåòàí, ãëèöèí, MgCl2, ÀÒÔ, äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ,
b-ìåðêàïòîýòàíîë, ïåðñóëüôàò àììîíèÿ è NaCl (Amresco,
ÑØÀ); ìåòèëåí-áèñ-àêðèëàìèä, ÝÄÒÀ, ôåíèëìåòèëñóëü-
ôîíèëôòîðèä, ÒÅÌÅÄ, tween-20, àöåòàò íàòðèÿ, áû÷èé
ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäà-
çîé õðåíà êîçüè àíòèòåëà ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ
ìûøè è êîçüè àíòèòåëà ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ êðî-
ëèêà è TEV-ïðîòåàçà (Sigma, ÑØÀ); NaCl è àöåòàò
íàòðèÿ (Merck, Ãåðìàíèÿ); TurboFect è êèò äëÿ âûäåëå-
íèÿ ÄÍÊ (MBI Fermentas, Ëèòâà); ôëóîðîãåííûå ïåïòè-
äû Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC, Ac-Arg-Leu-Arg-AMC è
Z-Leu-Leu-Glu-AMC, àíòèòåëà ïðîòèâ ñóáúåäèíèö 26S
ïðîòåàñîìû Rpn7 è a5 (Enzo, ÑØÀ); êîíúþãèðîâàííûå ñ
ïåðîêñèäàçîé õðåíà àíòèòåëà ïðîòèâ áèîòèíà (Cell Signa-
ling, ÑØÀ); êèò SuperSignal (Pierce, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â ëèòåðàòóðå îïèñàíû ðàçíîîáðàçíûå ñïîñîáû âûäå-
ëåíèÿ è î÷èñòêè âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì (Leggett
et al., 2005). Âñå îíè èìåþò â ñâîåé îñíîâå îäèí èç äâóõ
ïîäõîäîâ: áèîõèìè÷åñêèé ñïîñîá î÷èñòêè ïðîòåàñîì, êî-
òîðûé îñíîâûâàåòñÿ íà ôðàêöèîíèðîâàíèè áåëêîâ ñ ïî-
ìîùüþ ñòóïåí÷àòîãî âûñàëèâàíèÿ, óëüòðàöåíòðèôóãèðî-
âàíèÿ è õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ìåòîäèê, è î÷èñòêà ïóòåì
àôôèííîãî ñâÿçûâàíèÿ íà ñîðáåíòå. Êàæäûé èç ïîäõîäîâ
èìååò ñâîè ïðåèìóùåñòâà è ñâîè íåäîñòàòêè. Ãëàâíîå
ïðåèìóùåñòâî àôôèííîãî ñïîñîáà î÷èñòêè ñîñòîèò â ñêî-
ðîñòè ïîëó÷åíèÿ î÷èùåííûõ ïðîòåàñîì: òðåáóåòñÿ íå-
ñêîëüêî ÷àñîâ âìåñòî íåñêîëüêèõ äíåé.

Àôôèííàÿ î÷èñòêà áåëêà áûëà îñíîâàíà íà ìàðêèðîâ-
êå ïðîòåàñîìíîé ñóáúåäèíèöû Rpn11 ïîëèïåïòèäíîé ïî-
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ñëåäîâàòåëüíîñòüþ HTBH, êîòîðàÿ íåñåò â ñåáå äâå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èç øåñòè ãèñòèäèíîâ (H), ñàéò äëÿ
ðàñùåïëåíèÿ TEV-ïðîòåàçîé (T) è áèîòèí-ïîäîáíóþ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü (B). Áåëîê ïðî÷íî ñâÿçûâàåòñÿ ñ àâèäè-
íîì, ÷òî ïîçâîëÿåò âûäåëÿòü ïðîòåàñîìû íà àâèäèíîâîì
íîñèòåëå ñ ïîñëåäóþùåé ýëþöèåé ñ íîñèòåëÿ ñ ïîìîùüþ
ðàñùåïëåíèÿ TEV-ïðîòåàçîé (Wang et al., 2007).

Êëåòêè ëèíèè K562 ñ÷èòàþòñÿ òðóäíî òðàíñôèöèðóå-
ìûìè, ïîýòîìó äëÿ äîñòàâêè ãåííîé êîíñòðóêöèè èñïîëü-
çîâàëè ðåòðîâèðóñíûé âåêòîð pQCXIP, êîòîðûé èñïîëü-
çóåòñÿ â èíôåêöèîííîé äîñòàâêå êîíñòðóêöèé â êëåòêè.
Íà íà÷àëüíîì ýòàïå ãåíåòè÷åñêàÿ êîíñòðóêöèÿ pQCXIP-
PSMD14-HTBH òðàíñôèöèðîâàëàñü â êëåòêè HEK293 ëè-
ïîôèëüíûì ìåòîäîì. Ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê
HEK293, ñîäåðæàùóþ âèðóñíûå ÷àñòèöû, ñîáèðàëè ÷åðåç
2 ñóò ïîñëå òðàíñôåêöèè è äîáàâëÿëè ê êëåòêàì K562. ×å-
ðåç 1 ñóò ïîñëå èíôåêöèè íà÷èíàëè ñåëåêöèþ êëåòîê
K562 ïðè êîíöåíòðàöèè ïóðîìèöèíà 5 ìêã/ìë, êîòîðàÿ
äëèëàñü 9 ñóò. Àíàëèç ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà
â ïðîøåäøèõ ñåëåêöèþ êëåòêàõ K562, ýêñïðåññèðóþùèõ
áåëîê PSMD14-HTBH, àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ âåñ-
òåðí-áëîòèíãà ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ áèîòèíà (ðåçóëüòàò
íå ïðåäñòàâëåí). Êàðòèíà ðàñïðåäåëåíèÿ â ñèñòåìå ýëåêò-
ðîôîðåçà â ïðèñóòñòâèè SDS î÷èùåííûõ ïðîòåàñîì èç
êëåòîê K562, ýêñïðåññèðóþùèõ áåëîê PSMD14-HTBH,
ïîêàçàíà íà ðèñ. 1 (äîðîæêà 1) è àíàëîãè÷íà ïðåäñòàâ-
ëåííîé ðàíåå (Wang et al., 2007).

Êîíòðîëü çà êà÷åñòâîì âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè âíåêëå-
òî÷íûõ ïðîòåàñîì âåëñÿ ïî òðåì íàïðàâëåíèÿì: êàðòèíà
ðàñïðåäåëåíèÿ ïðîòåàñîìíûõ áåëêîâ â ñèñòåìå ýëåêòðî-
ôîðåçà â ïðèñóòñòâèè SDS â ñðàâíåíèè ñ êàðòèíîé ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ àôôèííî-î÷èùåííûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðî-
òåàñîì (ðèñ. 1, äîðîæêà 1), äåìîíñòðàöèÿ ïðîòåàñîìíûõ
àíòèãåíîâ è íàëè÷èå õàðàêòåðíûõ äëÿ ïðîòåàñîì ïåïòè-
äàçíûõ àêòèâíîñòåé.

Âíåêëåòî÷íûå ïðîòåàñîìû âûäåëÿëè èç ñðåäû êóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòîê ñ ïîìîùüþ ñòóïåí÷àòîãî âûñàëèâà-
íèÿ, óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ â ãðàäèåíòå êîíöåíòðà-
öèè ñàõàðîçû (15—30 %) è àíèîíîîáìåííîé õðîìàòîãðà-
ôèè íà öåëëþëîçå DE-52 èëè ñ ïîìîùüþ àôôèííîé
î÷èñòêè áåëêà.

Îñíîâíàÿ ïðîáëåìà ïðè âûäåëåíèè ïðîòåàñîì èç ñðå-
äû êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê — çàãðÿçíåíèå ìàòåðèàëà ñû-
âîðîòî÷íûìè áåëêàìè, â ÷àñòíîñòè áû÷üèì ñûâîðîòî÷-
íûì àëüáóìèíîì (ÁÑÀ) (ðèñ. 1, äîðîæêè 2, 3 è 5). Äëÿ
ðåøåíèÿ äàííîé ïðîáëåìû ìû ââåëè ïîñëå ýòàïà óëüòðà-
öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â ãðàäèåíòå ñàõàðîçû äîïîëíèòåëü-
íóþ èíêóáàöèþ ìàòåðèàëà â áóôåðíîì ðàñòâîðå â ïðè-
ñóòñòâèè 2.5 ìÌ äèòèîòðåéòîëà. Ìû äîáèëèñü íåêîòîðî-
ãî óìåíüøåíèÿ çàãðÿçíåíèÿ (ðèñ. 1, äîðîæêà 3), íî
ñòåïåíü î÷èñòêè ìàòåðèàëà âñå ðàâíî îñòàâàëàñü íåäîñòà-
òî÷íîé (ðèñ. 1, äîðîæêè 1 è 3). Êðîìå òîãî, êàê áûëî ïî-
êàçàíî ïîçæå, â ñëó÷àå äîïîëíèòåëüíîé èíêóáàöèè â ïðè-
ñóòñòâèè 2.5 ìÌ äèòèîòðåéòîëà áîëüøàÿ ÷àñòü ïðîòåàñîì
äèññîöèèðîâàëà íà 19S ðåãóëÿòîðû è 20S êîìïëåêñû (ðå-
çóëüòàòû íå ïðåäñòàâëåíû). Åùå îäèí âàðèàíò ðåøåíèÿ
ïðîáëåìû ïðèñóòñòâèÿ ñûâîðîòî÷íûõ áåëêîâ â ïðîòåàñî-
ìàõ ñîñòîèò â óäàëåíèè èç ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ ñûâî-
ðîòêè, íåîáõîäèìîé äëÿ àêòèâíîãî ðîñòà ëþáîé êëåòî÷-
íîé êóëüòóðû (ðèñ. 1, äîðîæêà 4). Äëÿ ýòîãî êëåòêè âûðà-
ùèâàëè ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ äî äîñòèæåíèÿ
ìàêñèìàëüíîé ïëîòíîñòè êëåòîê íà åäèíèöó îáúåìà ñðå-
äû. Äàëåå êëåòêè ïðîìûâàëè PBS, ÷òîáû óäàëèòü êîìïî-
íåíòû ñûâîðîòêè, è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è â ìè-
íèìàëüíîé ñðåäå (áåç ñûâîðîòêè) â ñòàíäàðòíûõ óñëîâè-
ÿõ. Îäíàêî äëèòåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå â ìèíèìàëüíîé
ñðåäå ïðèâîäèëî ê ìàññîâîé ãèáåëè êëåòîê, ÷òî âûðàæà-
ëîñü ïðèñóòñòâèåì êëåòî÷íûõ áåëêîâ (íàïðèìåð, ãëèöå-
ðàëüäåãèä-3-ôîñôàò-äåãèäðîãåíàçû — GAPDH) â ñðåäå
êóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 2, äîðîæêà 4), è, ñëåäîâàòåëüíî, ê
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Ðèñ. 1. Êàðòèíà ðàñïðåäåëåíèÿ ïðîòåàñîìíûõ áåëêîâ â ñèñòåìå ýëåêòðîôîðåçà â ïðèñóòñòâèè SDS.

Ïðîòåàñîìû âûäåëåíû èç êëåòîê K562 (1) è êîíäèöèîíèðîâàííîé êëåòêàìè K562 ñðåäû (2—6); Ì — ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ. Êëåòêè êóëüòèâè-
ðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ â ïðèñóòñòâèè 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (2, 3, 5), â ìèíèìàëüíîé ñðåäå (4) è â ñðåäå Op-
ti-MEM (6). Ïðîòåàñîìû âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ áèîõèìè÷åñêîãî ïîäõîäà (2— 4) è çà ñ÷åò àôôèííîãî ñâÿçûâàíèÿ (1, 5, 6). Â îäíîì èç âàðèàíòîâ ýêñïå-
ðèìåíòà êëåòêè äîïîëíèòåëüíî èíêóáèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè 2.5 ìÌ äèòèîòðåèòîëà ïåðåä õðîìàòîãðàôè÷åñêèì ýòàïîì áèîõèìè÷åñêîé î÷èñòêè ïðî-

òåàñîì (3).



ïîÿâëåíèþ âî âíåêëåòî÷íîé ïðîòåàñîìíîé ïîïóëÿöèè
ïðèìåñè êëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì â ðåçóëüòàòå ìàññîâîãî
âûõîäà âî âíåêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâà âñåõ âíóòðèêëå-
òî÷íûõ áåëêîâ èç ïîãèáøèõ êëåòîê. Ïîýòîìó ìû ðåøèëè
èñïîëüçîâàòü àôôèííûé ïîäõîä ïðè î÷èñòêå ïðîòåàñîì
èç ïîëíîé ñðåäû, êîíäèöèîíèðîâàííîé êëåòêàìè, ïîëà-
ãàÿ, ÷òî ñìîæåì èçáåæàòü ïðèñóòñòâèÿ ñûâîðîòî÷íûõ
áåëêîâ â àôôèííî-î÷èùåííûõ âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñî-
ìàõ. Æåëàåìîãî ðåçóëüòàòà, ê ñîæàëåíèþ, ìû íå äîñòèãëè
(ðèñ. 1, äîðîæêà 5), ïîýòîìó ïðè àôôèííîé î÷èñòêå ïðî-
òåàñîì âìåñòî ìèíèìàëüíîé ñðåäû èñïîëüçîâàëè îáîãà-
ùåííóþ áåññûâîðîòî÷íóþ ñðåäó Opti-MEM (Invitrogen,
ÑØÀ). Ïðè ýòîì áûëî îòìå÷åíî ðåçêîå óìåíüøåíèå êî-
ëè÷åñòâà ìåðòâûõ êëåòîê (ðèñ. 2, äîðîæêà 5), ÷òî ïîçâî-
ëèëî íàì ïîëó÷èòü âíåêëåòî÷íûå ïðîòåàñîìû óäîâëåòâî-
ðèòåëüíîé ñòåïåíè î÷èñòêè â ñîîòâåòñòâèè ñ îáùåïðèíÿ-
òîé êàðòèíîé ðàñïðåäåëåíèÿ ïðîòåàñîìíûõ áåëêîâ â
ñèñòåìå ýëåêòðîôîðåçà â ïðèñóòñòâèè SDS (ðèñ. 1, äî-
ðîæêè 1, 6).

Àíàëèç ïðèñóòñòâèÿ ïðîòåàñîìíûõ àíòèãåíîâ â ïîëó-
÷åííûõ íàìè ïðåïàðàòàõ î÷èùåííûõ âíåêëåòî÷íûõ ïðî-
òåàñîì ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 3. Êîëè÷åñòâî áåëêà, íàíîñè-
ìîå íà îäíó äîðîæêó ãåëÿ, âûðàâíèâàëè ïî ìåòîäó Áðåä-
ôîðä, àíòèãåíû âûÿâëÿëè ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà
ñîãëàñíî ñòàíäàðòíîìó ïðîòîêîëó ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè-
÷åñêèõ àíòèòåë ê ïðîòåàñîìíûì áåëêàì 19S ðåãóëÿòîðíî-
ãî êîìïëåêñà Rpn7 è 20S ïðîòåàñîìû a5. Èíòåðåñíî, ÷òî
â ñðàâíåíèè ñ êëåòî÷íûìè ïðîòåàñîìàìè â ïîïóëÿöèè
âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì èíòåíñèâíîñòü èììóíîõèìè-
÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ ñóáúåäèíèöû Rpn7 çàìåòíî íèæå
(ðèñ. 3), ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ íàøèìè ðàííèìè äàííûìè î
ïîíèæåííîì ñîäåðæàíèè 19S ðåãóëÿòîðíîãî êîìïëåêñà

ïðîòåàñîì âî âíåêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå (Çàéêîâà è äð.,
2013á).

Ïðè èñïîëüçîâàíèè èíãèáèòîðîâ è ôëóîðîãåííûõ
ïåïòèäíûõ ñóáñòðàòîâ áûëè âûÿâëåíû òðè êàòàëèòè÷å-
ñêèå (ïåïòèäàçíûå) àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì: òðèïñèí-, õè-
ìîòðèïñèí- è êàñïàçà-ïîäîáíûå (Orlowski, Wilk, 2000).
Ïåïòèäàçíûå àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì àññîöèèðîâàíû ñ
òðåìÿ ñóáúåäèíèöàìè b-òèïà: òðèïñèí-ïîäîáíàÿ îñóùå-
ñòâëÿåòñÿ ñóáúåäèíèöåé b2, õèìîòðèïñèí-ïîäîáíàÿ —
b5, êàñïàçà-ïîäîáíàÿ — b1.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðîöåññ ðàñùåïëåíèÿ áåëêîâ ïî-
äðîáíî èçó÷åí è îïèñàíû âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó êàòàëè-
òè÷åñêèìè öåíòðàìè íà ñóáúåäèíèöàõ êîðîâîé 20S ïðî-
òåàñîìû (Kisselev et al., 1999). Èíòåðåñíî, ÷òî ïðîòåîëèç
áåëêà ñóáúåäèíèöåé b5 çíà÷èòåëüíî ñòèìóëèðóåò àêòèâ-
íîñòü êàòàëèòè÷åñêîãî öåíòðà ñóáúåäèíèöû b1, â òî
âðåìÿ êàê ïðîòåîëèç áåëêà ñóáúåäèíèöåé b1 ïðèâîäèò ê
èíãèáèðîâàíèþ òðèïñèí-ïîäîáíîé àêòèâíîñòè. Àâòîðû
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Ðèñ. 2. Èììóíîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå êëåòî÷íîãî áåëêà
GAPDH â êëåòêàõ K562 (1) è â êîíäèöèîíèðîâàííîé êëåòêàìè

K562 ñðåäå (2—5).

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ â
ïðèñóòñòâèè 10 % FBS (1, 3), â ìèíèìàëüíîé ñðåäå (2, 4) è â ñðåäå Opti-

MEM (5).

Ðèñ. 3. Èììóíîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå ñóáúåäèíèö 20S ïðîòå-
àñîìû a-òèïà (a5) è 19S ðåãóëÿòîðíîãî êîìïëåêñà (Rpn7) â
ïðîòåàñîìàõ, âûäåëåííûõ è î÷èùåííûõ ñ ïîìîùüþ áèîõèìè-
÷åñêîãî ïîäõîäà (1, 2) è àôôèííîãî î÷èùåíèÿ (3—5) èç êîí-
äèöèîíèðîâàííîé êëåòêàìè K562 ñðåäû â ïðèñóòñòâèè (1, 3)
èëè â îòñóòñòâèå (2) 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîò-

êè, èç ñðåäû Opti-MEM (4) è èç êëåòîê K562 (5).

Ðèñ. 4. Ïåïòèäàçíûå àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì, âûäåëåííûõ è
î÷èùåííûõ ñ ïîìîùüþ áèîõèìè÷åñêîãî ïîäõîäà (1, 2) è àô-
ôèííîãî î÷èùåíèÿ (3—5) èç êîíäèöèîíèðîâàííîé êëåòêàìè
K562 ñðåäû â ïðèñóòñòâèè 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñû-
âîðîòêè (1, 3), â îòñóòñòâèå ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîò-

êè (2), ñðåäû Opti-MEM (4) è êëåòîê K562 (5).

à — õèìîòðèïñèí-ïîäîáíàÿ àêòèâíîñòü, á — òðèïñèí-ïîäîáíàÿ àêòèâ-
íîñòü, â — êàñïàçà-ïîäîáíàÿ àêòèâíîñòü. Íà ãèñòîãðàììàõ ïîêàçàíû
ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ òðåõ íåçàâèñèìûõ îïðåäå-
ëåíèé ôëóîðåñöåíöèè îñâîáîæäåííîãî (7-àìèíî)-4-ìåòèëêóìàðèíà;
100 åä. ôëóîðåñöåíöèè ñîîòâåòñòâóþò îñâîáîæäåíèþ 50 ïìîëü ïðîäóê-
òà; êîíöåíòðàöèÿ ïðîòåàñîì â ïðîáàõ ñîñòàâëÿåò 1 ìêã. Òåìíûå ñòîëáè-
êè — ïåïòèäàçíûå àêòèâíîñòè â ïðåïàðàòàõ ïðîòåàñîì, ñâåòëûå ñòîë-

áèêè — â ïðåïàðàòàõ ïðîòåàñîì ñ äîáàâëåíèåì MG132.



ïîëàãàþò, ÷òî öèêëè÷åñêèé ìåõàíèçì äåãðàäàöèè áåëêîâ
íà÷èíàåòñÿ ñ íà÷àëüíîãî ðàñùåïëåíèÿ ïî òèïó õèìîòðèï-
ñèíà, ÷òî çàïóñêàåò âåñü êàñêàä ïðîòåîëèòè÷åñêîãî ðàñ-
öåïëåíèÿ áåëêîâîãî ñóáñòðàòà. Òàêèì îáðàçîì, õèìîò-
ðèïñèí-ïîäîáíóþ àêòèâíîñòü ñ÷èòàþò îïðåäåëÿþùåé â
ðàáîòå ïðîòåàñîì. Íàëè÷èå ó ïðîòåàñîì õàðàêòåðíûõ äëÿ
íèõ ïðîòåîëèòè÷åñêèõ àêòèâíîñòåé â çíà÷èòåëüíîé ìåðå
îïðåäåëÿåò èõ ôóíêöèîíàëüíóþ çíà÷èìîñòü, ïîýòîìó
ïðåäñòàâëÿåòñÿ âàæíîé îöåíêà âëèÿíèÿ ñïîñîáîâ î÷èñòêè
âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì íà èõ ïåïòèäàçíóþ àêòèâíîñòü.

Àêòèâíîñòü î÷èùåííûõ âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì
îïðåäåëÿëè ïî ãèäðîëèçó ïåïòèäîâ, ñïåöèôè÷íûõ äëÿ
ïðîòåîëèòè÷åñêèõ öåíòðîâ ïðîòåàñîì: ïåïòèäàçíóþ àê-
òèâíîñòü ïðîòåàñîì õèìîòðèïñèí-ïîäîáíîãî òèïà îïðå-
äåëÿëè ïî ãèäðîëèçó ôëóîðîãåííîãî ïåïòèäà — Suc-Leu-
Leu-Val-Tyr-AMC, òðèïñèí-ïîäîáíîãî òèïà — ïî Ac-
Arg-Leu-Arg-AMC, êàñïàçà-ïîäîáíîãî — ïî Z-Leu-Leu-
Glu-AMC (Enzo Life Sciences, ÑØÀ). Ðàíåå ìû ïîêàçàëè,
÷òî âíåêëåòî÷íûå ïðîòåàñîìû ïðîÿâëÿþò âñå òðè òèïà
ïåïòèäàçíûõ àêòèâíîñòåé, õàðàêòåðíûõ äëÿ ïðîòåàñîì
(Çàéêîâà è äð., 2011). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû òàêæå àíà-
ëèçèðîâàëè òðè òèïà ïåïòèäàçíûõ àêòèâíîñòåé ïðîòåà-
ñîì, âûäåëåííûå è î÷èùåííûå ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ
ïîäõîäîâ èç êîíäèöèîíèðîâàííîé êëåòêàìè K562 ñðåäû
(ðèñ. 4). Êàê è ñëåäîâàëî îæèäàòü, îêàçàëîñü, ÷òî ÷åì
÷èùå ïîëó÷åííûé ìàòåðèàë âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì,
òåì âûøå èõ ïåïòèäàçíàÿ àêòèâíîñòü. Îäíàêî ñëåäóåò îò-
ìåòèòü, ÷òî äàæå àôôèííî-î÷èùåííûå ïðîòåàñîìû èç
êîíäèöèîíèðîâàíííîé êëåòêàìè ñðåäû îáëàäàëè ìåíü-
øåé àêòèâíîñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòî÷íûìè ïðîòåàñî-
ìàìè (ðèñ. 3). Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ çà ñïåöèôè÷íîñòüþ
ïåïòèäàçíîé àêòèâíîñòè ìû èñïîëüçîâàëè ïðîòåàñîìíûé
ïåïòèäíûé èíãèáèòîð MG132, êîòîðûé ïîäàâëÿåò ïî
áîëüøåé ÷àñòè õèìîòðèïñèí-ïîäîáíóþ àêòèâíîñòü ïðî-
òåàñîì, ñâÿçûâàÿñü ñ ãèäðîêñèëîì N-êîíöåâîãî òðåîíèíà
êàòàëèòè÷åñêîé ñóáúåäèíèöû. Íàñ óäèâèë òîò ôàêò, ÷òî
MG132 íå èíãèáèðóåò íè òðèïñèí-ïîäîáíóþ, íè êàñïà-
çà-ïîäîáíóþ àêòèâíîñòè âíåêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì, îêà-
çûâàÿ ïðè ýòîì âûðàæåííîå âëèÿíèå íà ýòè òèïû àêòèâ-
íîñòè âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîòåàñîì. Îäíàêî äëÿ îáúÿñíå-
íèÿ ýòîãî ÿâëåíèÿ íà ñåãîäíÿøíèé äåíü íåäîñòàòî÷íî
äàííûõ.

Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé ìû ïîêàçà-
ëè, ÷òî ëþáîé ïîäõîä â âûäåëåíèè è î÷èñòêå âíåêëåòî÷-
íûõ ïðîòåàñîì òðåáóåò óäàëåíèÿ ñûâîðîòî÷íûõ áåëêîâ
èç îáðàçöà, ñëåäîâàòåëüíî, ñûâîðîòêè èç ñðåäû êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ êëåòîê. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, óäàëåíèå ñûâîðîòêè
èç ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ïðèâîäèò ê èõ ìàñ-
ñîâîé ãèáåëè, ïîýòîìó äëÿ î÷èñòêè ïðîòåàñîì èç ñðåäû,
êîíäèöèîíèðîâàííîé êëåòêàìè, íåîáõîäèìî èñïîëüçî-
âàòü ñïåöèàëüíûå áåññûâîðîòî÷íûå ñðåäû (íàïðèìåð,
óëó÷øåííóþ ìèíèìàëüíóþ ñðåäó Opti-MEM) èëè ê
ìèíèìàëüíîé ñðåäå äîáàâëÿòü òàêèå êîìïîíåíòû, êàê õî-
ëåñòåðèí, ïðîãåñòåðîí è èíñóëèí-òðàíñôåðèí-ñåëåí-À
(Øòàìì è äð., 2012).

Àíàëèç êàðòèíû ðàñïðåäåëåíèÿ ïðîòåàñîìíûõ áåëêîâ
â ñèñòåìå ýëåêòðîôîðåçà â ïðèñóòñòâèè SDS ïîêàçàë, ÷òî
íàèáîëåå ÷èñòûå ïðåïàðàòû ïðîòåàñîì ïîëó÷àþòñÿ ïðè
èñïîëüçîâàíèè àôôèííîãî ñâÿçûâàíèÿ.

Ïîêàçàíî, ÷òî íåçàâèñèìî îò ìåòîäà âûäåëåíèÿ è
î÷èñòêè ïðîòåàñîì èç êîíäèöèîíèðîâàííîé êëåòêàìè
ñðåäû âíåêëåòî÷íûå ïðîòåàñîìû îáëàäàëè âñåìè òðåìÿ
òèïàìè ïåïòèäàçíûõ àêòèâíîñòåé. Íàèáîëüøåé ïåïòèäàç-
íîé àêòèâíîñòüþ, îäíàêî, îáëàäàëè àôôèííî-î÷èùåííûå
èç ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ïðîòåàñîìû.

Àâòîðû áëàãîäàðÿò ä.á.í. Í. À. Áàðëåâà çà íåîöåíè-
ìóþ ïîìîùü ïðè ïîäãîòîâêå ñòàòüè ê ïå÷àòè. Ìû òàêæå
áëàãîäàðèì ïðîô. Ë. Õóàíã çà ãåíåòè÷åñêóþ êîíñòðóê-
öèþ pQCXIP-hRpn11-HTBH.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 12-04-01397) è ôåäåðàëüíîé öåëåâîé ïðîãðàììû
«Íàó÷íûå è íàó÷íî-ïåäàãîãè÷åñêèå êàäðû èííîâàöèîí-
íîé Ðîññèè» íà 2009—2013 ãã. (¹ 8787).
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EXTRACELLULAR PROTEASOMES PURIFICATION METHODS

AND THE EVALUATION OF PROTEASOMAL PEPTIDASE ACTIVITIES
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In this paper, we present a comparative analysis of different methods of purification of proteasomes from
the culture medium in which proerithroleukemia human K562 cells were grown. The results obtained allowed
us to purify proteasomes from samples of conditioned cell culture medium and control the quality of the protea-
some preparations at all stages of their separation. Extracellular proteasomes purified via different approaches
possess all the three types of peptidase activity described for intracellular counterparts.

K e y w o r d s: extracellular proteasomes, peptidase activities, regulated proteolysis, ubiquitin-proteasome
system.
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