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Å. Þ. Èâàíîâà è äð.
Â êîìïëåêñå ñ î÷èùåííûìè ïðîòåàñîìàìè îáíàðóæåíà óêîðî÷åííàÿ ôîðìà a-òóáóëèíà

26S ïðîòåàñîìà — ìóëüòèñóáúåäèíè÷íûé áåëêîâûé êîìïëåêñ, îòâå÷àþùèé çà èçáèðàòåëüíóþ äå-
ãðàäàöèþ áåëêîâ â êëåòêå. Ñóùåñòâóåò ðÿä áåëêîâ ñ èçâåñòíûìè è íåèçâåñòíûìè ôóíêöèÿìè, êîòîðûå
ïîñòîÿííî èëè êðàòêîñðî÷íî ñâÿçûâàþòñÿ ñ 26S ïðîòåàñîìàìè. Îïðåäåëåíèå áåëêîâ, âçàèìîäåéñòâóþ-
ùèõ ñ ïðîòåàñîìàìè, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç âàæíûõ ýòàïîâ â ïîíèìàíèè ôóíêöèé ïðîòåàñîì â êëåòêå è ìå-
õàíèçìîâ èõ ðåãóëÿöèè. Hà ïðèìåðå êëåòîê ìèåëîãåííîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà ëèíèè K562 ìû ïîêàçàëè ñ
ïîìîùüþ MALDI-ICR-ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè, ÷òî ñ àôôèííî-î÷èùåííûìè ïðîòåàñîìàìè àññîöèèðîâàíû
òàêèå áåëêè öèòîñêåëåòà, êàê àêòèí, a-àêòèíèí 4, a- è b-òóáóëèíû. Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ñ
î÷èùåííûìè èç êëåòîê K562 ïðîòåàñîìàìè àññîöèèðîâàíà óêîðî÷åííàÿ èçîôîðìà a-òóáóëèíà. Ïðèñóò-
ñòâèå èçîôîðìû a-òóáóëèíà â êîìïëåêñå ñ àôôèííî-î÷èùåííûìè ïðîòåàñîìàìè òàêæå îáíàðóæåíî â
÷åëîâå÷åñêèõ êëåòêàõ ëèíèè HEK293.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: a-òóáóëèí, àôôèííàÿ î÷èñòêà, MALDI-ICR-ìàññ-ñïåêòðîìåòðèÿ, ïðîòåàñîìà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÀÀÃ — ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü, HTBH — ñëîæíûé ïîëèïåïòèä,
ñîñòîÿùèé èç äâóõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èç øåñòè ãèñòèäèíîâ (H), ñïåöèôè÷åñêîãî ñàéòà ðàñùåïëåíèÿ
TEV-ïðîòåàçîé (T) è ñèãíàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äëÿ áèîòèíèëèðîâàíèÿ in vivo (B).

Ìóëüòèñóáúåäèíè÷íûé áåëêîâûé êîìïëåêñ, îòâå÷à-
þùèé çà èçáèðàòåëüíóþ äåãðàäàöèþ áåëêîâ â êëåòêå, íà-
çûâàåòñÿ 26S ïðîòåàñîìîé. 26S ïðîòåàñîìà ñîñòîèò èç ÷à-
ñòèöû 20S, îáëàäàþùåé ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ,
è îäíîãî èëè äâóõ 19S-ðåãóëÿòîðíûõ êîìïëåêñîâ (Öèìî-
õà, 2010). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðîñëåæèâàåòñÿ ñâÿçü ìåæ-
äó ïàòîãåíåçîì ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé, âêëþ÷àÿ íåéðî-
äåãåíåðàòèâíûå, àóòîèììóííûå, îíêîëîãè÷åñêèå, è íàðó-
øåíèÿìè â ðàáîòå óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíîé ñèñòåìû.
Ïîýòîìó òàê âàæíî øèðîêîå è êîìïëåêñíîå èçó÷åíèå ìå-
õàíèçìà ðàáîòû óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíîé ñèñòåìû è ñïî-
ñîáîâ ðåãóëÿöèè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ïðîòåàñîì â êëåòêå.
Ñóùåñòâóåò ðÿä áåëêîâ ñ èçâåñòíûìè è íåèçâåñòíûìè
ôóíêöèÿìè, êîòîðûå ïîñòîÿííî èëè êðàòêîñðî÷íî ñâÿçû-
âàþòñÿ ñ ïðîòåàñîìàìè; ýòè áåëêè óñëîâíî ïîäåëåíû íà
äâå ãðóïïû — áåëêè óáèêâèòèíîâîé ñèñòåìû è áåëêè, ðå-
ãóëèðóþùèå àêòèâíîñòü è ôóíêöèè ïðîòåàñîì çà ñ÷åò
ïðÿìîãî ñâÿçûâàíèÿ. Ê áåëêàì óáèêâèòèíîâîé ñèñòåìû
îòíîñÿòñÿ, íàïðèìåð, áåëêè Rad23, Dsk2 è Ddi1, èãðàþ-
ùèå ðîëü â ñâÿçûâàíèè áåëêà Rpn1 îñíîâàíèÿ ðåãóëÿòîð-
íîãî êîìïëåêñà ñ ïîëèóáèêâèòèíîâîé öåïüþ ñ ïîìîùüþ
äîìåíîâ UBL/UBS (Chen, Madura, 2002; Funakoshi et al.,
2002; Hartmann-Petersen et al., 2003; Gomez et al., 2011).
Áåëêè Hul5/KIAA10, Ufd4, Parkin, Rnf2 è Ubr1 îòíîñÿòñÿ
ê ñåìåéñòâó E3-óáèêâèòèí-ëèãàç è ó÷àñòâóþò â ïðîöåññå
ïîëèóáèêâèòèíèðîâàíèÿ (Schmidt et al., 2005). Ê äðóãèì

áåëêàì, ñâÿçûâàþùèìñÿ ñ ïðîòåàñîìàìè, ìîæíî îòíåñòè
áåëêè-øàïåðîíû ñåìåéñòâ Hsp 70 è Hsp90. Áëàãîäàðÿ
ñïîñîáíîñòè óçíàâàòü áåëêè, ïîäâåðãøèåñÿ êîíôîðìàöè-
îííûì èçìåíåíèÿì, îíè ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ðàñïîçíà-
âàíèè ïðîòåàñîìîé àíîìàëüíûõ, íåïðàâèëüíî ñâåðíóòûõ
áåëêîâ (Patterson, Höhfeld, 2008). Â êîìïëåêñå ñ î÷èùåí-
íûìè ïðîòåàñîìàìè îáíàðóæåí è ðÿä äðóãèõ áåëêîâ, îä-
íàêî ôóíêöèîíàëüíîå çíà÷åíèå òàêîãî ñâÿçûâàíèÿ ïîêà
íåèçâåñòíî (Schmidt et al., 2005; Guerrero et al., 2006;
Wang et al., 2007; Besche et al., 2009; Tai et al., 2010). Ïîý-
òîìó îïðåäåëåíèå áåëêîâ, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ ïðîòåà-
ñîìàìè, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç âàæíûõ ýòàïîâ â ïîíèìàíèè
ôóíêöèé ïðîòåàñîì â êëåòêå è ìåõàíèçìîâ èõ ðåãóëÿöèè.

Ñîãëàñíî íàøèì äàííûì, ïîëó÷åííûì ñ ïîìîùüþ
iTRAQ-ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà î÷èùåííûõ ñ
ïîìîùüþ ïîñëåäîâàòåëüíîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ïðîòåà-
ñîì, áûëî îïðåäåëåíî 249 àññîöèèðîâàííûõ ñ ïðîòåàñî-
ìàìè áåëêîâ, ñðåäè êîòîðûõ ïðèñóòñòâîâàëè òàêèå áåëêè
öèòîñêåëåòà, êàê a- è b -òóáóëèíû, àêòèí, a-àêòèíèí,
ìèîçèí è ôèëàìèí (Çàéêîâà è äð., 2013). Èíòåðåñíî, ÷òî
ïîäòâåðæäåíèå äàííûõ iTRAQ-ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè ìå-
òîäîì Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë,
ñïåöèôè÷íûõ a-òóáóëèíó (TUBA4A), âûÿâèëî ïðèñóòñò-
âèå óêîðî÷åííîé ôîðìû a-òóáóëèíà ñ ìîë. ìàññîé îêîëî
40 êÄà â êîìïëåêñå ñ î÷èùåííûìè ïðîòåàñîìàìè (Çàéêî-
âà è äð., 2013). Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî â èññëåäîâàíèÿõ äðó-
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ãèõ àâòîðîâ ÷èñëî áåëêîâ, àññîöèèðîâàííûõ ñ î÷èùåííû-
ìè ïðîòåàñîìàìè, èç äðóãèõ êëåòîê è îðãàíèçìîâ áûëî
çíà÷èòåëüíî ìåíüøèìè è íå ïðåâûøàëî 50 (Verma et al.,
2000; Guerrero et al., 2006; Horiquchi et al., 2006; Wang
et al., 2007; Besche et al., 2009; Tai et al., 2010; Wang et al.,
2011; Russell et al., 2013). Â ñèëó ñëèøêîì áîëüøîãî ÷èñ-
ëà âûÿâëåííûõ íàìè â êîìïëåêñå ñ î÷èùåííûìè ïðî-
òåàñîìàìè áåëêîâ ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ïðèñóòñòâèå
óêîðî÷åííîé ôîðìû a-òóáóëèíà ìîãëî áûòü ñëåäñòâèåì
íåñïåöèôè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ, ïðîòåîëèçà èëè êîí-
òàìèíàöèè èç-çà íåäîñòàòî÷íîé ñòåïåíè î÷èñòêè ïðîòåà-
ñîìíûõ êîìïëåêñîâ.

Â ñîâðåìåííîé ëèòåðàòóðå âñòðå÷àþòñÿ ðàçëè÷íûå
ñïîñîáû âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè ïðîòåàñîì (Leggett et al.,
2005). Îäíàêî â îñíîâå âñåãäà ëåæèò îäèí èç äâóõ ïîäõî-
äîâ: áèîõèìè÷åñêèé ñïîñîá î÷èñòêè ïðîòåàñîì èëè ìåòîä
àôôèííîãî ñâÿçûâàíèÿ íà ñîðáåíòå. Áèîõèìè÷åñêèé ñïî-
ñîá îñíîâûâàåòñÿ íà ôðàêöèîíèðîâàíèè áåëêîâ ñ ïîìî-
ùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ, ñòóïåí÷àòîì âûñàëèâàíèè ñóëü-
ôàòîì àììîíèÿ è ïîñëåäóþùåì ïðèìåíåíèè õðîìàòîãðà-
ôè÷åñêèõ ìåòîäèê. Ìåòîä àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè
îñíîâàí íà ñëèÿíèè îäíîé èç ïðîòåàñîìíûõ ñóáúåäèíèö
ñî ñïåöèàëüíîé ìåòêîé, ñïîñîáíîé ñïåöèôè÷åñêè âçàè-
ìîäåéñòâîâàòü ñ ñîîòâåòñòâóþùèì íîñèòåëåì. Îñíîâíûì
ïðåèìóùåñòâîì ýòîãî ìåòîäà ÿâëÿåòñÿ ñêîðîñòü ïîëó÷å-
íèÿ î÷èùåííûõ ïðîòåàñîì. Êðîìå òîãî, àôôèííàÿ õðîìà-
òîãðàôèÿ ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ïîäõîäÿùåé äëÿ îïðåäåëå-
íèÿ áåëêîâ, àññîöèèðîâàííûõ ñ ïðîòåàñîìàìè, òàê êàê
ïîçâîëÿåò äîáèòüñÿ íàèáîëåå âûñîêîé ñòåïåíè î÷èñòêè
(Leggett et al., 2005).

Òàêèì îáðàçîì, ïåðåä íàìè âñòàëà çàäà÷à èñïîëüçî-
âàòü ñòðàòåãèþ àôôèííîé î÷èñòêè ïðîòåàñîìíûõ êîìï-
ëåêñîâ ñ ïîñëåäóþùèì ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèì àíàëè-
çîì áåëêîâ, àññîöèèðîâàííûõ ñ ïðîòåàñîìîé. Ìàññ-ñïåê-
òðîìåòðè÷åñêèå ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
MALDI-ICR-ìàññ-ñïåêòðîìåòðà (èîííî-öèêëîòðîííîãî
ðåçîíàíñà ñ ìàòðè÷íî-àêòèâèðîâàííîé ëàçåðíîé äåñîðá-
öèåé/èîíèçàöèåé), õàðàêòåðèçóþùåãîñÿ î÷åíü âûñîêîé
òî÷íîñòüþ è ðàçðåøåíèåì.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è ìèåëîãåííîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà ëèíèè
K562 è êëåòêè ïî÷êè ýìáðèîíà ÷åëîâåêà ëèíèè HEK293,
ïîëó÷åííûå èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð
(Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), êóëüòèâè-
ðîâàëè ïðè 37 °Ñ â ñðåäàõ ñîîòâåòñòâåííî RPMI-1640 è
DMEM, ñîäåðæàùèõ 10 % ñûâîðîòêè ïëîäîâ êîðîâ, â
ïðèñóòñòâèè ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà. Â ýêñïåðè-
ìåíòàõ ïî àôôèííîé î÷èñòêå ïðîòåàñîì áûëè èñïîëüçî-
âàíû ñòàáèëüíûå êëåòî÷íûå ëèíèè K562/b7-HTBH (Àð-
òàìîíîâà è äð., 2014) è HEK293/Rpn11-HTBH (Wang
et al., 2007), ýêñïðåññèðóþùèå ðåêîìáèíàíòíûå ïðîòåà-
ñîìíûå áåëêè ïðîòåàñîì b7 è Rpn11, ñëèòûå íà C-êîíöå ñ
ïîëèïåòèäîì HTBH.

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 îõëàæäåííûì PBS è ëèçèðîâàëè â áó-
ôåðå (50 ìÌ Na-ôîñôàò, pH 7.5, 100 ìÌ NaCl, 10 % ãëè-
öåðèíà, 5 ìÌ ÀÒÔ, 1 ìÌ DTT, 5 ìÌ MgCl2, 0.5 % NP-40
è èíãèáèòîðû ïðîòåàç) â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 4 °Ñ. Êëå-
òî÷íûå ôðàãìåíòû óäàëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì â òå÷å-
íèå 30 ìèí ïðè 4 °Ñ.

Â û ä å ë å í è å ï ð î ò å à ñ î ì èç êëåòîê K562 ïîñëåäî-
âàòåëüíûì ôðàêöèîíèðîâàíèåì ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñò-

âèè ñ ìåòîäèêîé, îïèñàííîé ðàíåå (Tsimokha et al., 2007).
Àôôèííî ïðîòåàñîìû î÷èùàëè èç êëåòîê K562/b7-HTBH
è HEK293/Rpn11-HTBH ñîãëàñíî îïèñàííîìó ðàíåå ïðî-
òîêîëó (Wang et al., 2007).

Â å ñ ò å ð í - á ë î ò - à í à ë è ç áåëêîâ ñ ïðèìåíåíèåì
âòîðè÷íûõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ïåðîêñèäàçîé
õðåíà, âûïîëíÿëè ñ ñîáëþäåíèåì ðåêîìåíäàöèé ôèðìû
Sigma (ÑØÀ). Ïåðîêñèäàçó âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà
ðåàêòèâîâ SuperSignal (Pierce, ÑØÀ). Áåëêè ôðàêöèîíè-
ðîâàëè â äåíàòóðèðóþùåì 13%-íîì ÏÀÀÃ (Laemmli,
1970). Ïîëó÷åííûå ôðàêöèè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ïåðåíî-
ñèëè íà ôèëüòðû PVDF (BioRad, ÑØÀ) â áóôåðå, ñîäåð-
æàùåì 25 ìÌ Òðèñ-HCl, 190 ìÌ ãëèöèíà, 0.05 % äîäå-
öèëñóëüôàòà íàòðèÿ è 20 % ìåòàíîëà, pH 7.3. Ìåìáðàíó
îòìûâàëè â áóôåðå PBS è áëîêèðîâàëè öåíòðû íåñïåöè-
ôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ 5%-íûì îáåçæèðåííûì ìîëîêîì â
ýòîì æå áóôåðå. Èçáûòîê áëîêèðóþùåãî àãåíòà îòìûâà-
ëè PBS, ìåìáðàíó èíêóáèðîâàëè ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ
a-òóáóëèíà (Sigma-Aldrich, ÑØÀ), à çàòåì ñî âòîðè÷íû-
ìè àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ïåðîêñèäàçîé õðå-
íà (Sigma-Aldrich, ÑØÀ).

M A L D I - I C R - ì à ñ ñ - ñ ï å ê ò ð î ì å ò ð è ÷ å ñ ê è é
à í à ë è ç ïðîâîäèëè ñîãëàñíî îïèñàííîìó ðàíåå ïðîòîêî-
ëó (Àðòàìîíîâà è äð., 2014).

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: ñðåäà DMEM, ãëó-
òàìèí, ñûâîðîòêà ïëîäîâ êîðîâ, ïåíèöèëëèí-ñòðåïòîìè-
öèí, òðèïñèí è PBS (Áèîëîò, Ðîññèÿ); Êóìàññè, G-250
(Serva, Ãåðìàíèÿ); ìåòàíîë, ýòàíîë, óêñóñíàÿ è ñîëÿíàÿ
êèñëîòû, ãëèöåðèí KCl è NaOH (Ðîññèÿ); àêðèëàìèä,
äèòèîòðåéòîë, òðèñ-ãèäðîêñèìåòèëàìèíîìåòàí, ãëèöèí,
MgCl2, ÀÒÔ, äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ, b-ìåðêàïòîýòàíîë,
ïåðñóëüôàò àììîíèÿ è NaCl (Amresco, ÑØÀ); ìåòè-
ëåí-áèñ-àêðèëàìèä, ÝÄÒÀ, ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòî-
ðèä, ÒÅÌÅÄ, Tween-20, àöåòàò íàòðèÿ, îáåçæèðåííîå
ìîëîêî, êîçüè àíòèòåëà ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ
ìûøè, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà è àíòè-
òåëà ïðîòèâ a-òóáóëèíà (Sigma, ÑØÀ); NaCl è àöåòàò
íàòðèÿ (Merck, Ãåðìàíèÿ); íàáîð SuperSignal (Pierce,
ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ñîãëàñíî ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèì äàííûì, â êîìï-
ëåêñå ñ ïðîòåàñîìàìè, î÷èùåííûìè èç êëåòîê ìèåëîãåí-
íîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà ëèíèè K562, áûë îáíàðóæåí
a-òóáóëèí (Çàéêîâà è äð., 2013). Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ñ
èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë, ñïåöèôè÷íûõ ê a-òóáóëèíó
(TUBA4A), ïîêàçàë ïðèñóòñòâèå â êîìïëåêñå ñ î÷èùåí-
íûìè ïðîòåàñîìàìè óêîðî÷åííîé ôîðìû a-òóáóëèíà ñ
ìîë. ìàññîé, ñîîòâåòñòâóþùåé 40 êÄà, â ñðàâíåíèè ñ ïîë-
íîðàçìåðíîé ôîðìîé a-òóáóëèíà â êëåòî÷íîì ýêñòðàêòå ñ
ìîë. ìàññîé, ñîîòâåòñòâóþùåé 50 êÄà (ðèñ. 1). Ïðîòåàñî-
ìû, èñïîëüçóåìûå â ýêñïåðèìåíòå, áûëè î÷èùåíû èç êëå-
òîê K562 â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäèêîé, êîòîðàÿ îñíîâû-
âàëàñü íà ôðàêöèîíèðîâàíèè ïîñëåäîâàòåëüíûì öåíòðè-
ôóãèðîâàíèåì è âûñàëèâàíèåì ñóëüôàòîì àììîíèÿ ñ
ïîñëåäóþùåé èîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèåé. Òàêîé
ñïîñîá î÷èñòêè íå èñêëþ÷àåò ïðèñóòñòâèÿ â ïðåïàðàòàõ
î÷èùåííûõ ïðîòåàñîì íåñïåöèôè÷åñêè ñîî÷èùàþùèõñÿ
áåëêîâ. Íàáëþäàåìûé ôåíîìåí ïîýòîìó òðåáîâàë äàëü-
íåéøåãî ïîäòâåðæäåíèÿ, ïîòîìó ÷òî ïðèñóòñòâèå â êîìï-
ëåêñå ñ ïðîòåàñîìàìè êîðîòêîé ôîðìû a-òóáóëèíà ìîãëî
áûòü ðåçóëüòàòîì íåñïåöèôè÷åñêîãî ïðîòåîëèçà èëè êîí-
òàìèíàöèè.
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Ìû âûáðàëè àôôèííûé ñïîñîá î÷èñòêè ïðîòåàñîì,
êîòîðûé ïîçâîëÿåò äîáèòüñÿ áîëåå âûñîêîé ñòåïåíè î÷è-
ñòêè ïðîòåàñîìíûõ êîìïëåêñîâ. Ïðîòåàñîìû âûäåëÿëè
èç ñòàáèëüíîé êëåòî÷íîé ëèíèè K562/b7-HTBH, ýêñïðåñ-
ñèðóþùåé ñóáúåäèíèöó 20S ïðîòåàñîìû b7, ìå÷åííóþ ïî
C-êîíöó ïåïòèäîì HTBH (Àðòàìîíîâà è äð., 2014). Ïåïòèä
âêëþ÷àåò â ñåáÿ äâà ôðàãìåíòà His6, ñïåöèôè÷åñêèé ñàéò
ðàñùåïëåíèÿ ïðîòåàçîé âèðóñà Tobacco Etch Virus (TEV-
ïðîòåàçîé) è ñèãíàëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áèîòèíèëè-
ðîâàíèÿ in vivo (Wang et al., 2007). Äëÿ î÷èñòêè ïðîòåàñîì
èñïîëüçîâàëè ìåòîä íåêîâàëåíòíîãî ñâÿçûâàíèÿ — îáðà-
çîâàíèå êîìïëåêñà áèîòèíà ñî ñòðåïòàâèäèíîì ñ ïîñëåäó-
þùåé ýëþöèåé ïîñðåäñòâîì TEV-ïðîòåàçû. Ïðîòåàñîì-
íûå áåëêè êîìïëåêñîâ, î÷èùåííûõ äâóìÿ âûøåîïèñàííû-
ìè ñïîñîáàìè, ðàçäåëÿëè â ñèñòåìå äåíàòóðèðóþùåãî
ýëåêòðîôîðåçà è âèçóàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ
Êóìàññè G-250 (ðèñ. 2). Ìîæíî çàìåòèòü, ÷òî â ñîñòàâå
àôôèííî-î÷èùåííûõ ïðîòåàñîìíûõ êîìïëåêñîâ ïðèñóòñò-
âóåò ìåíüøå áåëêîâ, ÷åì â êîìïëåêñå ñ ïðîòåàñîìàìè, î÷è-
ùåííûìè ïóòåì ïîñëåäîâàòåëüíîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ.

×òîáû îõàðàêòåðèçîâàòü áåëêè, àññîöèèðîâàííûå ñ
àôôèííî-î÷èùåííûìè ïðîòåàñîìíûìè êîìïëåêñàìè,
áûë ïðîâåäåí MALDI-ICR-ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèé
àíàëèç. Áåëêè ïðîòåàñîì, àôôèííî-î÷èùåííûõ èç êëåòîê
K562/b7-HTBH, ðàçäåëÿëè â ñèñòåìå äåíàòóðèðóþùåãî
ýëåêòðîôîðåçà è âèçóàëèçèðîâàëè â ãåëå îêðàñêîé Êóìàñ-
ñè G-250, ïîñëå ÷åãî îêðàøåííûå ïîëîñêè âûðåçàëè èç
ãåëÿ. Áåëêè, ñîäåðæàùèåñÿ â ïîëîñêàõ ãåëÿ, ïîäâåðãàëè
âîçäåéñòâèþ òðèïñèíà è àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì MAL-
DI-ICR-ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè. Ðåçóëüòàòû ìàññ-ñïåêòðî-
ìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà îïðåäåëèëè 16 àññîöèèðîâàííûõ ñ
ïðîòåàñîìàìè áåëêîâ, âêëþ÷àÿ òàêèå áåëêè öèòîñêåëåòà,
êàê àêòèí, a- è b-òóáóëèíû, a-àêòèíèí 4 (ñì. òàáëèöó), è
ýòî äîêàçûâàåò, ÷òî ìåòîä àôôèííîé î÷èñòêè ïðîòåàñîì
äëÿ äàëüíåéøåãî àíàëèçà ýòèõ êîìïëåêñîâ ñ ïîìîùüþ
ìåòîäîâ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè èëè Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà
ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ïîäõîäÿùèì äëÿ âûÿâëåíèÿ àññîöèè-
ðîâàííûõ ñ ïðîòåàñîìîé áåëêîâ. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî â
ñîñòàâå àôôèííî-î÷èùåííûõ ïðîòåàñîì ìû ñíîâà îáíà-
ðóæèëè a-òóáóëèí, ÷òî èñêëþ÷àåò âîïðîñ î åãî íåñïåöè-
ôè÷åñêîì âçàèìîäåéñòâèè ñ ïðîòåàñîìàìè.

Ïðîâåäåííûé Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ñ ïðèìåíåíèåì
àíòèòåë, ñïåöèôè÷íûõ ê a-òóáóëèíó (TUBA4A), òàêæå
ïîêàçàë ïðèñóòñòâèå â êîìïëåêñå ñ àôôèííî-î÷èùåííû-
ìè ïðîòåàñîìàìè óêîðî÷åííîé ôîðìû a-òóáóëèíà ñ ìîë.
ìàññîé, ñîîòâåòñòâóþùåé 40 êÄà (ðèñ. 3, à).

Äëÿ òîãî ÷òîáû èñêëþ÷èòü âîçìîæíîñòü òîãî, ÷òî íà-
áëþäàåìîå âçàèìîäåéñòâèå ïðîòåàñîì ñ óêîðî÷åííîé
ôîðìîé òóáóëèíà ÿâëÿåòñÿ îñîáåííîñòüþ ëèøü ìèåëîèä-
íûõ êëåòîê, ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè ïðîòåàñîìû èç êëåòîê
ïî÷êè ýìáðèîíà ÷åëîâåêà ëèíèè HEK293/Rpn11-HTBH.
Ýòà ñòàáèëüíàÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ ýêñïðåññèðóåò ñóáúåäè-

íèöó 19S ïðîòåàñîìû Rpn11, ìå÷åííóþ ïî C-êîíöó òåì
æå ïåïòèäîì HTBH. Ïðîòåàñîìû òàêæå î÷èùàëè àôôèí-
íûì ñïîñîáîì è ðàçäåëÿëè â ñèñòåìå äåíàòóðèðóþùåãî
ýëåêòðîôîðåçà. Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ñ èñïîëüçîâàíèåì
àíòèòåë ê a-òóáóëèíó âíîâü âûÿâèë ïðèñóòñòâèå óêîðî-
÷åííîé ôîðìû a-òóáóëèíà â êîìïëåêñå ñ àôôèííî-î÷è-
ùåííûìè ïðîòåàñîìàìè (ðèñ. 3, á).

Îñíîâíàÿ ôóíêöèÿ a- è b-òóáóëèíîâ â êëåòêå — ôîð-
ìèðîâàíèå ìèêðîòðóáî÷åê. Îäíîé èç îñíîâíûõ ôóíêöèé
ìèêðîòðóáî÷åê ÿâëÿåòñÿ ñòðóêòóðíàÿ — ïîääåðæàíèå
îïðåäåëåííîé ôîðìû êëåòêè. Äðóãîé, íå ìåíåå âàæíîé,
ÿâëÿåòñÿ äâèãàòåëüíàÿ — ó÷àñòèå â äâèæåíèè êëåòî÷íûõ
îðãàíåëë ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíûõ áåëêîâ, òðàíñëîêàòîðîâ
(Gelfand, 1989). Ïîìèìî òðàíñëîêàòîðîâ ñóùåñòâóåò öåëûé
ðÿä áåëêîâ, ñâÿçûâàþùèõñÿ ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè â êëåòêå.
Èìåííî àññîöèèðîâàííûå ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè áåëêè
âëèÿþò íà èõ ñâîéñòâà è ôóíêöèè, ñïîñîáñòâóþò ïîëèìå-
ðèçàöèè è ñòàáèëèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê (Vallee, 1984).

Åñòü íåñêîëüêî ãåíîâ a- è b-òóáóëèíîâ, îíè âûñîêî-
êîíñåðâàòèâíû êàê ìåæäó ñîáîé, òàê è ìåæäó âèäàìè

196 Å. Þ. Èâàíîâà è äð.

Ðèñ. 1. Âåñòåðí-áëîò áåëêîâ, àññîöèèðîâàííûõ ñ ïðîòåàñîìàìè
(Ï), î÷èùåííûõ èç êëåòîê ëèíèè K562 ñ ïîìîùüþ ïîñëåäîâà-

òåëüíîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ.

ÊÝ — êëåòî÷íûé ýêñòðàêò.

Ðèñ. 2. Cðàâíåíèå ðàñïðåäåëåíèÿ áåëêîâ ïðîòåàñîì, î÷èùåí-
íûõ ðàçíûìè ñïîñîáàìè, â ñèñòåìå ýëåêòðîôîðåçà â ïðèñóò-
ñòâèè SDS, âèçóàëèçèðîâàííûõ ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ

Êóìàññè.

Äîðîæêè: 1 — àôôèííî-î÷èùåííûå ïðîòåàñîìû êëåòîê ëèíèè
K562/b7-HTBH, 2 — ïðîòåàñîìû, âûäåëåííûå èç êëåòîê ëèíèè K562 ñ
ïîìîùüþ ïîñëåäîâàòåëüíîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ. Ì — ìàðêåðû ìîëå-

êóëÿðíîé ìàññû.



(Cleveland et al., 1985). Äëÿ ìíîãèõ áåëêîâ ñåìåéñòâà
a-òóáóëèíîâ (48—49 êÄà) ïîêàçàíî ñóùåñòâîâàíèå ðàç-
ëè÷íûõ èçîôîðì â ðåçóëüòàòå àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèí-
ãà (Ãåëüôàíä, Ðîçåíáëàò, 1977). Ðàçíîîáðàçèå èçîôîðì
a-òóáóëèíà îêàçûâàåò âëèÿíèå íà äèíàìèêó ñáîðêè ìèê-
ðîòðóáî÷åê (Villasante et al ., 1986). Ïîìèìî ýòîãî, ðàçíî-
îáðàçèå èçîôîðì a- b-òóáóëèíîâ îêàçûâàåò âëèÿíèå íà
ñïîñîáíîñòü ìèêðîòðóáî÷åê ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàòüñÿ ñ
òåìè èëè èíûìè áåëêàìè, ÷òî ñêàçûâàåòñÿ íà èçìåíåíèè
ôóíêöèé ìèêðîòðóáî÷åê.

Â ëèòåðàòóðå âñòðå÷àþòñÿ äàííûå î ïðîöåññèíãå áåë-
êîâ â ïðîòåàñîìàõ (Ñîðîêèí è äð., 2009). Íàïðèìåð, îáíà-
ðóæåíî, ÷òî ñóáúåäèíèöà p50 òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòî-
ðà NF-kB îáðàçóåòñÿ èç ïðåäøåñòâåííèêà p105 â ðåçóëü-
òàòå ïðîöåññèíãà ïðîòåàñîìàìè (Chen et al., 2005). Åùå
îäèí ïðèìåð áåëêîâîãî ïðîöåññèíãà ïðîòåàñîìàìè —
ÄÍÊ/ÐÍÊ-ñâÿçûâàþùèé ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêèé áå-
ëîê êëåòîê æèâîòíûõ YB-1, ïðèíèìàþùèé ó÷àñòèå ïðàê-

òè÷åñêè âî âñåõ ÄÍÊ- è ìÐÍÊ-çàâèñèìûõ ïðîöåññàõ. Îí
ðàñùåïëÿåòñÿ ATP- è óáèêâèòèí-íåçàâèñèìî 20S ïðîòåà-
ñîìîé ïî ïåïòèäíîé ñâÿçè ïîñëå îñòàòêà Glu-219 íà äâà
ôðàãìåíòà (Ñîðîêèí è äð., 2009). Òàêèì îáðàçîì, íàáëþ-
äàåìàÿ íàìè óêîðî÷åííàÿ ôîðìà a-òóáóëèíà òàêæå ìîæåò
áûòü ðåçóëüòàòîì íå àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà, à ïðî-
òåàñîìíîãî ïðîöåññèíãà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà (ïðîåêò 16-04-10343; î÷èñòêà
ïðîòåàñîìíûõ êîìïëåêñîâ, Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç), Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-04-08128; ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèå èññëåäîâà-
íèÿ) è ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäîâàíèÿ ÖÊÏ «Àíàëèòè-
÷åñêèé öåíòð íàíî- è áèîòåõíîëîãèé ÑÏáÃÏÓ» íà áàçå
ÑÏáÃÏÓ ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìèíèñòåðñòâà îá-
ðàçîâàíèÿ è íàóê ÐÔ.
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Ðèñ. 3. Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç áåëêîâ, àññîöèèðîâàííûõ ñ àôôèííî-î÷èùåííûìè ïðîòåàñîìàìè (Ï) èç êëåòîê ëèíèè
K562/b7-HTBH (à) è êëåòîê ëèíèè HEK293/Rpnl1-HTBH (á).

ÊÝ — êëåòî÷íûé ýêñòðàêò.

Èäåíòèôèöèðîâàííûå ñ ïîìîùüþ MALDI-ICR-ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè áåëêè,
àññîöèèðîâàííûå ñ àôôèííî-î÷èùåííûìè ïðîòåàñîìàìè êëåòîê K562/b7-HTBH

Áåëîê Íîìåð â áàçå
äàííûõ Uniprota Ãåí Ìîëåêóëÿðíàÿ

ìàññà, êÄà
Äîëÿ

ïîêðûòèÿ, %
×èñëî

ïåïòèäîâ

Áåëêè óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíîé ñèñòåìû:

óáèêâèòèí-60S-ðèáîñîìíûé áåëîê L40 P62987 UBA52 14.7 36 4

óáèêâèòèí-40S-ðèáîñîìíûé áåëîê S27a P62979 RPS27A 17.9 27 5

óáèêâèòèí-C-êîíöåâàÿ ãèäðîëàçà L5/UCH37 Q9Y5K5 UCHL5 37.6 15 3

óáèêâèòèí-ëèãàçà E3A Q05086 UBE3A 100.7 5 4

Áåëêè òåïëîâîãî øîêà (Hsp):

Hsp70 P11142 HSPA8 70.9 31 18

ãëþêîçîðåãóëèðóåìûé áåëîê 78 êÄà P11021 HSPA5 72.3 36 17

Hsp90-b P08238 HSP90AB1 83.3 23 14

Hsp60, ìèòîõîíäðèàëüíûé P10809 HSPD1 61.1 18 8

Hsp70 1A/1B P08107 HSPA1A 70.1 17 10

Hsp70, ìèòîõîíäðèàëüíûé P38646 HSPA9 73.7 16 8

Áåëêè öèòîñêåëåòà:

àêòèí öèòîïëàçìàòè÷åñêèé 1 P60709 ACTB 41.7 45 14

òóáóëèí (a-1C-ôðàãìåíò) Q9BQE3 TUBA1C 49.9 26 7

òóáóëèí (b-ôðàãìåíò) P07437 TUBB 49.7 26 8

a-àêòèíèí-4 O43707 ACTN4 104.9 21 39

Áåëêè-ó÷àñòíèêè ìåòàáîëèçìà:

ìåòèëêðîòîíèë-ÊîÀ-êàðáîêñèëàçà (b-ôðàãìåíò) Q9HCC0 MCCC2 61.3 27 12

ìèòîõîíäðèàëüíàÿ L-ëàêòàòäåãèäðîãåíàçà
(Ñ-ôðàãìåíò)

P07864 LDHC 36.3 9 3

à Áàçà äàííûõ Uniprot: http:/www.uniprot.org.
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THE SHORTENED ISOFORM OF a-TUBULIN IS DETECTED IN COMPLEX WITH PROTEASOMES
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The proteasome is a multi-subunit protein complex that serves as a major pathway for intracellular protein
degradation playing important functions in various biological processes. By using MALDI-ICR-mass-spectro-
metry and Western-blot analysis, we have shown the presence of shortened isoform of a-tubulin in complex
with the affinity-purified proteasomes from stable cell lines K562 and HEK293.

K e y w o r d s: alpha-tubulin, MALDI-ICR-mass-spectrometry, proteasome, proteasome-interacting protein.
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