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 # ВВЕДЕНИЕ

В клетках эукариот, большая часть внутрикле�
точных белков расщепляется по убиквитин�проте�
асомному пути [1]. Белок помечается полиубикви�
тиновой цепочкой при участии целого каскада
убиквитинилирующих ферментов и расщепляет�
ся затем 26S протеасомой до пептидов и отдель�
ных мономеров убиквитина. 

26S протеасома – это мультисубъединичный
белковый комплекс массой примерно 2.5 МДа,
который состоит из протеолитического ядра –
20S протеасомы и одного или двух регуляторов
19S. 20S протеасома представляет собой полый
цилиндр, состоящий из четырех сложенных в
стопку гептамерных колец: два внешних кольца

 Сокращения: AMC – 7�aмино�4�метилкумарин; MALDI�ICR –
масс�спектрометрия ионно�циклотронного резонанса с
матрично�активированной лазерной десорбцией/иониза�
цией, TEV – Tobacco Etch Virus.
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образованы субъединицами α�типа, два внутрен�
них кольца – субъединицами β�типа [2]. У 20S
протеасом клеток эукариот субъединицы α�типа
отвечают за сборку 20S комплекса и формируют
“ворота”, через которые помеченный к деграда�
ции белок доставляется в протеолитическую ка�
меру, а также обеспечивают взаимодействие 20S
протеасомы с регуляторными комплексами и с
другими белками, которые, согласно литератур�
ным данным, взаимодействуют с протеасомами в
случае убиквитиннезависимого протеолиза [3, 4].
Предполагается также существование у субъеди�
ниц α�типа специфической эндорибонуклеазной
активности [5]. Субъединицы β�типа образуют
центральные кольца и протеолитическую полость
20S протеасомы, где осуществляется протеолиз
белка. Три из семи субъединиц β�типа, β1, β2 и
β5, протеолитически активны по типу каспазы,
трипсина и химотрипсина, соответственно. Воз�
действие γ�интерферона стимулирует экспрес�
сию трeх дополнительных каталитических
β�субъединиц (β1i/LMP2, β2i/MECL1 и β5i/LMP7),
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Протеасомы осуществляют регулируемый протеолиз большинства белков в клетке и тем самым иг�
рают ключевую роль в регуляции различных клеточных процессов. Одним из важных этапов в пони�
мании функций протеасом в клетке и механизмов их регуляции является определение субъединичного
состава и посттрансляционных модификаций протеасом. Для решения этой задачи на примере клеток
миелогенной лейкемии человека использована стратегия аффинной очистки протеасом с последующим
масс�спектрометрическим анализом. Протеасомы очищали из стабильной клеточной линии К562, экс�
прессирующей субъединицу β7 (PSMB4) 20S протеасомы, меченную по С�концу HTBH�пептидом,
включающим два фрагмента His6, специфический сайт расщепления Tobacco Etch Virus (TEV)�проте�
азой и сигнальную последовательность для биотинилирования in vivo, методом нековалентного связы�
вания – через образование комплекса биотина со стрептавидином с последующей элюцией посред�
ством TEV�протеазы. С помощью MALDI�ICR�масс�спектрометрии идентифицированы все субъеди�
ницы 26S протеасомы, а также регуляторы PA200 и PA28γ. Показано, что с протеасомами
ассоциированы белки теплового шока, компоненты убиквитин�протеасомной системы и некоторые
белки цитоскелета. Выявлен ряд новых сайтов фосфорилирования, убиквитинилирования и N�конце�
вые модификации у 16 субъединиц протеасом. Представленный масс�спектрометрический анализ
будет крайне полезен для дальнейших протеомных исследований протеасом при клеточном стрессе.
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называемых иммунными, которые замещают со�
ответствующие конститутивные β�субъединицы,
что в свою очередь приводит к изменению про�
дуктов расщепления белкового субстрата – обра�
зованию иммуногенных пептидов, выставляемых
на молекулах главного комплекса гистосовмести�
мости класса I [6]. У позвоночных обнаружена до�
полнительная каталитически активная субъеди�
ница, названная β5t, которая экспрессируется в
кортикальных эпителиальных клетках тимуса и
играет роль в селекции Т�киллеров [7].

Регуляторный комплекс протеасом 19S служит
для узнавания полиубиквитинилированных бел�
ков и подготовки их к деградации в 20S протеасо�
ме [8]. Комплекс 19S имеет молекулярную массу
около 1 МДа и состоит из шести АТP�азных
(Rpt1–6) и из одиннадцати неАТP�азных (Rpn1–3,
Rpn5–12) субъединиц. С развитием новых подхо�
дов к очистке и идентификации белков обнару�
жили новые белки протеасомного регулятора 19S,
но пока неясно, какую функцию они несут [9, 10]. 

20S протеасомы помимо регуляторной части�
цы 19S могут связывать и другие регуляторные
комплексы: PA28 и PA200. Регуляторный комплекс
PA28α/β с молекулярной массой около 200 кДа име�
ет структуру гетерогептамерного кольца и состоит из
гомологичных субъединиц РА28α и РА28β, которые
индуцируются под действием γ�интерферона [11].
Моногептамерный комплекс PA28γ предположи�
тельно участвует в процессе деления клетки и в
онкогенезе [12]. Регулятор PA200 состоит из од�
ного белка с молекулярной массой 200 кДа и в
комплексе с 20S протеасомой участвует в репара�
ции ДНК [13]. Важно отметить, что 20S протеасо�
ма, имея один регулятор 19S, может связывать до�
полнительно PA28� или PA200�регулятор, форми�
руя гибридную протеасому 19S�20S�PA28 или
19S�20S�PA200 [11, 14].

За счет деградации специфических регулятор�
ных белков убиквитин�протеасомная система иг�
рает центральную роль в регуляции таких основ�
ных клеточных процессов, как клеточная диффе�
ренцировка, транскрипция, репарация ДНК,
прохождение клеточного цикла, пролиферация,
иммунный и воспалительный ответы, апоптоз [2,
5]. Нарушения в убиквитин�протеасомной систе�
ме часто коррелируют с возникновением патоло�
гических событий, таких как опухолеобразование,
метастазирование, воспалительные процессы, ней�
родегенеративные заболевания [15], вследствие
чего компоненты системы рассматриваются как
фармацевтические мишени. Так, например, ин�
гибитор протеасом Velcade (бортезомиб или
PS341) сегодня успешно используется в лечении
онкологических больных [16]. Показано, что Vel�
cade и подобные ему ингибиторы протеасом вы�
зывают апоптоз в быстро пролиферирующих
клетках, в то время как нормальные клетки не�

чувствительны или менее чувствительны к их
действию [17]. Оказалось, однако, что регуляция
апоптоза протеасомами более тонкая и комплекс�
ная и определяется, по�видимому, широким
спектром клеточных процессов, протекающих с
их участием.

Основными способами регуляции активно�
стей протеасом, как известно, являются модуля�
ция их состава в клетке и посттрансляционные
модификации протеасомных белков [15]. Поэто�
му для понимания функций протеасом в клеточ�
ных процессах и способах их регуляции важно ис�
следовать состав протеасом и посттрансляцион�
ные модификации протеасомных субъединиц.
Несмотря на существование немалого количества
протеомных исследований протеасом, стоит от�
метить, что, во�первых, большинство из них были
сосредоточены на 20S протеасомах [18–20] и, во�
вторых, многие из этих исследований были вы�
полнены на протеасомах из дрожжей. 

Ранее показано, что экспрессия в клетках чело�
века линии HEK293 субъединицы 19S регулятора
протеасом Rpn11 (PSMD14), слитой по СGконцу с
пептидом HTBH, включающим два фрагмента His6,
специфический сайт расщепления TEV�проте�
азой и сигнальную последовательность для био�
тинилирования in vivo, позволяет быстро выде�
лять протеасомы высокой степени очистки [21].
Мы полагаем, что выбор авторами этой субъеди�
ницы для мечения с целью аффинной очистки
комплекса и последующего протеомного анализа
не является оптимальным в силу ограничения в
наборе субпопуляций протеасом: очищены будут
лишь те субпопуляции протеасом, в составе кото�
рых присутствует комплекс 19S, исключая сво�
бодные 20S протеасомы и 20S протеасомы в ком�
плексе с другими регуляторами (PA28, PA200).
Кроме того, популяция очищенных протеасом бу�
дет содержать свободные комплексы 19S, которые,
как известно, участвуют в регуляции транскрипции
независимо от протеолитической функции протеа�
сом [5]. 

В настоящей работе мы выбрали для мечения
субъединицу β7 (PSMB4) 20S протеасомы с целью
аффинной очистки всех протеолитически актив�
ных субпопуляций протеасом из клеток миело�
генной лейкемии человека линии К562. Для про�
теомного анализа аффинно�очищенных протеасом
использовали MALDI�ICR�масс�спектрометрию
(масс�спектрометрию ионно�циклотронного ре�
зонанса с матрично�активированной лазерной
десорбцией/ионизацией).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для очистки протеасом из клеток человека ли�
нии К562, β7�субъединица 20S протеасомного
комплекса была помечена по С�концу пептидом
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HTBH (рис. 1а). Ранее показано [21], что экс�
прессия в клетках HEK293 протеасомного белка
Rpn11 (PSMD14), удлиненного по СGконцу таким
пептидом, позволяет быстро выделять функцио�
нально активные протеасомы с высокой степе�
нью очистки. Эта сложная метка включает два
фрагмента His6, специфический сайт расщепле�
ния TEV�протеазой и сигнальную последователь�
ность для биотинилирования in vivo (рис. 1а).
Пептид HTBH, включенный в состав белка, поз�
воляет осуществлять его трехступенчатую очист�
ку: связывание с Ni2+�NTA�колонкой за счет ги�
стидиновых последовательностей (шаг 1), элюи�
рование c нее и связывание со стрептавидиновым
носителем за счет биотинилированного фрагмен�
та пептида (шаг 2), элюирование с носителя путем
отщепления с помощью TEV�протеазы (шаг 3).
Данная стратегия очистки была разработана на

клетках дрожжей [22], которые содержат большое
количество биотинилированных эндогенных бел�
ков. В клетках млекопитающих, в отличие от клеток
дрожжей, биотинилированные эндогенные белки
встречаются редко, поэтому первый шаг очистки
можно исключить.

Субъединица β7 была выбрана по ряду при�
чин. Чтобы гарантировать очистку всех протеоли�
тически активных форм протеасом в комплексе с
различными регуляторами, нам необходимо было
выбрать субъединицу 20S комплекса. Мы не мог�
ли рассматривать на эту роль ни один белок 20S
протеасомы α�типа, поскольку, во�первых, эти
белки могут находиться в клетке в свободном со�
стоянии, а не только в комплексе с протеасомами
[23, 24], и, во�вторых, показано, что мечение
субъединицы α5 (PSMA5) или α7 (PSMA3) пол�
ностью предотвращало присоединение к 20S про�

(а)

(б)

(в)

(г)

CMV/MSV
5'LTRAmpr

ψ+
Col E1

ori

SV40
ori

PSV40
3'

LTR Purr

IRES

PCMV IE

MCS
(2241–2287)

StuI
(3227)

StuI
(4873)

pQCXIP
7.2 kb

Forward sequencing primer
Reverse sequencing primer

His6 TEV Biotin

PacI EcoRIEagI

β7 (PSMB4) HTBH

2240 2250 2260 2270 2280

NotI AgeI PacI BamHI EcoRI

His6

K562 K562/β7�HTBH

1 2 3 4
50

35

25

Rpn7

α7

β7�HTBH(anti�biotin)

β7�HTBH
β7

35

1 M

19S

20S

кДа
200
150
120
100
85
70
60
50

40

30

25

20

15

90
80
70
60
50
40
30
20
10

0
1 2 3 4Ф

лу
о

р
ес

ц
ен

ц
и

я,
 о

тн
. е

д. Химотрипсин

6

0
1 2 3 4

Трипсин

5
4
3
2
1

18

0
1 2 3 4

Каспаза

16
14
12
10

8
6
4
2

Рис. 1. Аффинная очистка протеасом из клеток K562, стабильно экспрессирующих меченый белок β7�HTBH
(К562/β7�HTB). (а) Схематическое представление слитой конструкции β7�HTBH [21], содержащей последовательно�
сти His6 (H), сайт для расщепления TEV�протеазой (T) сигнальную последовательность для биотинилирования in vivo
(B). (б) Иммунохимическое выявление протеасомных антигенов в комплексе со стрептавидин�биотином после инку�
бации стрептавидинового носителя с клетками K562, контрольными и К562/β7�HTBH. Денатурирующий электрофо�
рез в 13% ПААГ 50 мкг клеточного экстракта из клеток К562 – контрольных (1) и К562/β7�HTBH (3), и белков в ком�
плексе со стрептавидин�биотином после инкубации стрептавидинового носителя с клетками К562 – контрольными
(2) и К562/β7�HTBH (4). (в) Электрофоретическое разделение белков протеасом, аффинно�очищенных из клеток
К562/β7�HTBH. Денатурирующий электрофорез в 13% ПААГ 10 мкг очищенных протеасом (1). Окраска геля Кумасси
G�250, М – маркеры мол. масс (MBI Fermentas, Литва). (г) Пептидазные активности протеасом, аффинно�очищенных
из клеток К562 – контрольных (1) и К562/β7�HTB (2, 3), и протеасом, очищенных из клеток HEK293 Rpn11�HTBH (4)
[21]. Для контроля за специфичностью протеасомной активности в реакцию добавлен ингибитор протеасомной ак�
тивности MG132 (3). Средние значения и стандартные отклонения трех независимых определений флуоресценции
освобожденного AMC (100 ед. флуоресценции соответствует освобождению 50 пмоль продукта; концентрация проте�
асом в пробах составляет 1 мкг. 
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теасоме регуляторных комплексов [25]. Мы вы�
брали субъединицу β7 20S протеасомы, потому
что несмотря на то, что белки протеасом β�типа
формируют протеолитическую полость 20S про�
теасомы, данная субъединица, во�первых, не явля�
ется каталитически активной, и во�вторых, по срав�
нению со всеми другими субъединицами β�типа
имеет более короткое время жизни [26]. 

Временные трансфекции часто приводят к
сверхэкспрессии исследуемого гена, на несколь�
ко порядков превышающей его физиологический
уровень в клетке. Чтобы свести к минимуму
сверхэкспрессию β7�HTBH, мы использовали ре�
тровирусный способ доставки конструкции в
клетки, для чего трансфицировали в клетки ли�
нии HEK293 вектор pQCXIP�β7�HTBH, а также
плазмиды, необходимые для сборки вирусов. Че�
рез 2 сут после трансфекции, собранными виру�
сами, несущими нашу конструкцию, заражали
клетки линии К562, из которых после 7 сут селек�
ции при концентрации пуромицина 5 мкг/мл, по�
лучали стабильную клеточную линию. Уровень
экспрессии меченого белка в прошедших селекцию
клетках К562, экспрессирующих белок β7�HTBH
(К562/β7�HTBH), показан на рис. 1б. С помощью
антител против биотина мы наблюдали сигнал на
уровне предсказанной подвижности белка, мечен�
ного HTBH, в системе одномерного SDS�электро�
фореза (43 кДа).

Следующим этапом стал анализ возможности
очистки протеасом за счет аффинного связыва�
ния стрептавидина c биотинилированным участ�
ком пептида HTBH. К экстракту контрольных
клеток К562 и клеток, экспрессирующих белок
β7�HTBH, добавляли стрептавидин�агарозу, ко�
торая за счет высокого сродства к биотину связы�
вала меченую протеасомную субъединицу. Мы
наблюдаем сигнал на уровне предсказанной по�
движности меченого белка в системе одномерно�
го SDS�электрофореза в клеточном лизате и во
фракции со стрептавидиновым носителем только
в клетках К562/β7�HTBH (рис. 1б). Мы показали
присутствие протеасомных антигенов в получен�
ных нами препаратах аффинно�очищенных про�
теасом, несущих в себе меченную субъединицу
20S комплекса, и отсутствие их в комплексе со
стрептавидином, инкубированным с клеточным
лизатом контрольных клеток К562 (рис. 1б), что
подтверждает высокую специфичность односта�
дийной очистки протеасом за счет реакции стреп�
тавидин�биотин. Картина распределения протеа�
сомных белков в системе электрофореза в присут�
ствии SDS показана на рис. 1в и аналогична
представленной ранее [21]. 

Ранее показано, что мечение субъединицы
протеасом Rpn11 пептидом HTBH не влияет на
протеолитическую функцию очищенной протеа�
сомы [21]. Чтобы доказать отсутствие влияния

пептида HTBH в комплексе с β7 на активность
протеасом, мы определили пептидазную актив�
ность химотрипсинового, трипсинового и каспа�
заподобного типов очищенных протеасом по гид�
ролизу флуорогенных олигопептидов, специфич�
ных для всех трех каталитических центров
протеасом (рис. 1г). В качестве контроля за спе�
цифичностью пептидазной активности мы ис�
пользовали протеасомный пептидный ингибитор
MG132 (Enzo Life Sciences, США). Важно отме�
тить, что мы не наблюдали никакой пептидазной
активности в отрицательном контроле. Согласно
полученным результатам, протеасомы, содержа�
щие меченый белок β7�HTBH, сохраняют высо�
кую пептидазную активность по трем типам. Мы
не можем исключить, однако, тот факт, что несу�
щие метку протеасомы могут иметь некоторые
функциональные отличия по сравнению с проте�
асомами в контрольных клетках, несмотря на от�
сутствие заметного влияния экспрессии меченого
протеасомного белка на рост и жизнедеятель�
ность клеток. 

Чтобы охарактеризовать субъединичный со�
став и посттрансляционные модификации проте�
асом, был проведен MALDI�ICR�масс�спектро�
метрический анализ протеасом, аффинно�очи�
щенных из клеток К562/β7�HTBH. Схема
эксперимента представлена на рис. 2. Клетки ли�
нии К562, экспрессирующие β7�HTBH, промы�
вали охлажденным PBS и лизировали в буфере,
содержащем АТP. В течение ночи клеточный экс�
тракт инкубировали со стрептавидин�агарозой,
после чего протеасомы элюировали с аффинного
носителя с помощью буфера, содержащего TEV�
протеазу. Белки протеасом (10 мкг) разделяли в
системе SDS�электрофореза. Белки в геле визуа�
лизировали окраской Кумасси, после чего окра�
шенные полоски вырезали из геля в количестве 43
штук (рис. 3). Белки, содержащиеся в полосках
геля, подвергали воздействию трипсина и анали�
зировали методом MALDI�ICR�масс�спектро�
метрии.

Для каждого из 43 образцов были получены
масс�спектры, один из которых соответствующий
пробе 8, представлен на рис. 4. Масс�спектры бы�
ли обработаны с помощью программного пакета
FTDocViewer (Varian, США) и созданы пик�листы
в txt�формате. При помощи программы Mascot
методом “пептидный фингерпринт” провели по�
иск в базе данных, результаты которого представ�
лены в табл. 1. Идентифицированы все 14 субъеди�
ниц 20S протеасомы: 7 субъединиц α�типа и 7 субъ�
единиц β�типа. Показано наличие 6 АТP�азных
белков и 13 неАТP�азных субъединиц регулятора
19S. Среди выявленных нами неАТP�азных субъ�
единиц наблюдаются два дополнительных к об�
щеизвестным белкам комплекса 19S белки Rpn13
(ADRM1) и Gankyrin (PSMD10). 
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Рис. 2. Схематическое изображение этапов эксперимента, включая очистку протеасом из клеток, разделение протеа�
сомных белков в системе денатурирующего электрофореза и масс�спектрометрический анализ подготовленных проб.

В дополнение к идентифицированным белкам
26S протеасомы, обнаружены белки PA28α,
PA28γ и PA200. Интересно, что нами обнаружена
недавно описанная новая каталитическая субъ�
единица β5t [27], которая, как полагают, экспрес�
сируется исключительно в клетках тимуса. Чтобы
утверждать, однако, что субъединица β5t дей�
ствительно экспрессируется в клетках К562, не�
обходимо доказать это иммуноанализом с ис�
пользованием специфических антител. 

В популяции протеасом, аффинно�очищен�
ных из клеток K562/β7–HTBH, мы не обнаружи�
ли иммунорегуляторную субъединицу протеасом
PA28β, хотя существуют свидетельства того, что
этот белок не только экспрессируется в клетках
К562, но может вместе с PA28α также участвовать
в регуляции эндорибонуклеазной активности
протеасом [28]. Мы полагаем, что наблюдаемое
расхождение в данных может быть связано с тем,
что экспрессия этих белков в клетках невысока, а
многие белки протеасом имеют близкую молеку�
лярную массу, поэтому одномерного электрофо�
ретического разделение белков протеасом перед
масс�спектрометрическим анализом может быть
недостаточно для идентификации минорных бел�
ков в общей протеасомной популяции. 

В недавних протеомных исследованиях обна�
ружены некоторые эндогенные белки, которые
связываются с 26S протеасомами и, как авторы
полагают, влияют на их функцию [22, 29, 30]. По�
казано, что с протеасомами из клеток дрожжей,

мыши, человека ассоциированы такие белки, как
компоненты убиквитин�протеасомной системы,
шапероны, белки цитоскелета и участники кле�
точного метаболизма [22, 29–33]. Важно подчерк�
нуть, что присутствие соли в процессе очистки про�
теасом мешает идентификации белков, ассоцииро�
ванных с аффинно�очищенными протеасомами
[32]. В настоящей работе используемый нами под�
ход снятия материала с аффинного носителя с по�
мощью специфического отщепления TEV�проте�
азой, с одной стороны, снижал вероятность при�
сутствия в элюате неспецифически связавшихся с
носителем и других биотинилированных белков.
С другой стороны, использование минимального
количества соли предотвращало потерю ассоции�
рованных с протеасомами белков за счет белок�
белковых взаимодействий, что позволяло повы�
сить вероятность идентификации большего числа
ассоциированных с протеасомами белков. 

Как и в упомянутых выше работах, мы обнару�
жили, согласно данным MALDI�ICR�масс�спек�
трометрии, что с протеасомами, аффинно�очищен�
ными из клеток K562/β7–HTBH, ассоциированы
белки�компоненты убиквитин�протеасомной си�
стемы, шапероны, белки цитоскелета и участни�
ки метаболизма (табл. 2). Во фракции аффинно�
очищенных протеасом оказались такие вовлечен�
ные в убиквитин�протеасомную систему белки, как
убиквитин, деубиквитинилирующий фермент
UCH37 и убиквитин�лигаза E3A. Присутствие
шаперонов в списке ассоциированных с протеа�



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 40  № 6  2014

МАСС�СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ АФФИННО�ОЧИЩЕННЫХ ПРОТЕАСОМ 725

1 M

19S

20S

кДа

200
150
120

100
85

70

60

50

40

30

25

20

15

43
42
41
40

30

20
19
18
17
16
15

3
2
1

Рис. 3. Электрофоретическое разделение белков про�
теасом, аффинно�очищенных из клеток К562/β7�
HTBH. Описание аналогично описанию рис 1в. По�
казано деление дорожки геля, содержащей визуали�
зированные белки протеасом, на 43 полоски, которые
были вырезаны для дальнейшего масс�спектрометри�
ческого анализа.

сомами белков подтверждают все из упомянутых
выше протеомных исследований протеасом, и
объясняется это тем, что шапероны обеспечива�
ют правильную сборку самих протеасом [2] и об�
легчают взаимодействие белков�мишеней с про�
теасомами [31]. Факт идентификации в этом
списке белков цитоскелета и участников метабо�
лизма можно объяснить контаминацией в про�
цессе выделения и очистки протеасом в силу по�
вышенного содержания этих белков в клетке. Эти
белки или некоторые из них могут также являться
субстратами протеасом, предназначенными для
деградации как по убиквитин�зависимому, так и
по убиквитин�независимому пути, и взаимодей�
ствуют с протеасомами через полиубиквитин или
за счет субъединицы α7, которая связывает про�
теасомные субстраты при убиквитин�независи�
мом протеолизе [34, 35]. 

Интересно, что есть ряд ранних работ, которые
утверждают, что протеасомы могут быть связаны
в клетке с фибриллярным актином [36, 37], при�
чем фибриллярный актин может способствовать
сборке предварительно диссоциированной 20S
пpoтeacoмы [38]. Чтобы однозначно ответить на
вопрос о причинах присутствия в списке ассоци�
ированных с протеасомами белков цитоскелета и
участников метаболизма и определить функцио�
нальное значение наблюдаемого взаимодействия
протеасом с этими белками, в дальнейших иссле�
дованиях, возможно, потребуется применение
комплексного подхода при использовании инги�
биторов протеасом для увеличения клеточного пу�
ла убиквитинилированных белков, фракциониро�
вание клеточных компартментов, иммуно�анализ с
использованием специфических антител и др.

Известно, что ряд субъединиц протеасом в
клетках могут нести модификацию на N�конце
[21, 39–41]. Однако данных об этих модификаци�
ях для субъединиц протеасом в клетках человека
различной тканеспецифичности недостаточно.
Мы показали, что из 12 субъединиц протеасом,
имеющих модификацию на N�конце (табл. 3), толь�
ко четыре субъединицы (α5, β4, Rpt3 и Rpt5) ацети�
лированы по N�концевому остатку метионина. Во�
семь субъединиц (α2, α4, α7, β3, β6, Rpt4, Rpt6 и
Rpn6) ацетилированы по второй аминокислоте по�
сле удаления N�концевого остатка метионина. 

Интересно отметить, что АТP�азная субъеди�
ница регулятора 19S протеасом Rpt2 миристини�
лирована на N�конце (табл. 3), что согласуется с
литературными данными [21, 39, 40]. Функцио�
нальное значение миристинилирования субъеди�
ницы Rpt2 неясно, но в силу постояннства дан�
ной модификации для протеасом – от дрожжей
до человека, предполагается участие ее во взаи�
модействии 26S протеасомы с мембранными бел�
ками.

Убиквитинилирование субъединиц протеасом
мало изучено, существует всего несколько работ,
которые показали наличие у протеасом этой пост�
трансляционной модификации [24, 33, 42]. Кроме
того, в результате глобального скрининга убиквити�
нилированных эндогенных белков были обнаруже�
ны убиквитинилированные протеасомные белки
[43, 44]. Однако биологическое значение этой про�
теасомной модификации совершенно не иссле�
довано. Предполагают, что убиквитинилирова�
ние служит не только сигналом к расщеплению
белка по убиквитин�зависимому механизму [45],
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но и может регулировать каталитические актив�
ности белков [24, 46], внутриклеточную локали�
зацию белков [47] и белок�белковые взаимодей�
ствия [48]. 

Мы обнаружили в общей сложности 49 сайтов
убиквитинилирования на 23 субъединицах проте�
асом, и 17 из этих сайтов ранее не были описаны
(табл. 3).



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 40  № 6  2014

МАСС�СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ АФФИННО�ОЧИЩЕННЫХ ПРОТЕАСОМ 727

Та
бл

иц
а 

1.
Б

ел
к

и
 п

р
о

те
ас

о
м

, 
де

те
к

ти
р

о
ва

н
н

ы
е 

с 
п

о
м

о
щ

ью
 M

A
L

D
I�

IC
R

�м
ас

с�
сп

ек
тр

о
м

ет
р

и
и

Н
ом

ер
 

п
ро

бы
Н

ом
ер

 б
ел

ка
 

в 
U

n
ip

ro
t (

S
w

is
sP

ro
t)

Н
аз

ва
н

и
е 

бе
лк

а
Н

аз
ва

�
н

и
е 

ге
н

а
М

ас
са

 
бе

лк
а,

 к
Д

а
Ч

и
сл

о 
п

еп
ти

до
в

Д
ол

я
п

ок
ры

ти
я 

бе
лк

а,
 %

То
чн

ос
ть

 
и

зм
ер

ен
и

я 
м

ас
с,

 p
pm

п
ол

н
ое

ал
ьт

ер
н

а�
ти

вн
ое

 

20
S

 п
ро

те
ас

ом
а

8
P

60
90

0 
(P

S
A

6_
H

U
M

A
N

)
P

ro
te

as
om

e 
su

bu
n

it
 a

lp
ha

 ty
pe

�6
α

1
P

S
M

A
6

25
.4

17
56

2.
24

5
P

25
78

7 
(P

S
A

2_
H

U
M

A
N

)
P

ro
te

as
om

e 
su

bu
n

it
 a

lp
ha

 ty
pe

�2
α

2
P

S
M

A
2

25
.8

16
62

1.
9

10
P

25
78

9 
(P

S
A

4_
H

U
M

A
N

)
P

ro
te

as
om

e 
su

bu
n

it
 a

lp
ha

 ty
pe

�4
α

3
P

S
M

A
4

29
.5

10
32

1.
47

8
O

14
81

8 
(P

S
A

7_
H

U
M

A
N

)
P

ro
te

as
om

e 
su

bu
n

it
 a

lp
ha

 ty
pe

�7
α

4
P

S
M

A
7

27
.9

24
77

1.
43

8
P

28
06

6 
(P

S
A

5_
H

U
M

A
N

)
P

ro
te

as
om

e 
su

bu
n

it
 a

lp
ha

 ty
pe

�5
α

5
P

S
M

A
5

26
.5

8
29

1.
49

12
P

25
78

6 
(P

S
A

1_
H

U
M

A
N

)
P

ro
te

as
om

e 
su

bu
n

it
 a

lp
ha

 ty
pe

�1
α

6
P

S
M

A
1

29
.6

18
72

1.
98

10
P

25
78

8 
(P

S
A

3_
H

U
M

A
N

)
P

ro
te

as
om

e 
su

bu
n

it
 a

lp
ha

 ty
pe

�3
α

7
P

S
M

A
3

28
.3

14
47

1.
87

3
P

28
07

2 
(P

S
B

6_
H

U
M

A
N

)
P

ro
te

as
om

e 
su

bu
n

it
 b

et
a 

ty
pe

�6
β

1
P

S
M

B
6

23
.3

5
21

1.
63

8
Q

99
43

6 
(P

S
B

7_
H

U
M

A
N

)
P

ro
te

as
om

e 
su

bu
n

it
 b

et
a 

ty
pe

�7
β

2
P

S
M

B
7

30
8

20
1.

08

4
P

49
72

0 
(P

S
B

3_
H

U
M

A
N

)
P

ro
te

as
om

e 
su

bu
n

it
 b

et
a 

ty
pe

�3
β

3
P

S
M

B
3

22
.9

9
41

2.
17

2
P

49
72

1 
(P

S
B

2_
H

U
M

A
N

)
P

ro
te

as
om

e 
su

bu
n

it
 b

et
a 

ty
pe

�2
β

4
P

S
M

B
2

22
.8

8
36

0.
97

1
P

28
07

4 
(P

S
B

5_
H

U
M

A
N

)
P

ro
te

as
om

e 
su

bu
n

it
 b

et
a 

ty
pe

�5
β

5
P

S
M

B
5

22
.5

18
52

2.
3

4
P

20
61

8 
(P

S
B

1_
H

U
M

A
N

)
P

ro
te

as
om

e 
su

bu
n

it
 b

et
a 

ty
pe

�1
β

6
P

S
M

B
1

26
.5

11
52

2.
3

6
P

28
07

0 
(P

S
B

4_
H

U
M

A
N

)
P

ro
te

as
om

e 
su

bu
n

it
 b

et
a 

ty
pe

�4
β

7
P

S
M

B
4

24
.4

13
57

2.
31

Р
ег

ул
ят

ор
 п

ро
те

ас
ом

 1
9S

25
P

35
99

8 
(P

R
S

7_
H

U
M

A
N

)
26

S
 p

ro
te

as
e 

re
gu

la
to

ry
 s

ub
un

it
 7

R
pt

1
P

S
M

C
2

48
.6

26
56

2.
25

29
P

62
19

1 
(P

R
S

4_
H

U
M

A
N

)
26

S
 p

ro
te

as
e 

re
gu

la
to

ry
 s

ub
un

it
 4

R
pt

2
P

S
M

C
1

49
.2

20
51

2.
23

26
P

43
68

6 
(P

R
S

6B
_H

U
M

A
N

)
26

S
 p

ro
te

as
e 

re
gu

la
to

ry
 s

ub
un

it
 6

B
R

pt
3

P
S

M
C

4
47

.4
20

58
2.

48

22
P

62
33

3 
(P

R
S

10
_H

U
M

A
N

)
26

S
 p

ro
te

as
e 

re
gu

la
to

ry
 s

ub
un

it
 1

0B
R

pt
4

P
S

M
C

6
44

.2
15

46
2.

08

25
P

17
98

0 
(P

R
S

6A
_H

U
M

A
N

)
26

S
 p

ro
te

as
e 

re
gu

la
to

ry
 s

ub
un

it
 6

A
R

pt
5

P
S

M
C

3
49

.2
23

58
2.

48



728

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 40  № 6  2014

АРТАМОНОВА и др.

Та
бл

иц
а 

1.
О

к
о

н
ча

н
и

е

Н
ом

ер
 

п
ро

бы
Н

ом
ер

 б
ел

ка
 

в 
U

n
ip

ro
t (

S
w

is
sP

ro
t)

Н
аз

ва
н

и
е 

бе
лк

а
Н

аз
ва

�
н

и
е 

ге
н

а
М

ас
са

 
бе

лк
а,

 к
Д

а
Ч

и
сл

о 
п

еп
ти

до
в

Д
ол

я
п

ок
ры

ти
я 

бе
лк

а,
 %

То
чн

ос
ть

 
и

зм
ер

ен
и

я 
м

ас
с,

 p
pm

п
ол

н
ое

ал
ьт

ер
н

а�
ти

вн
ое

 

23
P

62
19

5 
(P

R
S

8_
H

U
M

A
N

)
26

S
 p

ro
te

as
e 

re
gu

la
to

ry
 s

ub
un

it
 8

R
pt

6
P

S
M

C
5

45
.6

19
54

2.
21

36
Q

13
20

0 
(P

S
M

D
2_

H
U

M
A

N
)

26
S

 p
ro

te
as

om
e 

n
on

�A
T

P
as

e 
re

gu
la

to
ry

 s
ub

un
it

 2
R

pn
1

P
S

M
D

2
10

0.
2

42
50

2.
01

38
Q

99
46

0 
(P

S
M

D
1_

H
U

M
A

N
)

26
S

 p
ro

te
as

om
e 

n
on

�A
T

P
as

e 
re

gu
la

to
ry

 s
ub

un
it

 1
R

pn
2

P
S

M
D

1
10

5.
8

40
40

2.
45

31
O

43
24

2 
(P

S
M

D
3_

H
U

M
A

N
)

26
S

 p
ro

te
as

om
e 

n
on

�A
T

P
as

e 
re

gu
la

to
ry

 s
ub

un
it

 3
R

pn
3

P
S

M
D

3
61

41
59

2.
49

27
O

00
23

2 
(P

S
D

12
_H

U
M

A
N

)
26

S
 p

ro
te

as
om

e 
n

on
�A

T
P

as
e 

re
gu

la
to

ry
 s

ub
un

it
 1

2
R

pn
5

P
S

M
D

12
52

.9
17

36
2.

19

24
O

00
23

1 
(P

S
D

11
_H

U
M

A
N

)
26

S
 p

ro
te

as
om

e 
n

on
�A

T
P

as
e 

re
gu

la
to

ry
 s

ub
un

it
 1

1
R

pn
6

P
S

M
D

11
47

.5
14

37
2.

14

22
Q

15
00

8 
(P

S
M

D
6_

H
U

M
A

N
)

26
S

 p
ro

te
as

om
e 

n
on

�A
T

P
as

e 
re

gu
la

to
ry

 s
ub

un
it

 6
R

pn
7

P
S

M
D

6
45

.5
22

50
2.

27

19
P

51
66

5 
(P

S
M

D
7_

H
U

M
A

N
)

26
S

 p
ro

te
as

om
e 

n
on

�A
T

P
as

e 
re

gu
la

to
ry

 s
ub

un
it

 7
R

pn
8

P
S

M
D

7
37

13
46

2.
31

21
Q

9U
N

M
6 

(P
S

D
13

_H
U

M
A

N
)

26
S

 p
ro

te
as

om
e 

n
on

�A
T

P
as

e 
re

gu
la

to
ry

 s
ub

un
it

 1
3

R
pn

9
P

S
M

D
13

43
14

43
1.

74

27
P

55
03

6 
(P

S
M

D
4_

H
U

M
A

N
)

26
S

 p
ro

te
as

om
e 

n
on

�A
T

P
as

e 
re

gu
la

to
ry

 s
ub

un
it

 4
R

pn
10

/S
5A

P
S

M
D

4
40

.7
11

30
2.

44

16
O

00
48

7 
(P

S
D

E
_H

U
M

A
N

)
26

S
 p

ro
te

as
om

e 
n

on
�A

T
P

as
e 

re
gu

la
to

ry
 s

ub
un

it
 1

4
R

pn
11

P
S

M
D

14
34

.6
8

35
1.

31

25
P

48
55

6 
(P

S
M

D
8_

H
U

M
A

N
)

26
S

 p
ro

te
as

om
e 

n
on

�A
T

P
as

e 
re

gu
la

to
ry

 s
ub

un
it

 8
R

pn
12

P
S

M
D

8
39

.6
3

11
1.

14

23
Q

16
18

6 
(A

D
R

M
1_

H
U

M
A

N
)

P
ro

te
as

om
al

 u
bi

qu
it

in
 r

ec
ep

to
r 

A
D

R
M

1
R

pn
13

AD
R

M
1

42
.2

4
15

5.
21

3
O

75
83

2 
(P

S
D

10
_H

U
M

A
N

)
26

S
 p

ro
te

as
om

e 
n

on
�A

T
P

as
e 

re
gu

la
to

ry
 s

ub
un

it
 1

0
G

an
ky

ri
n

P
S

M
D

10
24

.4
2

17
7.

12

Д
ру

ги
е 

бе
лк

и
 п

ро
те

ас
ом

14
Q

8T
A

A
3 

(P
S

A
7L

_H
U

M
A

N
)

P
ro

te
as

om
e 

su
bu

n
it

 a
lp

ha
 ty

pe
�7

�l
ik

e
α

4s
P

S
M

A
8

28
.5

5
22

1.
86

20
A

5L
H

X
3 

(P
S

B
11

_H
U

M
A

N
)

P
ro

te
as

om
e 

su
bu

n
it

 b
et

a 
ty

pe
�1

1
β

5t
P

S
M

B
11

32
.5

2
12

5.
63

31
Q

06
32

3 
(P

S
M

E
1_

H
U

M
A

N
)

P
ro

te
as

om
e 

ac
ti

va
to

r 
co

m
pl

ex
 s

ub
un

it
 1

P
A

28
α

P
S

M
E

1
28

.7
9

27
2.

44

13
P

61
28

9 
(P

S
M

E
3_

H
U

M
A

N
)

P
ro

te
as

om
e 

ac
ti

va
to

r 
co

m
pl

ex
 s

ub
un

it
 3

P
A

28
γ

P
S

M
E

3
29

.5
3

17
3.

11

42
Q

14
99

7 
(P

S
M

E
4_

H
U

M
A

N
)

P
ro

te
as

om
e 

ac
ti

va
to

r 
co

m
pl

ex
 s

ub
un

it
 4

P
A

20
0

P
S

M
E

4
21

1.
3

39
21

2.
07



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 40  № 6  2014

МАСС�СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ АФФИННО�ОЧИЩЕННЫХ ПРОТЕАСОМ 729

Та
бл

иц
а 

2.
А

сс
о

ц
и

и
р

о
ва

н
н

ы
е 

с 
п

р
о

те
ас

о
м

ам
и

 б
ел

к
и

, 
де

те
к

ти
ро

ва
н

н
ы

е 
с 

п
о

м
о

щ
ью

 M
A

L
D

I�
IC

R
�м

ас
с�

сп
ек

тр
о

м
ет

р
и

и

Н
ом

ер
п

ро
бы

Н
ом

ер
 б

ел
ка

 
в 

U
n

ip
ro

t (
S

w
is

sP
ro

t)
Н

аз
ва

н
и

е 
бе

лк
а

Н
аз

ва
н

и
е

ге
н

а
М

ас
са

бе
лк

а,
 к

Д
а

Ч
и

сл
о 

п
еп

ти
до

в

Д
ол

я 
п

ок
ры

ти
я 

бе
лк

а,
 %

То
чн

ос
ть

 
и

зм
ер

ен
и

я 
м

ас
с,

 p
pm

Б
ел

ки
 у

би
кв

и
ти

н
�п

ро
те

ас
ом

н
ой

 с
и

ст
ем

ы

43
P

62
97

9 
(R

S
27

A
_H

U
M

A
N

)
U

bi
qu

it
in

�4
0S

 r
ib

os
om

al
 p

ro
te

in
 S

27
a

R
P

S
27

A
17

.9
5

27
1.

03

43
P

62
98

7 
(R

L
40

_H
U

M
A

N
)

U
bi

qu
it

in
�6

0S
 r

ib
os

om
al

 p
ro

te
in

 L
40

U
B

A
52

14
.7

4
36

1.
87

17
Q

9Y
5K

5 
(U

C
H

L
5_

H
U

M
A

N
)

U
bi

qu
it

in
 c

ar
bo

xy
l�

te
rm

in
al

 h
yd

ro
la

se
 is

oz
ym

e 
L

5/
U

C
H

37
U

C
H

L
5

37
.6

3
15

1.
09

34
Q

05
08

6 
(U

B
E

3A
_H

U
M

A
N

)
U

bi
qu

it
in

�p
ro

te
in

 li
ga

se
 E

3A
U

B
E

3A
10

0.
7

4
5

2.
72

Ш
ап

ер
он

ы

30
P

10
80

9 
(C

H
60

_H
U

M
A

N
)

60
 k

D
a 

he
at

 s
ho

ck
 p

ro
te

in
, m

it
oc

ho
n

dr
ia

l
H

S
P

D
1

61
.1

8
18

2.
5

32
P

11
14

2 
(H

S
P

7C
_H

U
M

A
N

)
H

ea
t s

ho
ck

 c
og

n
at

e 
71

 k
D

a 
pr

ot
ei

n
H

S
PA

8
70

.9
18

31
1.

89

33
P

11
02

1 
(G

R
P

78
_H

U
M

A
N

)
78

 k
D

a 
gl

uc
os

e�
re

gu
la

te
d 

pr
ot

ei
n

H
S

PA
5

72
.3

17
36

2.
05

37
P

08
23

8 
(H

S
90

B
_H

U
M

A
N

)
H

ea
t s

ho
ck

 p
ro

te
in

 H
S

P
 9

0�
be

ta
H

S
P

90
AB

1
83

.3
14

23
2.

43

32
P

08
10

7 
(H

S
P

71
_H

U
M

A
N

)
H

ea
t s

ho
ck

 7
0 

kD
a 

pr
ot

ei
n

 1
A

/1
B

H
S

PA
1A

70
.1

10
17

1.
8

32
P

38
64

6 
(G

R
P

75
_H

U
M

A
N

)
S

tr
es

s�
70

 p
ro

te
in

, m
it

oc
ho

n
dr

ia
l

H
S

PA
9

73
.7

8
16

1.
95

Б
ел

ки
 ц

и
то

ск
ел

ет
а

22
P

60
70

9 
(A

C
T

B
_H

U
M

A
N

)
A

ct
in

, c
yt

op
la

sm
ic

 1
A

C
T

B
41

.7
14

45
2.

27

28
Q

9B
Q

E
3 

(T
B

A
1C

_H
U

M
A

N
)

Tu
bu

lin
 a

lp
ha

�1
C

 c
ha

in
T

U
B

A
1C

49
.9

7
26

1.
63

28
P

07
43

7 
(T

B
B

5_
H

U
M

A
N

)
Tu

bu
lin

 b
et

a 
ch

ai
n

T
U

B
B

49
.7

8
26

2.
17

42
O

43
70

7 
(A

C
T

N
4_

H
U

M
A

N
)

A
lp

ha
�a

ct
in

in
�4

A
C

T
N

4
10

4.
9

39
21

2.
07

Б
ел

ки
�у

ча
ст

н
и

ки
 м

ет
аб

ол
и

зм
а

25
P

07
86

4 
(L

D
H

C
_H

U
M

A
N

)
L

�L
ac

ta
te

 d
eh

yd
ro

ge
n

as
e 

C
 c

ha
in

L
D

H
C

36
.3

3
9

2.
22

29
Q

9H
C

C
0 

(M
C

C
B

_H
U

M
A

N
)

M
et

hy
lc

ro
to

n
oy

l�
C

oA
 c

ar
bo

xy
la

se
 b

et
a 

ch
ai

n
, m

it
oc

ho
n

dr
ia

l
M

C
C

C
2

61
.3

12
27

1.
23



730

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 40  № 6  2014

АРТАМОНОВА и др.

Таблица 3. Выявленные с помощью MALDI�ICR�масс�спектрометрии посттрансляционные модификации про�
теасомных белков*

Название белка Название гена А. к. Последовательность пептида

NGКонцевое ацетилирование

α2 PSMA2 A2 acetyl�AERGYSFSLTTFSPSGK

α4 PSMA7 S2 acetyl�SYDR

α5 PSMA5 M1 acetyl�MFLTR

α7 PSMA3 S2 acetyl�SSIGTGYDLSASTFSPDGR

β3 PSMB3 S2 acetyl�SIMSYNGGAVMAMK

β4 PSMB2 M1 acetyl�MEYLIGIQGPDYVLVASDR

β6 PSMB1 L2 acetyl�LSSTAMYSAPGR

Rpt3 PSMC4 M1 acetyl�MEEIGILVEK

Rpt4 PSMC6 A2 acetyl�ADPRDKALQDYR

Rpt5 PSMC3 M1 acetyl�MNLLPNIESPVTR

Rpt6 PSMC5 A2 acetyl�ALDGPEQMELEEGKAGSGLR

Rpn6 PSMD11 A2 acetyl�AAAAVVEFQR

N�Концевое миристинилирование

Rpt2 PSMC1 Myr�GQSQSGGHGPGGGK

Убиквитинилирование

α1 PSMA6 K45, K54, K55 GKDCAVIVTQKK

K181, K182, K184 QTESTSFLEKKVK

α2 PSMA2 K70 VEPITKHIGLVYSGMGPDYR

α3 PSMA4 K238 EVEQLIKK

α4 PSMA7 K27, K28 AITVFSPDGHLFQVEYAQEAVKK

K166, K174 GAKSVREFLEK

α7 PSMA3 K58, K65 LVLSKLYEEGSNK

β3 PSMB3 K15, K17 SIMSYNGGAVMAMKGK

β5 PSMB5 K130, K140 NKERISVAAASK

β6 PSMB1 K164 DSFK

K240 EGIREETVSLRK

β7 PSMB4 K240 DARSYNRFQIATVTEK

Rpt1 PSMC2 K222 GVLLFGPPGTGKTLCAR

K415, K418 DFLEAVNKVIK

Rpt2 PSMC1 K237 TLLAKAVANQTSATFLR

Rpt3 PSMC4 K255 DVFRLAK

Rpt4 PSMC6 K314, K322 LDILKIHAGPITK

K383, K387 LESKLDYKPV

Rpt5 PSMC3 K125 CAVIK

Rpt6 PSMC5 K156 VPDSTYEMIGGLDK

Rpn1 PSMD2 K39, K41, K50 DAGDKDKEQELSEEDK

K350 VPDDIYKTHLENNR

K754 LAAMLRQLAQYHAK

Rpn2 PSMD1 K413 FTATASLGVIHK

Rpn3 PSMD3 K209 ALDLVAAKCYYYHAR

Rpn5 PSMD12 K52 LQEVIETLLSLEKQTR

Rpn6 PSMD11 K59 EQSILELGSLLAK

K205 AALTSARTTANAIYCPPK
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Фосфорилирование субъединиц протеасом
наиболее хорошо изучено [19, 21, 49] и играет
важную роль в сборке 26S протеасомных ком�
плексов, в их стабильности, регулирует каталити�
ческие функции протеасом и участвует в регуляции
внутриклеточной локализации [50, 51]. В настоя�
щей работе определены 17 сайтов фосфорилирова�
ния на 11 субъединицах протеасом, причем 14 из
этих сайтов выявлены нами впервые (табл. 3).

Несмотря на то, что биологические функции
сайтов фосфорилирования и убиквитинилирова�
ния, идентифицированные нами в протеасоме,
еще предстоит определить, результаты работы бу�
дут полезны для будущих функциональных ис�
следований, направленных на выяснение роли
этих посттрансляционных модификаций в функ�
ции протеасом и механизмах ее регуляции. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клетки почки эмбриона человека линии
HEK293 и миелогенной лейкемии человека ли�
нии К562, полученные из Российской коллекции
клеточных культур (Институт цитологии РАН),
культивировали при 37°С в средах DMEM и RPMI
1640, соответственно, содержащих 10% эмбрио�
нальной телячьей сыворотки (Invitrogen, США), в
присутствии пенициллина и стрептомицина или
гентамицина.

Экспрессионную конструкцию получили на основе
вектора pQCXIP (Clontech, США), в который по сай�
там NotI и EcoRI вставлена последовательность
hPSMD14�HTBH (любезно предоставлен д�ром
Л. Хуангом (Dr. L. Huang)). Вместо последователь�
ности hPSMD14 по сайтам рестрикции NotI и PacI
мы вставили последовательность hPSMB4 (β7), ко�
торую амплифицировали с кДНК клеток HEK293 с
помощью праймеров (5'–3'): TTACGGCCGAGAC�
CATGGAAGCGTTTTTGGGG и CCCTTAAT�
TAATTCAAAGCCACTGATCATGTG, включающих
в себя сайты рестрикции для EagI и PacI (подчеркну�
ты). Наличие и точность вставки в векторе определя�
ли с помощью рестрикции и итоговым секвенирова�
нием.

Трансфекцию клеток линии HEK293 проводи�
ли с помощью реагента TurboFect (MBI Fermen�
tas, Литва), согласно рекомендациям фирмы�изго�
товителя, одновременно вводя плазмиды, необхо�
димые для сборки вирусной частицы (любезно
предоставлены д�ром Н.А. Барлевым), и ретрови�
русную плазмиду pQCXIP, кодирующую β7�HTBH.
Через 24 ч после постановки трансфекции произво�
дили замену трансфекционной среды на новую.
Супернатант, содержащий вирусные частицы, со�
бирали в течение последующих 2 сут.

Инфекцию клеток линии К562 проводили ре�
тровирусами, содержащими β7�HTBH, согласно
протоколу фирмы�изготовителя (Clontech Labora�

Таблица 3. Окончание

Название белка Название гена А. к. Последовательность пептида

Rpn7 PSMD6 K126, K130 KTYDKTVALGHR

PA28α PSME1 K232, K236 NAYAVLYDIILKNFEK

PA200 PSME4 K89, K92 KFSK

K1579 TILKWLMASAGR

Фосфорилирование

α1 PSMA6 T52 DCAVIVTQKKVPDK

α2 PSMA2 T48 AANGVVLATEKKQK

α6 PSMA1 S54 RAQSELAAHQKK

α7 PSMA3 S87 SLADIAR

Rpt1 PSMC2 T220, T223 GVLLFGPPGTGKTLCAR

Rpt2 PSMC1 S422 SKENVLYKK

T53, T56 LPLVTPHTQCRLKLLK

Rpt4 PSMC6 T321 LDILKIHAGPITK

S382, Y386 KLESKLDYKPV

Rpt5 PSMC3 S281, T293 EKAPSIIFIDELDAIGTK

Rpt6 PSMC5 S39 IEELQLIVNDKSQNLR

Rpn1 PSMD2 Y751 LAAMLRQLAQYHAK

Rpn7 PSMD6 S27 FLLSLPEHR

* А. к. – аминокислотный остаток в составе белка. Подчеркиванием выделены впервые обнаруженные нами сайты модифи�
цирования белков. Жирным шрифтом указано положение аминокислотного остатка, несущего выявленную модификацию.
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tores, США). Через 16 ч после инфицирования про�
изводили замену трансдукционной среды на новую,
содержащую антибиотик пуромицин (Invitrogen,
США). Селекцию клеток проводили в течение 7 сут.

Клеточный экстракт готовили из клеток К562,
контрольных и экспрессирующих меченый белок
β7�HTBH (К562/β7�HTBH). Клетки промывали
холодным PBS и лизировали в буфере А (50 мМ
Na�фосфат, pH 7.5, 100 мМ NaCl, 10% глицерин,
5 мМ АТP, 1 мМ DTT, 5 мМ MgCl2, 0.5% Nonidet
P�40, ингибиторы протеаз) в течение 30 мин при
4°С. Клеточные фрагменты удаляли центрифуги�
рованием при 13 тыс. об/мин в течение 30 мин
при 4°С.

Вестерн=блотинг белков проводили по стан�
дартной методике. Белки фракционировали в де�
натурирующем 13% ПААГ [52]. Полученные
фракции электрофоретически переносили на
PVDF�фильтры (Bio�Rad Laboratories, США) в
буфере, содержащем 25 мM Трис�HCl, 190 мM
глицин, 0.05% SDS, 10% метанола, pH 7.3. Мем�
брану отмывали в буфере РBS и блокировали цен�
тры неспецифического связывания антител 2.5%
раствором бычьего сывороточного альбумина
(ICN, США) или 5% обезжиренным молоком в
этом же буфере. Избыток блокирующего агента
отмывали буфером PBS, и мембрану инкубирова�
ли с конъюгированными с пероксидазой хрена
антителами против биотина (Cell Signaling, США)
и (или) со специфическими антителами против
соответствующих субъединиц 26S протеасомы
Rpn7, α5 и β7 (Enzo Life Sciences, США). Исполь�
зовали вторичные антитела, конъюгированные с
пероксидазой хрена (Sigma�Aldrich, США), пе�
роксидазу выявляли с помощью кита SuperSignal
(Thermo Scientific, США).

Протеасомы выделяли в соответствии с мето�
дикой, описанной ранее [21]. К клеточному экс�
тракту клеток К562/β7�HTBH добавляли стрепта�
видин�агарозу (Thermo Scientific, США) и инкуби�
ровали в течение ночи при 4°С при постоянном
перемешивании. Далее белки в комплексе со
стрептавидин�агарозой осаждали центрифугиро�
ванием и промывали последовательно 20 объема�
ми лизирующего буфера, 10 объемами буфера
ТЕВ (50 мМ Tрис�HCl, pH 7.5, 10% глицерин).
Далее протеасомы элюировали, со стрептавидин�
агарозы двумя объемами буфера ТЕВ в присут�
ствии 0.1% ТЕV�протеазы (Sigma�Aldrich, США)
в течение 2 ч при температуре 30°С и концентри�
ровали с применением центрифужных фильтров
Amicon Ultra�0.5 (Millipore, США). 

Пептидазную активность протеасом химотрип�
син�, трипсин� и каспаза�подобных типов опре�
деляли по гидролизу флуорогенных пептидов Suc�
Leu�Leu�Val�Tyr�7�амино�4�метилкумарин (AMC),
Ac�Arg�Leu�Arg�AMC и Z�Leu�Leu�Glu�AMC
(Enzo Life Sciences, США), соответственно. Для

этого 4 нмоль субстрата инкубировали с 1 мкг про�
теасом в течение 45 мин при температуре 37°С в бу�
ферном растворе, содержащем 50 мМ Трис�HCl,
pH 7.5, 1 мМ MgCl2, 10 мМ KCl, 1 мМ DTT, 5 мМ
ATP. Реакцию останавливали, добавляя к реакци�
онному раствору равный объем смеси 70 мМ ук�
сусной кислоты, 100 мМ хлорацетата натрия и
30 мМ ацетата натрия. Концентрацию продук�
та гидролиза AMC определяли на флуориметре
VersaFluor (Bio�Rad Laboratories, США), измеряя
экстинкцию и эмиссию при длинах волн 365 и
440 нм соответственно [53].

Приготовление проб для масс=спектрометриче=
ского анализа. После электрофоретического раз�
деления протеасомных белков и окрашивания
Кумасси G250 полоски геля, соответствующие
белковым полосам (рис. 3), вырезали и промыва�
ли для удаления красителя в 40% растворе ацето�
нитрила в 100 мМ водном бикарбонате аммония в
течение 15 мин при 37°С. После удаления раство�
ра, кусочки геля обезвоживали инкубацией в те�
чение 10 мин в ацетонитриле, затем, удалив аце�
тонитрил, пробы высушивали. К высушенным
образцам добавляли раствор модифицированного
трипсина (Promega, США) в 50 мМ растворе бикар�
боната аммония с концентрацией 15 мкг/мл и инку�
бировали сначала в течение 30 мин на льду, затем в
течение 4 ч при 37°С. Трипсинолиз останавлива�
ли добавлением к раствору 0.5% TFA в 10% рас�
творе водного ацетонитрила (в соотношении 2 : 1
к раствору трипсина). Надгелевый раствор ис�
пользовали для получения масс�спектров.

Для приготовления образцов для масс�спектро�
метрии непосредственно на мишени смешивали
0.7 мкл раствора белкового образца и 0.35 мкл рас�
твора 2,5�дигидроксибензойной кислоты (Sigma�
Aldrich, США) в концентрации 20 мг/мл в 30%
водном ацетонитриле в присутствии 0.1% ТFA,
полученную смесь высушивали на воздухе.

Масс=спектры были получены на ионно�цик�
лотронном масс�спектрометре ионно�циклотрон�
ного резонанса с матрично�активированной лазер�
ной десорбцией/ионизацией Varian 902�MS (Varian,
США) со сверхпроводящим магнитом 9.4 Тесла, в
режиме положительных ионов. Для облучения
образца использовалась третья гармоника Nd:
YAG�лазера (355 нм). Точность измеренных мо�
ноизотопных масс после докалибровки по пикам
автолиза трипсина (842.5094 Да) и кератина
(2383.9525 Да) составляла менее 2.5 ррm. Спектры
получали в диапазоне масс 500–4500 m/z (мас�
са/заряд), выбирая мощность лазера, оптималь�
ную для достижения наилучшего разрешения.

Идентификацию белков осуществляли при по�
мощи программы Mascot (www.matrixscience.com).
Масс�спектры были обработаны с помощью про�
граммного пакета FTDocViewer (Varian, США) и
созданы пик�листы в txt�формате. При помощи
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программы Mascot методом “пептидного фингер�
принта” проводили поиск в базе данных SwissProt
среди белков Homo sapiens с указанной выше точ�
ностью. Полученные результаты приведены в
табл. 1 и 2.
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Mass Spectrometric Analysis of Proteasomes Affinity Purified
from the Human Myelogenous Leukemia Cells K562

T. O. Artamonova*, M. A. Khodorkovskii*, A. S. Tsimokha**
#Phone: +7 (812) 297G37G40, fax: +7(812) 297G03G41; eGmail: atsimokha@mail.cytspb.rssi.ru

*St. Petersburg State Polytechnical University
**Institute of Cytology, Russian Academy of Sciences, Tikhoretsky pr. 4, St. Petersburg, 194064  Russia

Proteasomes carry out regulated proteolysis of most proteins and thereby play a crucial role in the regulation
of different cellular processes. Dissecting subunit composition and post�translational modifications of pro�
teasome is one of the important milestones in understanding their functions and mechanisms of regulation in
the cell. To this end a strategy we followed a strategy for affinity purification of proteasomes from human my�
eloid leukemia cells with subsequent mass spectrometric analysis. Proteasomes were purified from the stable
cell line K562 expressing HTBH tag�labeled 20S proteasome subunit β7 (PSMB4) by non�covalent affinity
purification on biotin�avidin beads, followed by elution with TEV protease. We identified all known subunits
of the 26S proteasome, as well as PA200 and regulators PA28γ amongst the eluted proteins, using MALDI�
ICR mass spectrometry. We have shown that the proteasomes are associated with heat shock proteins, com�
ponents of the ubiquitin�proteasome system of some cytoskeleton proteins. A number of novel phosphoryla�
tion, ubiquitination and N�terminal modification of proteasome subunits were found for 16 proteasome sub�
units. Our results might be useful for further proteomic studies of proteasomes.

Keywords: affinity purification, human myelogenous leukemia cell, mass spectrometry, phosphorylation, proteaG
some, ubiquitinGproteasome system, ubiquitination
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