
ВВЕДЕНИЕ 

Биологические процессы в живых системах,
как правило, осуществляются при помощи
различных белков, которые взаимодействуют
друг с другом, формируя стабильные или
временные белковые комплексы, анализом
которых занимается относительно молодая
наука интерактомика [1]. Термин интерактом
определяет всю совокупность белок-белковых
взаимодействий (сетей), существующих
в конкретном объекте в данный конкретный
момент времени. Картирование индивидуальных
компонентов белковых комплексов,
осуществляющих непрямые взаимосвязи
между белками, включает выделение этих
комплексов при помощи различных вариантов

аффинной хроматографии c последующей
масс-спектрометрической идентификацией [2-5]. 

Поскольку белок-белковые взаимодействия
в клетке постоянно изменяются, становится
всё более очевидным, что развитие болезней
неминуемо сопровождается нарушением
функционирования различных белок-белковых
сетей (интерактомов) [4].

Убиквитин – белок с молекулярной массой
8 кДа – состоит из 76 аминокислотных остатков
и встречается во всех эукариотических
клетках. Помимо широко известной
функции убиквитина – специфического мечения
белков-мишеней для их последующей
деградации в протеасомах, – этот белок
участвует во многих других внутриклеточных
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Убиквитинирование белков является важным механизмом, который не только обеспечивает
специфическое мечение для последующей деградации, но и во многом определяет локализацию
белков в клетке и регуляцию белок-белковых взаимодействий. В контексте белок-белковых
взаимодействий решающую роль играет присоединение (моно/поли)убиквитиновых молекул
к белкам, содержащим специфические убиквитин-связывающие домены. Формирование
убиквитинового интерактома показано для цитозоля.  Вовлечение в такого рода взаимодействия
митохондрий и ассоциированных с ними экстрамитохондриальных белков изучено
значительно хуже. В настоящем исследовании с использованием оптического биосенсора
показано связывание белков лизата митохондриальной фракции мозга мышей
с иммобилизованным мономерным убиквитином. Модельные очищенные белки
(глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа, креатинкиназа), ассоциированные с внешним
компартментом митохондрий, взаимодействовали как с иммобилизованным убиквитином,
так и между собой. Это свидетельствует в пользу того, что (поли)убиквитиновые цепи могут
участвовать в белок-белковых взаимодействиях между убиквитинированными и
неубиквитинированными белками и вносить определенный вклад в формирование
(митохондриального) убиквитинового субинтерактома.
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процессах: регуляции экспрессии генов,
клеточного цикла и деления, ответе на стресс,
элиминации поврежденных белков, репарации
ДНК, импорте белков в митохондрии, сборке
рибосом, апоптозе и других [6-9]. Таким образом,
убиквитинирование является модификацией,
которая может определять локализацию белков
в клетке, функцию белков, а также регулировать
белок-белковые взаимодействия [10]. При этом
решающую роль здесь играет присоединение
единичных убиквитиновых молекул либо
полиубиквитиновых цепей к белку-мишени,
а также наличие специфических убиквитин-
связывающих доменов, определяющих
нековалентное присоединение убиквитиновых
цепей к поверхности белков. Наличие
нескольких различных таких доменов является
важным фактором в механизмах
межмолекулярной регуляции [11, 12].

Формирование убиквитинового интерактома
показано для цитозоля [13]. Известно,
что митохондрии мозга обладают собственной
убиквитин-конъюгирующей системой [14, 15],
однако роль убиквитина в судьбе
митохондриальных и ассоциированных
с ними экстрамитохондриальных белков
млекопитающих вообще, а белков мозга
в особенности, изучена значительно хуже [16, 17]. 

Недавно, используя систему инкубации
митохондрий мозга с биотинилированным
убиквитином in vitro, мы впервые
идентифицировали около 50 убиквитин-
связывающих белков, ассоциированных
с митохондриальной фракцией мозга [18].
При этом наличие так называемой “убиквитиновой
сигнатуры”, свидетельствующей о прямом
убиквитинировании, было обнаружено всего
у 12% белков. Последнее свидетельствует о том,
что остальные белки, по-видимому, образуют
комплексы либо с самим убиквитином, либо
с другими экстра- и интрамитохондриальными
компонентами, внося определенный вклад
в формирование убиквитинового субинтерактома
митохондрий [18]. 

Многое в данном контексте может прояснить
изучение взаимодействий иммобилизованного
убиквитина как с компонентами митохондрий,
так и с индивидуальными белками.  

В настоящей работе с помощью оптического
биосенсора Biacore T200 мы исследовали
взаимодействие белков лизата митохондриальной
фракции мозга мышей, а также очищенных
белков (глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы
(ГАФД) и креатинкиназы) с мономерным
убиквитином. Ранее глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназа и креатинкиназа были
нами обнаружены в числе не содержащих

“убиквитиновой сигнатуры” убиквитин-
связывающих белков суммарной
митохондриальной фракции мозга мыши [18].

МЕТОДИКА

Реактивы и оборудование

HBS-буфер (150 мМ NaCl, 3 мМ ЭДТА,
0,005% детергента P20, 10 мМ HEPES (pH 7,4));
10 мМ ацетатный буфер (pH 4,5);
10 мМ ацетатный буфер (pH 5,5); набор
реагентов для ковалентной иммобилизации
белков за первичные аминогруппы (1-этил-3-
(3-диметиламинопропил)-карбодиимид-HCl
(EDC), N-гидроксисукцинимид (NHS),
1 М этаноламин-HCl (pH 8,5)) были получены
от “GE Healthcare” (США). Креатинкиназа из
мышц кролика, убиквитин из эритроцитов быка,
Sephadex G-50 fine, АТР, фосфокреатин, МФТП
(1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин
гидрохлорид), изатин, реактивы для определения
активности и чистоты глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназы были получены
от “Sigma-Aldrich” (США). 

Глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназу
выделяли из мышц кролика, как описано в [19],
хранили в суспензии в сульфате аммония
(насыщение 0,9) при 4°С. Чистоту препарата
контролировали электрофоретически.
Непосредственно перед экспериментом фермент
обессоливали на колонках SigmaPrep Spin
и переводили в 50 мM калий-фосфатный
буфер (рН 7,4) с помощью гель-фильтрации
при центрифугировании, как описано
в инструкции, используя в качестве носителя
Sephadex G-50 fine. Активность ГАФД измеряли
спектрофотометрически при 340 нм по скорости
образования NADН. Реакционная смесь
содержала 50 мМ глициновый буфер (рН 10,0),
50 мМ фосфат калия, 5 мМ ЭДТА,
1 мМ глицеральдегид-3-фосфат и 1 мМ NAD+.
Реакцию начинали добавлением фермента.
Активность фермента составляла 120 мкмоль/мин
на 1 мг белка.

Концентрацию белка определяли при помощи
метода Бредфорд [20] на спектрофотометре
Cary 50 (“Varian”, Австралия).

Получение лизатов митохондрий мозга мышей
с МФТП-индуцированным паркинсонизмом.

В работе использовали стандартное
моделирование МФТП-индуцированного
паркинсонизма у мышей [21, 22]. Введение
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эндогенного нейропротектора изатина
(100 мг/кг) осуществляли за 30 минут
до введения МФТП. Митохондрии мозга
мыши выделяли, как описано ранее [23];
осадок митохондрий суспендировали
в 50 мМ фосфатном буфере (рН 7,4). Лизаты
митохондрий получали при инкубации
препаратов в присутствии 3% Тритона Х-100
(4°C, 60 мин, концентрация белка 6 мг/мл). 

Анализ белок-белковых взаимодействий
с помощью оптического биосенсора.

Эксперименты по исследованию
белок-белковых взаимодействий выполняли
на оптическом SPR-биосенсоре Biacore T200
(“GE Healthcare”). Все измерения были
выполнены при 25°C с использованием
стандартных оптических чипов CM5
(“GE Healthcare”), покрытых слоем
карбоксиметилированного декстрана.

Иммобилизация убиквитина.

Карбоксильные группы декстрана
активировали путём пропускания смеси
0,2 М EDC/0,05 М NHS в течение 7 мин
при скорости потока 10 мкл/мин с последующей
промывкой HBS-буфером в течение 3 мин
при той же скорости. Далее осуществляли
иммобилизацию убиквитина путём пропускания
его раствора (50 мкг/мл) в иммобилизационном
10 мМ ацетатном буфере (pH 4,5) в течение
10 мин при скорости потока 10 мкл/мин.
Не прореагировавшие с белком активированные
карбоксильные группы декстрана блокировали
1 М раствором этаноламина (pH 8,5) в течение
3 мин при скорости потока 10 мкл/мин. 

Иммобилизация ГАФД.

Карбоксильные группы декстрана
активировали путём пропускания смеси
0,2 М EDC/0,05 М NHS в течение 7 мин
при скорости потока 10 мкл/мин с последующей
промывкой HBS-буфером в течение 3 мин
при той же скорости. Далее осуществляли
иммобилизацию ГАФД путём пропускания
раствора фермента (50 мкг/мл)
в иммобилизационном 10 мМ ацетатном
буфере (pH 5,5) в течение 7 мин при скорости
потока 10 мкл/мин. Не прореагировавшие
с белком активированные карбоксильные
группы декстрана блокировали 1 М раствором
этаноламина (pH 8,5) в течение 2 мин
при скорости потока 10 мкл/мин.

Взаимодействие ГАФД с иммобилизованным
убиквитином и взаимодействие креатинкиназы
с иммобилизованными ГАФД и убиквитином
исследовали в диапазонах концентраций
от 3 мкМ до 20 мкМ и от 5 мкМ до 47 мкМ,
соответственно. В качестве рабочего буфера
использовали 50 мМ калий фосфатный буфер
(рН 7,4). После пропускания каждого образца
белков в течение 5 мин при скорости потока
10 мкл/мин поверхность чипа регенерировали
буфером, содержащим 1 М NaCl, 50 мМ калий
фосфатный буфер (рН 7,4) в течение 0,5 мин
при скорости потока 50 мкл/мин. Канал
без иммобилизованного белка использовали
в качестве контрольного.

Расчёт равновесных констант диссоциации
(Kd) белковых комплексов выполняли с помощью
программы BIAevaluation Version 4.1
(“GE Healthcare”).

Взаимодействие с иммобилизованным
убиквитином лизатов митохондрий мозга мыши
исследовали при концентрации белка 1 мг/мл.
Все остальные параметры биосенсорного
анализа были аналогичны используемым
при исследовании взаимодействия
с убиквитином ГАФД и креатинкиназы.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Связывание компонентов лизата митохондрий
контрольных мышей на поверхности чипа
оптического биосенсора с иммобилизованным
мономерным убиквитином приводило
к появлению характерного сигнала,
свидетельствующего о взаимодействии
компонентов лизата с иммобилизованным
белком (рис. 1). При добавлении того же
количества лизата митохондрий мозга мышей
с МФТП индуцированным паркинсонизмом
сигнал биосенсора был заметно выше (рис. 1).
Это согласуется с ранее полученными нами
данными, что при введении МФТП происходит
увеличение числа белков, специфически
связывающихся с иммуноаффинным сорбентом
с иммобилизованными на протеин А-сефарозе
антителами к убиквитину [22]. Введение
нейропротекторного соединения изатина
контрольным мышам и мышам с МФТП-
индуцированным паркинсонизмом снижало
сигнал биосенсора ниже контрольных значений
(рис. 1). Это свидетельствует в пользу того,
что развитие экспериментального паркинсонизма
у мышей и введение нейропротекторной дозы
изатина влияют на убиквитиновый
субинтерактом митохондрий мозга. 

Бунеева и др.
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Связывание ГАФД или креатинкиназы
на поверхности чипа с иммобилизованным
мономерным убиквитином приводило
к концентрационно-зависимому увеличению
сигнала биосенсора (рис. 2 и 3). Расчётные
величины Кd составили 19,5 мкМ и 3,9 мкМ,
соответственно. В присутствии субстратов

(1 мМ фосфокреатина, 5 мМ АТР) и кофактора
(2 мМ Mg2+) связывание креатинкиназы
с иммобилизованным убиквитином
увеличивалось. Креатинкиназа столь же
эффективно взаимодействовала и с ГАФД
(Кd=5,05 мкМ), иммобилизованной на поверхности
чипа оптического биосенсора (рис. 4). 

БИОСЕНСОРНЫЙ АНАЛИЗ УБИКВИТИНОВОГО СУБИНТЕРАКТОМА МИТОХОНДРИЙ

618

Рисунок 1. Взаимодействие лизатов митохондрий мозга мыши с иммобилизованным убиквитином.
Концентрация белка 1 мг/мл. 1 - МФТП, 2 - контроль, 3 - изатин + МФТП, 4 - изатин. 

Рисунок 2. Взаимодействие глицеральдегид-6-фосфатдегидрогеназы с иммобилизованным убиквитином.
Концентрация ГАФД: 1 - 3 мкM, 2 - 6 мкM, 3 - 10 мкM, 4 - 20 мкM. 
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Рисунок 3. Взаимодействие креатинкиназы с иммобилизованным убиквитином (а) и влияние
её субстратов на это взаимодействие (б). 
(А) Концентрация креатинкиназы: 1 - 5,9 мкM, 2 - 25 мкM, 3 - 47 мкM.
(Б) концентрации креатинкиназы и других добавок: 1 - 1 мM фосфокреатин, 2 - 5 мM ATP, 3 - 1 мкМ
креатинкиназа +1 мM фосфокреатин, 4 - 1 мкМ креатинкиназа +5 мM ATP, 5 - 1 мкМ креатинкиназа +
5 мM ATP+ 1 мM фосфокреатин + 2 мM Mg2+.
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ОБСУЖДЕНИЕ

Иммобилизованный на поверхности чипа
оптического биосенсора мономерный убиквитин
можно рассматривать как присоединенный
к белку-мишени и взаимодействующий
с окружающими компонентами (рис. 5).
Важным условием для специфического
нековалентного взаимодействия является
наличие у потенциальных белков-партнеров
убиквитин-связывающего домена [24].
Этот домен обнаружен у многих белков,
включая ГАФД [13]. Хотя мы не нашли
данных о существовании такого домена
у мышечной креатинкиназы, известно,
что этот фермент специфически взаимодействует
с MuRF1 белком, который действует в качестве
убиквитинлигазы в убиквитинировании этого
фермента для последующей протеасомной
деградации [25]. Мы полагаем, что с учётом этих
данных обнаруженные в данном исследовании
нековалентные взаимодействия с убиквитином
не только ГАФД, но и креатинкиназы являются
биологически значимыми. При этом важно
отметить, что выраженность такого рода
взаимодействий у креатинкиназы – фермента,
не имеющего убиквитин-связывающего
домена, – регулируется физиологическими
концентрациями субстратов и кофакторов
(фосфокреатином, АТР и ионами магния). 

Хотя в настоящее время трудно определить,
какие компоненты лизата митохондрий

мозга ответственны за взаимодействие
с иммобилизованным мономерным убиквитином,
важность этих взаимодействий иллюстрирует
тот факт, что они отличаются у контрольных
мышей, животных с МФТП-индуцированным
паркинсонизмом и при введении изатина.
Очевидно, что развитие экспериментального
МФТП-индуцированного паркинсонизма,
характеризующееся нарушением энергетических
функций митохондрий [26] и изменением
процессов убиквитинирования [16, 26],
сопровождается изменением убиквитинового
субинтерактома митохондрий. Изатин –
эндогенный нейропротектор [27]; препятствует
развитию симптомов паркинсонизма
в ряде экспериментальных моделей [28].
Поэтому уменьшение связывания компонентов
митохондриальных лизатов с иммобилизованным
убиквитином, наблюдающееся в случае введения
изатина животным с МФТП-индуцированным
паркинсонизмом, очевидно, свидетельствует
в пользу нормализации белок-белковых
взаимодействий в митохондриальном
компартменте клеток мозга. 

Таким образом, результаты настоящего
исследования показывают, что иммобилизованный
убиквитин может быть использован
для биосенсорного анализа убиквитинового
субинтерактома митохондрий и белок-белковых
взамодействий его отдельных компонентов
в очищенных системах.  
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Рисунок 4. Взаимодействие креатинкиназы с иммобилизованной глицеральдегид-6-фосфатдегидрогеназой.
Концентрация креатинкиназы: 1 - 5,9 мкM, 2 - 47 мкM.
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THE USE OF IMMOBILIZED UBIQUITIN FOR BIOSENSOR ANALYSIS 
OF THE MITOCHONDRIAL SUBINTERACTOME
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Protein ubiquitination is considered as an important mechanism that is responsible not only for
specific labeling of proteins for their subsequent degradation but also for localization of proteins in the
cell and regulation of protein-protein interactions. In the context of protein-protein interactions binding of
(mono/poly)ubiquitinated molecules to proteins containing specific ubiquitin binding domains appear
to play the decisive role. Although formation of the ubiquitin interactome has been demonstrated for cytosol,
involvement of mitochondria and associated extramitochondrial proteins into such interactions still requires
detailed investigation. In this study using an optical biosensor we have demonstrated binding of proteins
of mouse brain mitochondrial lysates to immobilized monomeric ubiquitin. Model purified proteins, which
are known to be associated with the outer mitochondrial compartment (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydorgenase, creatine phosphokinase), interacted with immobilized ubiquitin as well as with each other.
This suggests that (poly)ubiquitinated chains may be involved in protein-protein interactions between
ubiquitinated and non-ubiquitinated proteins and thus may contribute to formation of (mitochondrial)
ubiquitin subinteractome.

Key words: ubiquitination, mitochondrial protein-protein interactions, subinteractome, biosensor analysis.


