
ВВЕДЕНИЕ 

Кожа является важным барьером, защищающим
организм от внешней среды. Клетки линии HaCaT
кератиноцитов человека — это спонтанно
иммортализованные in vitro кератиноциты
из гистологически нормального эпителия человека.
Они способны неограниченно делиться, что определяет
целесообразность их использования в качестве
клеточной модели кожи для исследования
цитотоксичности [1]. Для клеточных линий
динамический диапазон концентраций составляет
до 3-5 порядков концентрации, что упрощает
регистрацию и идентификацию низкокопийных белков.
Для клеток линии НаСаТ характерно дозозависимое
снижение жизнеспособности при воздействии
додецилсульфата натрия, пропорциональное
длительности его экспозиции [2]. Додецилсульфат
натрия (ДСН, лаурилсульфат натрия) — анионное
поверхностно-активное вещество (ПАВ), эталонное
соединение для проведения испытаний токсичности
на клеточных моделях кожных покровов [3, 4].
При контакте с кожей ДСН может вызывать
раздражение, гиперплазию, изменение липидного
состава и снижение пролиферативной активности
клеток [5-7]. В работе использовали также неионный
детергент тритон X-100, который присутствует
практически в любом типе жидких, пастообразных и
порошковых чистящих средствах. 

Измерение протеома, кодируемого генами
18 хромосомы, представляет российскую часть
международного проекта C-HPP (Chromosome Centric
Human Proteome Project или “Протеом человека”) [8].

Для белков, кодируемых генами 18 хромосомы,
характерна онкологическая направленность. Согласно
сведениям, приведённым в протеомной базе
UniProtKB (http://www.uniprot.org), 18 хромосома
связана с целым рядом заболеваний. Можно
предположить, что изменение содержания белков,
кодируемых генами 18 хромосомы, приводит
к тяжёлым нарушениям в организме человека. В работе
проведён сравнительный анализ  белков кератиноцитов
линии НаСаТ, кодируемых генами 18 хромосомы,
до и после воздействия детергентов (ПАВ). 

МЕТОДИКА

В работе использовали следующие реактивы:
ДСН, тритон X-100, бычий сывороточный альбумин
(БСА; “Merck”, Германия); трипсин из поджелудочной
железы свиньи, модифицированный лиофилизованный
(“Promega”, США); трифторуксусная кислота (ТФУ;
“Fluka”, Германия); ацетонитрил, дитиотреитол (ДТТ),
деионизованная вода (“Acros”, США); метанол,
2,2-бицинхониновая кислота (“Pierce”, США),
а также реактивы отечественного производства
квалификации х.ч.

Объектом исследования служили кератиноциты
иммортализованной линии НаСаТ до (контроль)
и после воздействия ДСН (в концентрации 25 мкг/мл)
и тритоном X-100 (12,5 мг/мл) в течение 48 ч.
Культивирование клеток и обработку проводили
как описано ранее [2]. Клетки с поверхности
культуральных флаконов снимали смесью трипсина
и ЭДТА (3 мл; инкубация 3-5 мин при 37°С)
с последующей отмывкой фосфатным буфером.
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Методом тандемной масс-спектрометрии с электроспрейной ионизацией проведен сравнительный анализ белков
кератиноцитов линии НаСаТ, кодируемых генами 18 хромосомы, до и после воздействия субтоксических доз
додецилсульфата натрия (ДСН; 25 мкг/мл) и тритона X-100 (12,5 мг/мл) в течение 48 ч. Идентификацию
белков проводили с использованием платформы SearchGUI (поисковые системы X!Tandem и MS-GF+).
Всего в иммортализованных кератиноцитах человека линии НаСаТ обнаружено 1284 белка, из них около 75%
идентифицировано по двум и более пептидам. Достоверно идентифицированы 26 белков, кодируемых
генами 18 хромосомы; из них 17 являются общими для контрольных клеток и клеток НаСаТ после
воздействия ДСН и 15 — общими для контрольных клеток и клеток, обработанных тритоном X-100.
Белки MARE2 и CTIF идентифицированы только в контрольных кератиноцитах. Семь идентифицированных
белков, кодируемых генами 18 хромосомы, определены только в обработанных ДСН кератиноцитах,
LMAN1, NDUV2, SPB3, VPS4B, KDSR, ROCK1, RHG28.
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Водные суспензии клеток гомогенизировали
при помощи ультразвука при 4°С, следуя
программе, прилагаемой к ультразвуковой установке
Sonopuls HD2070 (“BANDELIN”,Германия), в режиме:
два цикла по 50 с, через 5 с процедуру повторяли
(20 кГц, 70 Вт). Содержание белка в гомогенатах
определяли при помощи 2,2-бицинхониновой кислоты
с использованием БСА в качестве стандарта [9].

Восстановление, алкилирование с 4-винил-
пиридином, триптический гидролиз проводили
как описано ранее [10]. Смесь пептидов анализировали
с использованием хроматографической системы
Ultimate 3000 nano-flow HPLC (“Dionex”, США),
интегрированной с масс-спектрометром Orbitrap Q
Exactive HF (“Thermo Scientific”, США) и
с источником электростатической ионизации
Nanospray Flex ion source (“Thermo Scientific”) [11].

Масс-спектры контрольных и обработанных ПАВ
кератиноцитов в формате “.raw” конвертировали
в соответствующие mgf-файлы с помощью
программы ProteoWizard MS Convert v. 3.0.6867
(http://proteowizard.sourceforge.net).

Для идентификации белков, кодируемых генами
18 хромосомы, проводили анализ масс-спектров
с использованием поисковых алгоритмов
X!Tandem и MS-GF+, интегрированных в платформу
SearchGUI (v. 3.3.1) [12]. Входящий в состав
платформы интегратор PeptideShaker применён
для визуализации, интерпретации результатов
идентификации. Параметры поиска: база данных
“Swiss_Prot” (SP, версия 2012_11, “.fasta” формат)
для вида Homo sapiens; расщепляющий фермент —
трипсин; точность совпадения теоретической и
экспериментальной массы пептида — (±10 ppm);
точность совпадения теоретической и
экспериментальной массы фрагментарных ионов —
(±0,05 Да); значение зарядового состояния
ионов пептида — “2+, 3+ and 4+”; количество
возможных пропущенных участков расщепления
трипсином — 1; фиксированная модификация —
пиридилэтилирование цистеина, вариабельная
модификация — окисленный метионин.
Протеомный анализ проводили в трёх
технических повторах. Набор данных доступен
в ProteomeExchange / PRIDE (PXD007789).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

C использованием платформы SearchGUI
(поисковые системы X!Tandem и MS-GF+)
в иммортализованных кератиноцитах НаСаТ
обнаружено в общей сложности 1284 белка.
В клетках контрольных кератиноцитов человека
идентифицировано 990 белков, после воздействия
тритоном X-100 — 1041, а после воздействия ДСН
было зарегистрировано 1223 белка. Полный список
идентифицированных белков клеток линии HaCaT,
таблица распределения всех идентифицированных
белков клеток линии HaCaT по хромосомам,
влияние детергентов на прирост числа всех белков,
идентифицированных в клетках линии HaCaT,
представлены в дополнительных материалах.

Следует отметить, что тритон X-100 и ДСН повышали
количество белков, кодируемых не только генами
18 хромосомы, но и всеми остальными хромосомами. 

Для полуколичественной оценки содержания
белков, кодируемых генами 18 хромосомы, проводили
анализ всех масс-спектров в Progenesis LC-MS/
SearchGUI. С помощью Progenesis LC-MS/ SearchGUI
было идентифицировано только 18 белков,
из них 12 — по двум и более пептидам
(дополнительные материалы). Белок CTIF при поиске
в программе Progenesis LC-MS найден не был,
тогда как с помощью платформы SearchGUI
он был обнаружен в контрольных кератиноцитах.
Белок MARE2, участвующий в миграции и
пролиферация кератиноцитов, идентифицирован
в контрольных кератиноцитах в 7200 раз большей
концентрации, чем в обработанных тритоном X-100
кератиноцитах и в 10 раз больше, чем в ДСН-HaCaT.
Оксидоредуктаза NDUV2, не обнаруженная
в контрольных кератиноцитах с помощью платформы
SearchGUI, при поиске в программе Progenesis LC-MS
идентифицирована в 6 раз меньшей концентрации
по сравнению с клетками HaCaT, обработанными
ДСН и тритоном X-100. 

Использование SearchGUI для каждого
образца (спектра) способствовало обнаружению
дополнительно восьми белков, кодируемых
генами 18 хромосомы (таблица). Суммарный анализ
образцов в Progenesis LC-MS не выявил таких
белков, как SPB3, VPS4B, KDSR, ROCK1, RHG28,
тогда как при одиночном поиске в SearchGUI
они не обнаружены в контрольных кератиноцитах,
но идентифицированы по 1-3 пептидам
в клетках HaCaT, обработанных ДСН. 

Обнаружено 15 общих белков, кодируемых
генами 18 хромосомы, прослеживаемых для всех трёх
групп клеток (контроль + ДСН + тритон X-100).
Общими для контрольных клеток и клеток НаСаТ
после воздействия ДСН было 17 белков.
На рисунке представлена диаграмма Венна,
отражающая количество идентифицированных
белков, кодируемых генами 18 хромосомы,
и их распределение в контрольных и опытных
образцах клеток линии HaCaT. 

В таблице представлен список белков, кодируемых
генами 18 хромосомы человека, идентифицированных
с использованием платформы SearchGUI
в контрольных и обработанных детергентами образцах
клеток НаСаТ. Всего 26 белков 18 хромосомы,
из них 19 идентифицированы по 2 и более пептидам. 

После воздействия субтоксических концентраций
тритона X-100 зарегистрированы менее выраженные
изменения по сравнению с ДСН. Нами не обнаружены
специфические белки, кодируемые генами
18 хромосомы, появляющиеся в ответ на воздействие
тритона X-100. Три идентифицированных
белка (LMAN1, NDUV2, VPS4B), вовлечённые
во внутриклеточный транспорт белков,
обнаружены и в протеоме кератиноцитов после
воздействия ДСН. Следовательно, тритон X-100
оказывает меньшее цитотоксическое повреждение
на кератиноциты, чем ДСН.

ПРОФИЛЬ БЕЛКОВ 18 ХРОМОСОМЫ В HaCaT КЕРАТИНОЦИТАХ 
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Белки MAPRE2 и CTIF идентифицированы
с использованием платформы SearchGUI только
в контрольных кератиноцитах, по одному пептиду.
Microtubule-associated protein RP/EB family member 2
(MAPRE2) — белок цитоскелета, участвующий
в регуляции миграции кератиноцитов и пролиферации
клеток. CTIF является компонентом комплекса
инициации трансляции белков CBP80/20 в цитоплазме
клеток млекопитающих. Снижение уровня CTIF
в реакциях трансляции или подавление CTIF
с использованием малой интерферирующей РНК
(siRNA) из культивируемых клеток ингибирует
эффективность CBP80/20-зависимой трансляции и,
следовательно, опосредованный распад мРНК [13].
Семь идентифицированных белков, кодируемых
генами 18 хромосомы, определены только
в клетках НаСаТ после воздействия ДСН: LMAN1,
NDUV2, SPB3, VPS4B, KDSR, ROCK1, RHG28.
Из них четыре белка определены по ≥2 пептидам
программой как 100% достоверные: LMAN1, NDUV2,
SPB3, VPS4B. Белок KDSR (3-ketodihydrosphingosine
reductase) идентифицирован в ДСН-обработанных
кератиноцитах по одному пептиду. Известно,
что изменения KDSR влияют на содержание
церамидов в эпидермисе, приводят к дефектам
дифференцировки кожи [14] и вызывают такие
кожные заболевания, как эритрокератодермия,
генодерматоз. Церамиды играют центральную роль
в барьерной функции кожи [15], а также регулируют
пролиферацию и дифференцировку кожи [16]. 

Белок ERGIC-53 (LMAN1) участвует
в процессах свертывания крови, связывании
развёрнутых белков, транспорта белков
из эндоплазматического ретикулума (ЭР) в аппарат
Гольджи и является маннозоспецифичным лектином.
Известно, что белок играет роль в секреции
металлопротеиназы MMP-9 [17]. Повреждение ЭР,

одной из функций которого является обезвреживание
токсических агентов [18], служит одним
из неспецифических ультраструктурных признаков
повреждения клетки и меняет характер
взаимодействия ЭР с аппаратом Гольджи.
Таким образом, белок ERGIC-53 может быть
вовлечён в реализацию ответа исследуемых клеток
на повреждение.

С точки зрения ответной реакции клеток
на повреждение представляет интерес
цитоплазматический белок Serpin B3 (SPB3_HUMAN),
участвующий в развитии кератиноцитов и проявляющий
свойство так называемого “ингибитора перекрёстного
типа” [19]. Serpin B3 может действовать как ингибитор
цистеиновой протеазы для модуляции иммунного
ответа хозяина против опухолевых клеток,
участвует в процессе позитивной регуляции
пролиферации клеточной популяции, регулирует
активность эндопептидаз. Также, Serpin В3
функционирует как ингибитор УФ-индуцированного
апоптоза посредством подавления активности
c-Jun NH(2)-terminal kinase (JNK1) [20]. 

О неспецифической активации пролиферативной
активности клеток линии HaCaT в ответ
на повреждение свидетельствует обнаружение
в обработанных детергентами кератиноцитах белка
Vacuolar protein sorting-associated protein 4B
(VPS4B_HUMAN), играющего ключевую роль
во внутриклеточном транспорте белков от эндосомы
к лизосоме, транспорте холестерина, участвующего
в пролиферации клеток, в регуляции сборки
митотического веретена на разных стадиях
клеточного деления. Согласно данным
информационного ресурса “The Human Protein Atlas”
(https://www.proteinatlas.org), VPS4B экспрессируется
в кератиноцитах, обнаруживается при раке кожи
и является прогностическим маркером рака почек.

Таким образом, определённые только
в клетках НаСаТ после воздействия ПАВ белки,
кодируемые генами 18 хромосомы человека,
интересны для понимания процессов, происходящих
в трансформированных кератиноцитах эпидермиса. 

Среди идентифицированных по 1 пептиду белков
в программе PeptideShaker нами обнаружен белок
Rho GTPase-activating protein 28 (RHG28_HUMAN),
кодируемый генами 18 хромосомы. В клетках НаСаТ
после воздействия ДСН он идентифицирован
по одному пептиду 173DIFGVSESPPR (достоверность
(confidence) 74%). Согласно базе данных neXtProt,
данный пептид является уникальным для этого
внутриклеточного белка эпидермиса. 

Согласно данным “The Human Protein Atlas”, белок
Rho-associated protein kinase 1 (ROCK1_HUMAN),
идентифицированный по 1 пептиду, обнаруживается
при раке кожи и является прогностическим
(высокая экспрессия неблагоприятна) при раке
поджелудочной железы.

В настоящей работе проведён анализ
так называемых “необнаруженных (“missing”) белков”,
для которых нет надёжных масс-спектрометрических
доказательств их существования. 
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Рисунок. Количество идентифицированных белков
18 хромосомы и их распределение в контрольных
и опытных образцах клеток линии HaCaT.
Control_HaCaT — необработанные клетки HaCaT,
SDS-HaCaT — после воздействия 25 мг/мл
додецилсульфатом натрия, Triton_HaCaT — после
воздействия 12,5 мг/мл тритоном X-100.



В опытных образцах клеток НаСаТ,
обработанных ДСН, обнаружен “missing” белок,
кодируемый генами X хромосомы, Melanoma-associated
antigen E2 (MAGE2_HUMAN). Это опухолевый
антиген, экспрессирующийся в коже, идентифицирован
по одному пептиду 146VIDPQADTYNLVSK
(достоверность (confidence) 85%). Пептид
является уникальным. 

В контрольных образцах клеток НаСаТ
достоверно идентифицирован по одному уникальному
пептиду 127IEDLSQEAQLAAAEK (достоверность
(confidence) 100%) миссинг белок 8q22.3 хромосомы —
Putative nascent polypeptide-associated complex
subunit alpha-like protein (NACP4_HUMAN).
В “The Human Protein Atlas” NACP4 отсутствует.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе проведён сравнительный анализ белков,
кодируемых генами 18 хромосомы, до и после
воздействия детергентов тритона X-100 и ДСН
в клетках кератиноцитов линии НаСаТ. Сравнение
показало, что протеомный поиск в SearchGUI
каждого спектра позволяет получить дополнительные
идентификации белков. Проведено сопоставление
с результатами полуколичественного анализа
Progenesis LC-MS/ SearchGUI исходных
масс-спектрометрических данных. Зарегистрированные
в этом исследовании только в клетках НаСаТ после
воздействия ДСН белки, кодируемые генами
18 хромосомы, вовлечены в реализацию ответа
исследуемых клеток на повреждение и могут
иметь потенциальную диагностическую ценность
при раке кожи, эритрокератодермии и дерматозе.
Для оценки их потенциала в качестве диагностических
биомаркеров необходимо дальнейшее исследование.
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COMPARATIVE STUDY OF THE HUMAN KERATINOCYTES PROTEOME OF THE HaCaT LINE:
IDENTIFICATION OF PROTEINS ENCODED BY GENES OF 18 CHROMOSOMES 

UNDER THE INFLUENCE OF DETERGENTS

Y.S. Kisrieva1*, N.F. Samenkova1, O.B. Larina1, V.G. Zgoda1, 
I.I. Karuzina1, А.L. Rusanov2, N.G. Luzgina1, N.A. Petushkova1

1Institute of Biomedical Chemistry, 
10 Pogodinskaya str., Moscow, 119121 Russia; *e-mail: juliaks@bk.ru
2LLC “Perspective”, 271 Kropotkina str., Novosibirsk, 630111 Russia

Using electrospray ionization tandem mass spectrometry, a comparative analysis of the НаСаТ keratinocyte
proteins encoded by the 18th chromosome was performed before and after exposure to sodium dodecyl sulfate (25 mg/ml)
and to Triton X-100 (12.5 mg/ml) in a subtoxic dose for 48 hours. Proteins were identified using the SearchGUI
platform (X!Tandem and MS-GF+ search engines). In total, 1284 proteins were found in immortalized
human НаСаТ keratinocytes and about 75% of them were identified by two or more peptides. Were identified,
that 26 proteins were encoded by genes of chromosome 18. Among these proteins, 17 were common for control cells
and НаСаТ cells treated with SDS. Proteins MARE2 and CTIF were identified only in control keratinocytes.
Seven identified proteins encoded by genes of chromosome 18 were found only in detergent-treated keratinocytes:
LMAN1, NDUV2, SPB3, VPS4B, KDSR, ROCK1 and RHG28.

Key words: human keratinocytes of the НаСаТ line; sodium dodecylsulfat; Triton; SearchGUI; X! Tandem; MS-GF+,
proteins of the 18th chromosome; HPLC-MS/MS
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