
ВВЕДЕНИЕ 

Изатин (индол-2,3-дион) — эндогенный
непептидный нейропротектор, обнаруженный
в мозге, периферических тканях и биологических
жидкостях животных и человека [1-3]. При введении
экспериментальным животным он оказывает
множественные эффекты в мозге, включающие
изменение экспрессии изатин-чувствительных
генов, профиля изатин-связывающих белков и
их интерактомов [4-6]. В модели экспериментального
паркинсонизма, индуцированного нейротоксином
МФТП (1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин),
изатин снижает двигательные нарушения,
свойственные этому заболеванию, а также влияет
на митохондриальный субпротеом белков мозга
мыши, связывающихся с рецепторами убиквитина —
субъединицами RPN10 и RPN13 регуляторной
субчастицы протеасомы [7-9]. 

Протеасомы — мультисубъединичные комплексы,
осуществляющие элиминацию неправильно свёрнутых,
поврежденных или короткоживущих белков [10-12].
26S протеасомы состоят из коровой (сердцевинной)
части (20S субчастицы), субъединицы которой
осуществляют непосредственный протеолиз белковых
субстратов, и одной или двух 19S регуляторных
субчастиц, акцептирующих убиквитинированные
субстраты и направляющих их в коровую
часть [13-15]. Среди субъединиц регуляторной
субчастицы протеасомы особая роль принадлежит

рецепторам убиквитинированных субстратов —
белкам Rpn1, Rpn10 и Rpn13 [16-18]. Элиминация
белков в протеасомах может происходить
и без участия регуляторных субчастиц. В этом случае
неубиквитинированные субстраты поступают сразу
в коровую часть протеасомы; необходимым условием
для этого является наличие в белке-субстрате
неструктурированных участков [19, 20]. 

Помимо собственно протеасомных субъединиц,
фракции протеасом, выделенные из разных
источников с использованием различных методов,
содержат непротеасомные белки, участвующие
вформировании протеасомного интерактома, которому
отводят определенную роль в функционировании
убиквитин-протеасомной системы (UPS) [21-26].
Удаление регуляторных 19S субчастиц в процессе
фракционирования 26S и выделения изолированных
20S протеасом приводило к существенному
повышению (практически в два раза) количества
белков, ассоциированных с коровой частью
протеасомы [26]. Этот эффект, по-видимому,
тканеспецифичен, поскольку наблюдался
в экспериментах по фракционированию протеасом
мозга, но не печени кролика [26]. 

С учётом данных о регуляторном влиянии
изатина на профили белков, связывающихся
с рецепторными субъединицами 19S субчастицы,
представляло интерес исследовать влияние изатина
на субпротеомы фракций 26S и 20S протеасом
мозга кролика. 
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Изатин (индол-2,3-дион) — эндогенный регулятор, оказывающий разнообразные эффекты, которые опосредуются
многочисленными изатинсвязывающими белками, локализованными в различных компартментах клеток мозга и
периферических тканей. Он проявляет свойства нейропротектора, который в модели экспериментального
паркинсонизма, индуцированного ведением нейротоксина МФТП, снижает двигательные нарушения, свойственные
этому заболеванию. Молекулярные механизмы нейропротекторного действия изатина включают его прямое
взаимодействие с протеасомами — внутриклеточными надмолекулярными комплексами, ответственными
за таргетную элиминацию белков. При инкубации с изатином (100 мкМ) фракций 26S и 20S протеасом мозга
кролика, содержащих весь спектр собственно протеасомных субъединиц, а также ряд ассоциированных
с протеасомами белков, обнаружены существенные различия в количестве и составе высвободившихся белков.
В случае 26S протеасом, содержащих, помимо коровой части (20S протеасома), 19S регуляторные субчастицы,
инкубация с изатином приводила к более чем трёхкратному увеличению числа диссоциировавших белков.
В случае 20S протеасом (содержащих только коровую часть) инкубация с изатином приводила к существенному
снижению числа диссоциировавших белков по сравнению с контролем. Полученные результаты свидетельствуют
о важной роли компонентов регуляторной 19S субчастицы в формировании субпротеома протеасом и
чувствительности этих надмолекулярных комплексов к изатину. 

Ключевые слова: 26S и 20S протеасомы; субпротеом; интерактом; изатин; нейропротектор; коровая часть
протеасомы; регуляторная субчастица
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МЕТОДИКА

Реактивы и материалы

Вработе были использованы следующие реактивы:
изатин, дитиотреитол, коктейль ингибиторов
протеаз, трис-(гидроксиметил)аминометан, мочевина,
гидрокарбонат аммония, гуанидин гидрохлорид,
хлористый натрий, тритон Х-100, 4-винилпиридин,
бикарбонат триэтиламмония, Кумасси бриллиантовый
синий G-250, глицерин (“Merck”, США); ацетонитрил
(“Fisher Chemical”, Великобритания); муравьиная
кислота, трихлоруксусная кислота, изопропанол
(“Fluka”, США); трис-(2-карбоксиэтил)-фосфин
(“Pierce”, США); модифицированный трипсин
(mass spectrometry grade; “Promega”, США);
HBS-буфер (150 мМ NaCl, 3 мМ ЭДТА,
0,05% детергент P20, 10 мМ HEPES (pH 7,4)),
10 мМ ацетатный буфер (pH 5,0). Остальные
реагенты были отечественного производства высшей
степени чистоты.

Выделение фракций 26S и 20S протеасом
осуществляли с использованием центрифуг
OptimaTM MAX-XP Ultracentrifuge (“Beckman Coulter
Life Sciences”, США) и Eppendorf Centrifuge 5415R
(“Eppendorf”, Германия). Протеомный анализ выполнен
с использованием оборудования центра коллективного
пользования “Протеом человека” НИИ биомедицинской
химии имени В.Н. Ореховича (ИБМХ). 

Выделение фракций 26S и 20S протеасом мозга
кролика проводили по методу Шаровой и др. [27]
с небольшими модификациями, описанными ранее [25].
Выделенные протеасомы хранили в 50% растворе
глицерина в 10 мМ Трис-буфере, рН 7,5, содержащем
0,5 мМ ЭДТА, 0,5 мМ дитиотреитол, 5 мМ Na2S2O5
и коктейль ингибиторов протеаз в концентрации,
рекомендованной производителем, при -20°С не более
трёх недель с момента получения. 

Инкубацию фракций протеасом с изатином
осуществляли в течение 30 мин в 10 мМ Трис-буфере,
рН 7,5, содержащем 0,5 мМ ЭДТА и
0,5 мМ дитиотреитол, при температуре 37°С,
концентрации образцов протеасом 2 мг/мл и
концентрации изатина 100 мкМ. По окончании
инкубации пробы помещали в ледяную баню, затем
проводили осаждение протеасомных фракций (10000 g,
30 мин, 4°С), используя для масс-спектрометрического
анализа супернатант.

Масс-спектрометрический анализ проводили,
как описано в [25]. Каждый из представленных
в таблицах белков был идентифицирован в трёх
независимых экспериментах.

Иерархический анализ и семантическая визуализация
биологических процессов для белков, диссоциировавших
от фракций 26S и 20S протеасом

Белки в каждой группе сравнения были обогащены
с помощью инструмента поиска биологических
процессов и молекулярных функций Gene Ontology
(выпуск базы данных GO от апреля 2021 г.)

против полногеномной базы человека с поправкой
Бонферрони на множественный анализ при p<0,001
(p<2,13e-5 с применением поправки). Анализ
иерархической направленности молекулярных
функций и устранение избыточных GO-терминов
с коэффициентом подобия более 0,7, приписываемых
обогащённому белку, был выполнен с использованием
инструмента REVIGO [28] (обновление базы данных GO
от 02 марта 2022 г.; обновление базы данных
сопоставления UniProt-to-GO от 17 января 2022 г.)
при p<0,001. Визуализация семантического подобия
была выполнена с помощью алгоритма Резника,
который измеряет сходство между двумя терминами
(функциями) как информационное содержание
их (функций) наиболее общего предка [29].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Использованные в работе фракции 26S содержали
полный набор регуляторных и каталитических
субъединиц. Во фракции 20S протеасом
компоненты регуляторной (19S) субчастицы не были
обнаружены [25]. Как фракции 26S, так и фракции
20S протеасом содержали ряд ассоциированных
с протеасомами белков. Эти белки, формирующие
протеасомный субпротеом, принадлежали к следующим
функциональным группам: белки/ферменты UPS,
не являющиеся компонентами субчастиц протеасом;
метаболические ферменты; белки, участвующие
в образовании цитоскелета и транспорте; белки,
участвующие в передаче сигналов и регуляции
активности ферментов; защитные белки/ферменты;
белки-регуляторы экспрессии генов, клеточного
деления и дифференцировки [25, 26].

Инкубация фракций 26S и 20S протеасом
мозга кролика с изатином (100 мкМ) приводила
к изменению субпротеома ассоциированных
с протеасомами белков. Белки фракций протеасом
мозга кролика, высвободившиеся после инкубации
с изатином, по сравнению с контролем, представлены
в таблицах 1 и 2. Мы наблюдали существенные
отличия в количестве и составе высвободившихся
белков в случае фракций 26S и 20S протеасом
(табл. 3, рис. 1А,Б). Во фракции 26S протеасом,
содержащих регуляторные (19S) субчастицы, после
инкубации и изатином выявлено более чем трёхкратное
увеличение количества диссоциировавших белков (37)
по сравнению с фракцией 20S протеасом,
не содержащих эти субчастицы (11) (табл. 3). При этом
количество перешедших в раствор белков фракции
26S протеасом, инкубированных в присутствии
изатина, почти вдвое превышало число белков этой
фракции, перешедших в раствор в ходе инкубации
в тех же условиях без изатина (контроль) —
37 против 19. Среди диссоциировавших в присутствии
изатина белков значительную часть (20) составляли
цитоскелетные и транспортные белки. Представлены
также метаболические ферменты (5), регуляторные (6)
и защитные белки (4) (рис. 1А).

В случае 20S протеасом, содержащих лишь
коровую часть, напротив, инкубация с изатином
вызывала существенное уменьшение количества
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диссоциировавших белков по сравнению
с контролем — 11 против 51. Белки, диссоциировавшие
в этом случае, относятся в основном к группе
метаболических ферментов (4) и компонентов
цитоскелета (5) (табл. 3, рис. 1Б).

Следует отметить, что при инкубации
фракций протеасом в описанных условиях
в отсутствие изатина (контроль) количество и состав
диссоциировавших белков также существенно
отличались (табл. 3, рис. 1В). В случае фракции
26S протеасом диссоциировало всего 19 белков
(в основном, это белки, участвующие в образовании
цитоскелета и транспорте), тогда как в случае
20S протеасом — 51 белок (преимущественно
метаболические ферменты, регуляторные и
цитоскелетные белки). Вероятно, это связано
со стабилизирующим влиянием регуляторной
субчастицы на протеасомный протеом.

Проведенная реконструкция молекулярных
функций белков, диссоциировавших от фракций
26S и 20S протеасом, инкубированных с или без изатина,
выявила существенные различия. При инкубации
изатина с фракцией 26S протеасом обнаружено
существенно большее разнообразие молекулярных
функций белков, диссоциировавших от этих структур

по сравнению с контролем, которым служила
фракция 26S протеасом, инкубированных без изатина
(рис. 2, 3). В отличие от 26S протеасом, для белков,
диссоциировавших от 20S протеасом, влияние изатина
фактически не определялось как в контексте
иллюстрации иерархического дерева процессов,
так и в контексте семантического анализа (рис. 4). 

Эти данные свидетельствуют об определяющей
роли регуляторных 19S субчастиц протеасом,
определяющих стабильность субпротеома и
интерактома протеасом и его чувствительность
к нейропротектору изатину. 
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Таблица 3. Количество белков различных функциональных групп фракций 26S и 20S протеасом мозга кролика,
высвободившихся после инкубации со 100 мкМ изатином, по сравнению с контролем

Примечание. Функциональные группы белков, связывающихся с протеасомами: (I) белки/ферменты UPS,
не являющиеся компонентами субчастиц протеасом; (II) метаболические ферменты; (III) белки, участвующие
в образовании цитоскелета и транспорте; (IV) белки, участвующие в передаче сигналов и регуляции активности
ферментов; (V) защитные белки/ферменты; (VI) белки-регуляторы экспрессии генов, клеточного деления и
дифференцировки. Стрелки показывают снижение (↓) и увеличение (↑) количества диссоциировавших белков
во фракциях 26S и 20S протеасом мозга кролика, инкубированных в присутствии 100 мкМ изатина,
по сравнению с контролем.

Рисунок 1. Влияние изатина на протеом диссоциировавших от протеасом мозга кролика белков после
инкубации в течение 30 мин при температуре 37°С (диаграмма Венна): А – инкубация фракции 26S протеасом
в присутствии или в отсутствие 100 мкМ изатина; Б – инкубация фракции 20S протеасом в присутствии или
в отсутствие 100 мкМ изатина; В – фракции 26S и 20S протеасом, инкубация без изатина.

Функциональные группы
26S 20S

Контроль Изатин Контроль Изатин
I 0 1↑ 0 0
II 0 5↑ 16 4↓
III 13 20↑ 10 5↓
IV 4 6↑ 15 2↓
V 0 4↑ 8 0↓
VI 2 1↓ 2 0↓

Всего 19 37↑ 51 11↓
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Рисунок 2. Cемантическая визуализация биологических процессов для генов белков, диссоциировавших в случае
фракции 26S протеасом (контроль), с использованием базы Gene Ontology.

Рисунок 3. Cемантическая визуализация биологических процессов для генов белков, диссоциировавших в случае
фракции 26S протеасом (100 мкМ изатин), с использованием базы Gene Ontology.
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THE KEY ROLE OF THE REGULATORY 19S SUBUNIT IN CHANGES 
IN THE BRAIN PROTEASOME SUBPROTEOME INDUCED BY THE NEUROPROTECTOR ISATIN

O.A. Buneeva*, A.T. Kopylov, A.E. Medvedev

Institute of Biomedical Chemistry, 
10 Pogodinskaya str., Moscow, 119121 Russia; *e-mail: olbuneeva@gmail.com

Isatin (indole-2,3-dione) is an endogenous regulator exhibiting various effects mediated by numerous
isatin-binding proteins localized in different compartments of cells of the brain and peripheral tissues. It attenuates
manifestations of experimental parkinsonism induced by administration of the MPTP neurotoxin and reduces
the movement disorders characteristic of this disease. The molecular mechanisms of the neuroprotective action of isatin
include its direct interaction with proteasomes, intracellular supramolecular complexes responsible for the targeted
elimination of proteins. Incubation of fractions of 26S and 20S rabbit brain proteasomes, containing the whole spectrum
of proteasomal subunits, as well as a number of proteasome-associated proteins, with isatin (100 μM) had a significant
impact on the profile of released proteins. In the case of 26S proteasomes containing, in addition to the core part
(20S proteasome), 19S regulatory subparticles, incubation with isatin resulted in a more than threefold increase
in the number of dissociated proteins. In the case of 20S proteasomes (containing only the 20S core particle), incubation
with isatin resulted in a significant decrease in the number of dissociated proteins compared to the control. Our results
indicate an important role of the regulatory 19S subunit components in the formation of the proteasome subproteome
and the sensitivity of these supramolecular complexes to isatin.

Key words: 26S and 20S proteasomes; subproteome; interactome; isatin; neuroprotector; proteasome core;
regulatory subunit
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