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В работе исследовалась роль белков протеасомы и системы ERAD в цитотоксичности рибосом-
инактивирующих белков второго типа рицина и вискумина. Для этого использовали клеточную ли-
нию колоректальной аденокарциномы НТ29 и полученную на ее основе линию HT29-sh002 с изме-
ненной экспрессией этих белков клетки. Было показано, что вклад протеасомы в деградацию ката-
литических А-субъединиц рицина и вискумина различен. Регуляторная субъединица протеасомы
PSMD11, по-видимому, играет в этом процессе значимую роль. Кроме того, ко-шаперон Cdc37 под-
держивает стабильности А-субъединицы вискумина в цитоплазме.
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Особенность рибосом-инактивирующих бел-
ков второго типа (РИБ-II) – наличие А- и В-субъ-
единиц, соединенных дисульфидной связью [1]. 

Список сокращений: ERAD – системы контроля каче-
ства белков, ассоциированная с ЭПР, RTA – А-субъ-
единица рицина, VTA – А-субъединица вискумина,
ПЦР-РВ – полимеразная цепная реакция с детекцией
продукта в режиме реального времени, РИБ – рибо-
сом-инактивирующий белок второго типа, ЭПР – эн-
доплазматический ретикулум

В-субъединица, обеспечивает связывание РИБ-II
с мембраной клетки и проникновение путем ре-
троградного транспорта в эндоплазматических
ретикулум (ЭПР). А-субъединица обеспечивает
токсическое действие РИБ-II, обладает катали-
тической N-гликозидазной активностью и необ-
ратимо модифицирует рибосомы. Для осуществ-
ления токсического действия, в ЭПР должно
произойти восстановление дисульфидной связи,
соединяющей субъединицы. При этом, происхо-
дит частичное разворачивание А-субъединицы и
увеличение гиброфобности белковой глобулы,
что служит сигналом для ее транслокации через
мембрану ЭПР с помощью системы ERAD – си-
стемы контроля качества белков, ассоциирован-
ной с ЭПР [1–3]. Деградация системой ERAD ча-
стично несвернутых белков, эндогенных для
ЭПР, включает следующие основные этапы:
1) обнаружение и сортировка, 2) транслокация че-
рез мембрану ЭПР и перенос белка в цитоплазму,
3) деградация с помощью протеасомы. А-субъеди-
ницы РИБ-II, в отличие от эндогенных белков,
после транслокации в цитоплазму способны об-
ратно сворачиваться и, таким образом, избегать
деградации в протеасоме [1]. Цитотоксическое
действие РИБ-II во многом определяется эффек-
тивностью этого процесса, а также временем
жизни каталитически активной вновь свернутой
А-субъединицы в цитоплазме [4].
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МАЛЬЦЕВА и др.

В настоящей работе исследовалось влияние
изменения экспрессии белков, вовлеченных в
процесс деградации белков системой ERAD, на
цитотоксичность рицина и вискумина. Данные
РИБ-II являются структурными гомологами и
обладают одинаковым механизмом действия [5, 6].
Несмотря на то, что А-субъединицы рицина
(RTA) и вискумина (VTA) характеризуются близ-
кой каталитической активность [7], эффектив-
ность токсического действия рицина и вискуми-
на значительно различается [8–10]. По-видимо-
му, это обусловлено различием стабильности
белковых глобул RTA и VTA и способностью их
развернутых полипептидных цепей обратно сво-
рачиваться в каталитически активную форму по-
сле транслокации в цитоплазму [3]. Нами была
получена модификация линии колоректальной
аденокарциномы НТ29 (HT29-sh002) [11]. Анализ
протеома, проведенный в соответствии с методи-
кой описанной в [11], выявил в клетках данной
линии изменение экспрессии ряда белков, вовле-
ченных в ERAD-ассоциированную деградацию,
включая белки протеасомы (табл. 1). Из них
наибольшее увеличение экспрессии детектиро-
валось для регуляторной субъединицы протеасо-
мы PSMD11. Ранее было показано, PSMD11 игра-

ет ключевую роль в сборке 26S протеасомы, а
нокдаун гена этого белка повышает чувствитель-
ность клеток к рицину [12]. Таким образом, уве-
личение экспрессии PSMD11, а также других
компонент протеасомы, должно приводить к
снижению чувствительности клеток к рицину.

Преимуществом работы с РИБ-II является
возможность количественной оценки доли спе-
цифически инактивированных ими рибосом с
помощью ПЦР-РВ, по методу, разработанному
нами ранее [9]. Появление инактивированных
рибосом является прямым свидетельством попа-
дания каталитически активных А-субъединиц
РИБ-II в цитоплазму. Клетки исследуемых линий
обрабатывались рицином или вискумином в те-
чение 1 ч. После этого среду отбирали, клетки
промывали и дополнительно инкубировали в
среде без РИБ-II в течение 1 ч. Затем клетки ли-
зировали, выделяли РНК, оценивали качество и
количество образцов РНК, и проводили детек-
цию доли инактивированных рибосом в соответ-
ствии с работами [9, 13]. Действительно, как
предполагалось, в клетках линии HT29-sh002 для
всех используемых концентраций рицина доля
инактивированных рибосом была ниже по срав-
нению с исходной линией НТ29 (табл. 2).

Однако, при обработке вискумином, доля
инактивированных рибосом в клетках НТ29-
sh002 оказалась, наоборот, выше, чем в клетках
НТ29 (табл. 2). В отличие от рицина, для которого
была показана 26S протеасом-зависимая деграда-
ция RTA [1], про деградацию VTA в настоящий
момент известно мало. Полученные результаты
указывают на то, что в деградации VTA 26S проте-
асома играет менее важную роль по сравнению с
RTA. Это согласуется с отсутствием в аминокис-
лотной последовательности VTA лизинов [3].

Таблица 1. Изменение экспрессии белков в клетках
линии HT29-sh002 по сравнению с линией НТ29

* Для всех указанных значений FDR p-value < 0.05.

Обозначение белка Изменение экспрессии 
белка, разы*

Adrm1 2.5
Cdc37 (p50) 2.6

PSMD6 2.1
PSMD11 9.1

Таблица 2. Инактивация рибосом вискумином и рицином в клетках HT29 и HT29-sh002

* Для всех указанных значений погрешность определения (SD) не превышала 10%.
** Стрелка указывает на направление изменения доли инактивированных рибосом в клетках НТ29-sh002 по сравнению с НТ29.

РИБ-II, М
Доля инактивированных рибосом, %* Отношение доли инактивированных 

рибосом в клетках НТ29-sh002 и НТ29**HT29 HT29-sh002

Вискумин

1 × 10–9 <0.001 0.003 3.0 (↑)

1 × 10–8 0.02 0.075 3.7 (↑)

1 × 10–7 0.4 1.5 3.7 (↑)

Рицин

1 × 10–9 0.8 0.05 16.0 (↓)

1 × 10–8 6.1 0.6 10.2 (↓)

1 × 10–7 30 6.0 5.0 (↓)
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Увеличение доли инактивированных VTA ри-
босом в клетках НТ29-sh002, может быть связано
с увеличение экспрессии ко-шаперона Cdc37
(табл. 1). Последний принимает участие в свора-
чивании белков шапероном Hsp90 и поддержа-
нии их стабильности в цитоплазме [14, 15]. Cdc37
может способствовать более эффективному ре-
фолдингу VTA после транслокации в цитоплазму,
а также поддерживать ее стабильность между ка-
талитическими актами при взаимодействии с ри-
босомами.

Таким образом, результаты, полученные в на-
стоящей работе, свидетельствую о том, что, для
VTA деградация 26S протеасомой, по-видимому,
менее характерна, по сравнению с RTA. В случае
RTA уровень экспрессии регуляторной субъеди-
ницы протеасомы PSMD11, по-видимому, имеет
в этом процессе важное значение. Роль убикви-
тин-независимой деградации А-субъединиц ри-
цина и вискумина 20S протеасомой требует до-
полнительных исследований.
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Abstract –The role of proteasome proteins and proteins of the ERAD system in the cytotoxicity of type II ri-
bosome-inactivating proteins ricin and viscumin was investigated. For this, the cell line of colorectal adeno-
carcinoma HT29, as well as the HT29-sh002 line obtained on its basis, were used. Based on the proteome
analysis of these lines and the estimation of proportion of inactivated ribosomes, it was shown that the con-
tribution of the proteasome to the degradation of the catalytic subunits of toxins is different. The role of Cdc37
co-chaperone in maintaining the stability of A subunit of viscumin in the cytoplasm is shown.

Keywords: Cdc37, ERAD, HT29, MLI, PSMD11, degradation, proteasome, ribosome inactivating protein,
ricin, viscumin
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