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Целью настоящей работы было выявление спектра возможных белок-белковых взаимодействий
(ББВ) для 6 целевых белков (CYB5A, RAB27B, SMAD4, CXXC1, RNMT, ТТR), кодируемых генами
18-й хромосомы человека, которые имеют определенную медицинскую значимость. Для этого был
использован комплексный подход, основанный на совместном применения трех технологий: пря-
мого молекулярного фишинга – аффинной хроматографии, белковой масс-спектрометрии и SPR-
анализа (поверхностный плазмонный резонанс, от англ. surface plasmon resonance). В результате из
лизата клеточной линии карциномы человека HepG2 было выделено от 1 до 11 потенциальных бел-
ков-партнеров для каждого целевого белка. На биосенсоре поверхностного плазмонного резонанса
Biacore 3000 были валидированы 10 потенциальных ББВ, для которых были доступны препараты ре-
комбинантных белков. Для пяти белковых пар (СYB5A/CPR, СYB5A/CYP2C9, СYB5A/CYCS,
CPR/СYP2C9 и CXXC1/ CYCS) были получены позитивные результаты, подтверждающие прямое
взаимодействие выявленных белков-партнеров с целевыми белками. Для данных ББВ были опре-
делены величины равновесных констант диссоциации белковых комплексов (значения Kd порядка
10–7–10–5 М). Для оценки специфичности выявленных ББВ были протестированы 16 дополнитель-
ных различных ББВ с участием целевых белков. Эффективность прямого молекулярного фишинга
была оценена на примере цитохрома b5 (CYB5A) как наиболее исследованного из всей выборки це-
левых белков с точки зрения структурно-функциональных связей с его белками-партнерами. Полу-
ченные новые данные расширяют наши знания в области интерактомики белков, кодируемых гена-
ми 18-й хромосомы человека, и сокращают количество непроверенных биоинформационных пред-
сказаний возможных ББВ, которые содержатся в доступных Интернет-ресурсах.

Ключевые слова: молекулярный фишинг, белок-белковые взаимодействия, белки 18-й хромосомы челове-
ка, HepG2, поверхностный плазмонный резонанс
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ВВЕДЕНИЕ
Исследование белок-белковых взаимодей-

ствий (ББВ) актуальное научное направление,
являющееся одним из немногих путей выяснения
функций белков, большинство из которых нахо-

дится в составе стабильных или динамичных бел-
ковых комплексов. Наиболее достоверные дан-
ные о ББВ исследователи получают с использова-
нием подходов и методов, которые по приемам
очень схожи с принципом рыбной ловли, что и
нашло свое отражение в используемой термино-
логии: белок-наживка (bait protein), белок-добы-
ча (prey protein), молекулярная рыбалка или фи-
шинг (molecular fishing). Белком-наживкой назы-
вают известный целевой белок, который
используют для выделения из клеточного или

Сокращения: ББВ – белок-белковые взаимодействия;
RU – резонансная единица; SPR (surface plasmon reso-
nance) – поверхностный плазмонный резонанс; kon – кон-
станта скорости ассоциации; koff – константа скорости
диссоциации; Kd – равновесная константа диссоциации.
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тканевого лизата его потенциальных белков-
партнеров по ББВ (белки-добыча).

Ранее нами был разработан вариант прямого
молекулярного фишинга, который является раз-
новидностью твердофазной аффинной хромато-
графии, с использованием иммобилизованного
на носителе белка-наживки в качестве аффинно-
го лиганда. Выделение его потенциальных бел-
ков-партнеров из лизата биологического матери-
ала базируется на их прямом специфическом вза-
имодействии [1–5].

Одним из доступных объектов для исследова-
ния белкового интерактома человека является
клеточная линия карциномы человека HepG2
(клетки HepG2), которая часто рассматривается в
качестве модели гепатоцитов человека. В настоя-
щее время с использованием современных про-
теомных технологий, основанных на методах бел-
ковой масс-спектрометрии, в гепатоцитах чело-
века и клетках HepG2 выявлено более 9000
белков [6, 7], а в силу гетерогенности протеома
HepG2, возникающей в результате реализации
аберраций на белковом уровне, были установле-
ны 2399 канонических и иных протеоформ [8].
Изучение ББВ такого большого числа белков со-
пряжено с определенными проблемами в поста-
новке эксперимента и интерпретации получае-
мых массивов данных. Поэтому исследователи
часто идут по пути изучения интерактома отдель-
ных целевых белков, как, например, в работе [9].

В рамках Российского сегмента международ-
ного проекта “Протеом человека” были выполне-
ны исследования по протеомному профилирова-
нию и инвентаризации белков, кодированных гена-
ми 18-й хромосомы человека, в ткани печени,
клеточной культуре HepG2 и плазме крови [10–14], а
также выборочное исследование интерактомов
шести целевых белков 18-й хромосомы человека
[1, 4], играющих определенную роль в развитии
социально значимых заболеваний: микросомаль-
ного цитохрома b5 (CYB5A) [15]; белка Ras семей-
ства Rab27B (Rab27B) [16, 17]; белка 4 семейства
SMAD (SMAD4) [18, 19], фактора транскрипции
CXXC1, содержащго домен типа “цинковые паль-
цы” (CXXC1) [20]; мРНК-кэп-гуанин-N7-метил-
трансферазы (RNMT) [21] и транстиретина (TTR)
[22]. Для этих целей была использована комбина-
ция прямого молекулярного фишинга потенци-
альных белков-партнеров из лизата ткани печени
человека, технологии масс-спектрометрической
идентификации белков и экспериментальной вали-
дации возможных ББВ с помощью технологии по-
верхностного плазмонного резонанса (SPR) [1, 4].
В результате для каждого целевого белка-нажив-
ки было идентифицировано довольно большое
число потенциальных белков-партнеров (до не-
скольких десятков).

Сравнительный анализ списков обнаружен-
ных белков-партнеров для целевых белков-нажи-
вок показал крайне низкий уровень совпадения,
что свидетельствует о высокой специфичности
прямого молекулярного фишинга. Большое же
число обнаруженных белков может быть обуслов-
лено рядом причин: 1) наличие действительно
большого репертуара взаимодействий иммобили-
зованного белка-лиганда с индивидуальными
белками-партнерами; 2) выделение из лизата
HepG2 сложных природных мультимолекуляр-
ных комплексов, содержащих белковые партне-
ры разных уровней (“партнеры партнеров”), в ко-
торых прямой партнер белка-наживки выступает
в качестве своеобразной аффинной метки, позво-
ляющей выделить весь комплекс; 3) выделение из
лизата неспецифических комплексов и/или ми-
целл, которые образуются в ходе лизиса биологи-
ческого материала и которые также содержат в
своем составе прямой партнер белка-наживки.
Выборочная SPR-валидация взаимодействия не-
которых идентифицированных белков показала,
что среди обнаруженных белков имеются реаль-
ные белки-партнеры, которые специфически
взаимодействуют с белком-наживкой [4].

Очевидно, что количество ББВ с участием це-
левых белков не может быть постоянным и зави-
сит от множества факторов, определяющих бел-
ковый состав конкретного биологического мате-
риала [23]. Образцы ткани печени человека
представляют собой довольно гетерогенный по
клеточному составу биоматериал (гепатоциты,
клетки формирующие стенки желчных протоков
и кровеносных сосудов, эндотелиоциты, макро-
фаги, клетки Купфера), содержащий также при-
месь компонентов желчи и крови. Поэтому было
вполне целесообразно выполнить аналогичное
исследование на более простом объекте – клеточ-
ной линии карциномы печени человека HepG2.
Данный объект позволяет в определенной степе-
ни стандартизовать протеомные исследования,
так как определяются усредненные показатели
для миллионов однотипных клеток, выращенных
в одних условиях, в отличие от одиночного образ-
ца ткани печени одного индивидуума. Настоящая
работа является логическим продолжением цик-
ла наших исследований по прямому молекуляр-
ному фишингу белков-партнеров, взаимодей-
ствующих с целевыми белками, кодированными
генами 18-й хромосомы человека [1, 4, 24].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Аналитический вариант прямого молекуляр-

ного фишинга позволил оценить присутствие в
лизате клеток HepG2 белкового материала, кото-
рый может связываться с иммобилизованными
целевыми белками на чипе оптического биосен-
сора. Все целевые белки были ковалентно иммо-
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билизованы на оптическом чипе до одного и того
же уровня (приблизительно 4000 ± 200 RU), что
эквивалентно 4.0 ± 0.2 нг белка/мм2. Как видно
из табл. 1, позитивные сигналы связывания бел-
кового материала из образцов клеточного лизата
HepG2 регистрировались со всеми целевыми бел-
ками в диапазоне от 33 до 186 RU.

Препаративный вариант молекулярного фи-
шинга с использованием выделения белков на
аффинной колонке с иммобилизованными целе-
выми белками и последующего масс-спектромет-
рического анализа белков в полученных элюатах
позволил идентифицировать потенциальные
белки-партнеры для всех исследуемых целевых
белков (табл. 2). Стоит отметить, что число выде-
ленных и идентифицированных белков (от 1 до 11
белков на один целевой белок) было прямо про-
порционально уровню связывания белкового ма-
териала из лизата в аналитическом фишинге, за
исключением целевого белка RNMT (табл. 1 и 2).

Ранее нами было выполнено исследование по-
тенциальных ББВ с участием тех же целевых бел-
ков в лизате ткани печени человека [4, 24], где бы-
ло идентифицировано примерно на порядок
большее число потенциальных белков-партне-
ров, чем в лизате клеток HepG2. Это различие в
числе выявленных потенциальных белков-парт-
неров может быть обусловлено рядом причин:
1) более селективным фишингом на аффинном
сорбенте на базе СNBr-сефароза 4В, 2) более пол-
ном отмывании связавшихся неспецифически
или с низкой аффинностью белков в микроко-
лонке по сравнению с парамагнитными частица-
ми, которые были использованы ранее, 3) объек-
тивными различиями в белковом составе лизатов
ткани печени и клеточной культуры HepG2. В ко-
нечном итоге данные факторы могли и комбини-
ровано повлиять на кратное снижение уровня не-
специфического связывания белков из клеточно-
го лизата.

В целом, результаты прямого молекулярного
фишинга с использованием сорбента СNBr-се-
фароза 4В можно охарактеризовать как специ-
фичные, что следует из отсутствия совпадений в
списках идентифицированных потенциальных
белков-партнеров для разных целевых белков.
Среди белков, выделенных из лизата клеток
HepG2, обращает на себя внимание некоторые
маркерные белки, которые экспрессируются
только в опухолевидных клетках и отсутствуют в
нормальных гепатоцитах – например, белки
NQO1 [25], RAB5C [26] и UGP2 [27, 28]. В контек-
сте прямого молекулярного фишинга, данная
группа белков может рассматриваться в качестве
“контаминирующих” белков-партнеров целевых
белков, либо как отражение реальных сдвигов
профиля белок-белковых взаимодействий в куль-
туре клеток.

Результаты выборочной SPR-валидации ББВ
между потенциальными белками-партнерами
(CYCS, CYP2C9, CPR) и панелью целевых белков
CYB5A, SMAD4, RNMT, CXXC1 представлены в
табл. 3. Выбор валидируемых пар белков был
ограничен доступностью для подобных анализов
препаратов высокоочищенных рекомбинантных
белков.

В качестве контроля на специфичность взаи-
модействий с целевыми белками были использо-
ваны препараты белков GST, B2M, aFP и БСА,
которые в SPR-анализе не показали значимого
связывания. Поскольку белки CPR, CYP2C9 и
CYCS были выделены из лизата клеток HepG2 как
потенциальные белки-партнеры для CYB5A, был
выполнен SPR-анализ бинарных взаимодействий:
СYB5A/CPR, СYB5A/CYP2C9, СYB5A/CYCS, а
также CPR/СYP2C9 (табл. 3). Серии типичных сен-
сограмм взаимодействий для белковой пары
CPR/СYP2C9 и CYB5A/CPR представлены на
рис. 1 и 2 соответственно.

Взаимодействие CYB5A/CYP2C9 было количе-
ственно охарактеризовано нами на оптическом
биосенсоре Biacore 3000 ранее [4]. Равновесная кон-
станта диссоциации (Kd) комплекса СYB5A/CYCS
согласно нашим пилотным экспериментам соста-
вила порядка 70 мкМ, что оказалось сопоставимо с
30 мкМ по данным Сан и др. [29]. Из-за отсутствия
белкового препарата CYB5R3 (выделенного из кле-
точного лизата на СYB5A, см. табл. 2), нам не уда-
лось на оптическом биосенсоре подтвердить вза-
имодействие СYB5A/CYB5R3, которое было опи-
сано ранее другими авторами [30–32]. SPR-
анализом было также подтверждено взаимодей-
ствие CXXC1/CYCS (рис. 3). Таким образом, выде-
ленные из лизата клеток HepG2 белки CPR, CYP2C9,
CYCS, CYB5R3 можно считать прямыми партнерами
целевого белка СYB5A. С другой стороны, SPR-вали-
дация взаимодействия SMAD4/CYP2C9 показала не-
гативный результат (табл. 3), что, в свою очередь,

Таблица 1. SPR-aнализ связывания белкового матери-
ала лизата клеток HepG2*

* В таблице приведены значения средних сигналов биосен-
сора ± стандартное отклонение, n = 5.

Целевой 
белок

Сигнал 
биосенсора, RU

Число выявленных 
потенциальных 

белков-партнеров

RAB27B 34 ± 4 3
CYB5A 141 ± 7 10
SMAD4 33 ± 4 2
RNMT 95 ± 6 1
CXXC1 186 ± 9 11
TTR 135 ± 7 7
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Таблица 2. Потенциальные белки-партнеры целевых белков, кодируемых генами 18-й хромосомы человека, вы-
деленные из лизата клеток HepG2 человека

* Идентификацию белков-партнеров выполняли с помощью программы Mascot.
** Параметр, характеризующий надежность MS/MS-поиска в Mascot.

*** Число уникальных пептидов.

№ Ген белка-
партнера* Название белка-партнера M, Дa

Mascot

входящий 
номер 

в Uniprot
score** пеп-

тиды***

CYB5A
1 CAT Catalase 59947 P04040 86 5
2 CYCS Cytochrome c 11855 P99999 63 4
3 LSS Lanosterol synthase 84453 P48449 51 2
4 HSPH1 Heat shock protein 105 kDa 97716 Q92598 71 4
5 CYB5R3 NADH-cytochrome b5 reductase 3 34441 P00387 50 4
6 СPR NADPH-cytochrome P450 reductase 77097 P16435 63 3
7 CYP2C9 Сytochrome P450 2C9 55628 P11712 101 5
8 RAB5C Ras-related protein Rab-5C 23696 P51148 58 3
9 ARHGAP18 Rho GTPase-activating protein 18 75215 Q8N392 50 4

10 UGP2 UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase 57076 Q16851 59 3
TTR

1 CP Ceruloplasmin 122983 P00450 178 8
2 CRP C-reactive protein 25194 P02741 68 3
3 ITIH3 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3 100072 Q06033 62 4
4 LUM Lumican 38747 P51884 54 2
5 RNMT mRNA cap guanine-N7 methyltransferase 55494 O43148 210 8
6 F2 Prothrombin 71475 P00734 55 3
7 VTN Vitronectin 55069 P04004 184 8

СXXC1
1 DDX1 ATP-dependent RNA helicase DDX1 83349 Q92499 71 4
2 DDX3Y ATP-dependent RNA helicase DDX3Y 73564 O15523 371 13
3 DDX46 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX46 117803 Q7L014 78 4
4 DHX9 ATP-dependent RNA helicase A 142181 Q08211 64 4
5 FABP1 Fatty acid-binding protein, liver 14256 P07148 59 4
6 GTF2I General transcription factor II-I 112859 P78347 124 6
7 NQO1 NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1 30905 P15559 95 5
8 RAB27B Ras-related protein Rab-27B 24820 O00194 169 7
9 SLIRP SRA stem-loop-interacting RNA-binding 

protein, mitochondrial
12398 Q9GZT3 78 3

10 SRSF1 Serine/arginine-rich splicing factor 1 27842 Q07955 51 2
11 ZCCHC3 Zinc finger CCHC domain-containing protein 3 44389 Q9NUD5 82 4

RAB27B
1 HBA1 Hemoglobin subunit alpha 15305 P69905 228 12
2 HBB Hemoglobin subunit beta 16102 P68871 79 4
3 NQO1 NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1 30905 P15559 79 5

SMAD4
1 BHMT Betaine-homocysteine S-methyltransferase 1 45426 Q9H2M3 115 6
2 CYP2C9 Cytochrome P450 2C9 56333 P11712 136 8

RNMT
1 EEF1A1P5 Putative elongation factor 1-alpha-like 3 50 495 Q5VTE0 100 5
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позволяет исключить CYP2C9 из списка прямых
партнеров SMAD4.

При прямом молекулярном фишинге, осно-
ванном на аффинном выделении потенциальных
белков-партнеров целевого белка, иммобилизо-
ванного на сорбенте, возможно прохождение как
минимум двух процессов: 1) взаимодействие пря-
мого белка-партнера с целевым белком (напри-
мер, образование бинарных комплексов
CYB5A/CYP2C9 и CYB5A/CPR); 2) взаимодей-
ствие с целевым белком его прямого белка-парт-
нера, ассоциированного со своими белками-парт-
нерами (например, образование тройного ком-
плекса CYB5A/[CYP2C9/CPR]). В связи с этим
важно отметить, что существует определенная
проблема интерпретации результатов прямого
молекулярного фишинга и их дальнейшей вали-
дации из-за присутствия в перечне выделенных
белков как прямых, так и непрямых партнеров
(“партнеры партнеров”), входящих в состав
сложных белковых комплексов более высокого
порядка. Однако, как было успешно продемон-
стрировано в экспериментах с SPR-анализом,
она решается с привлечением дополнительного
экспериментального инструментария для под-
тверждения наличия/отсутствия прямого парно-
го взаимодействия выделенных белков с целевым
белком, а также между собой.

Перечень белков-партнеров для CYB5A, выде-
ленных при использовании аналогичного по ме-
тодическому выполнению прямого молекулярно-
го фишинга из лизата ткани печени человека
(табл. 4), предлагается для сравнения с перечнем
белков-партнеров из лизата клеток HepG2 (табл. 2).
Интересно отметить, что при сравнении этих
списков имеет место полное несовпадение, кото-

рое может быть обусловлено многими фактора-
ми, определяющими белковый состав конкрет-
ного биологического материала. Так, образец
ткани печени человека представляет собой гете-
рогенный биоматериал как по клеточному соста-
ву, так и по наличию примесей. Гепатоциты явля-
ются основными клетками по массе, но в ткани
печени также содержится заметное количество
клеток, формирующих стенки желчных протоков
и кровеносных сосудов, эндотелиоцитов, макро-
фагов, клеток Купфера и других. В качестве при-

Таблица 3. SPR-анализ взаимодействий целевых белков с белками, выделенными из лизата клеток HepG2*

* Приведены значения равновесной константы диссоциации (Kd, M); н/о — не определялось; нет – взаимодействие отсут-
ствует.
** Контрольные белки тестировали в концентрациях 1–5 мкМ, а значимыми сигналами связывания считали сигналы превы-
шающие 20 RU.

Потенциальные 
белки-партнеры 

из лизата

Целевые белки Другое

CYB5A SMAD4 CXXC1 RNMT СPR

CYCS 7.2 ± 1.3 × 10–5 Н/о 2.5 ± 0.7 × 10–5 Нет Нет

CYP2C9 1.1 ± 0.3 × 10–6 Нет Нет Н/о 1.0 ± 0.2 × 10–7

CPR 3.4 ± 0.2 × 10–6 Нет Н/о Н/о Нет

Контрольные белки** Целевые белки 18-й хромосомы человека
GST Нет Нет Нет Нет Н/о
B2M Нет Нет Нет Нет Н/о
aFP Нет Нет Нет Нет Н/о
BSA Нет Нет Нет Нет Н/о

Рис. 1. SPR-анализ белок-белкового взаимодействия
на примере СPR/CYP2C9. Сенсограммы взаимодей-
ствия c иммобилизованной на оптическом чипе СPR
c CYP2C9 в концентрациях, мкМ: 2.5 (1), 1 (2), 0.25 (3),
0.1 (4). Уровень иммобилизации СPR составил в сред-
нем 9000 RU. Раствор CYP2C9 инжектировали в тече-
ние 10 мин при скорости потока жидкости 5 мкл/мин.
Регенерацию поверхности оптического чипа выпол-
няли инжекцией раствора, содержавшего 2 M NaCl и
0.4% CHAPS в течение 30 с при скорости потока жид-
кости 15 мкл/мин. Выходной сигнал биосенсора (RU)
представлял собой разницу сигналов между измери-
тельным и контрольным (без иммобилизованного
белка) каналами биосенсора.
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месей в лизате несомненно присутствуют клетки
крови, а также белковые компоненты желчи и
плазмы. Клеточная линия HepG2 была выделена
из опухоли печени человека в 1979 году и охарак-
теризована как первичная гепатоцеллюлярная
карцинома [33] и в течение 30 лет использовалась
как модель гепатоцита печени человека. Однако в
2009 году была выявлена ошибка в определении
типа опухоли [34], и тип опухоли, из которой про-
исходит линия HepG2, был определен как гепато-
бластома и, соответственно, клетки HepG2 были
охарактеризованы как эпителиальные по своему
происхождению. В последующих исследованиях
были выявлены многочисленные и разнообраз-
ные различия между гепатоцитами человека и
клетками HepG2 [6, 35–37]. Следовательно, об-
наруженные нами различия в результатах прямо-
го молекулярного фишинга из лизатов ткани пе-
чени и клеток HepG2 вполне объяснимы и их
нужно рассматривать не как противоречивые ре-
зультаты, а как взаимодополняющие, востребо-
ванные для формирования более целостной кар-
тины интерактома конкретного целевого белка.
Тем не менее, остается открытым вопрос о мас-

штабах экстраполяции интерактомных данных с мо-
дельного объекта на тканевой уровень и наоборот.

В качестве примера мы проанализировали с уча-
стием выявленных потенциальных белков-партне-
ров возможные ББВ цитохрома b5 (CYB5A), интер-
актом которого наиболее изучен по сравнению с
другими используемыми в работе целевыми бел-
ками. Функциональная роль взаимодействий
СYB5A с его прямыми белками партнерами –
CPR, СYB5R, СYCS и различными изоформами
цитохрома Р450 может заключаться в переносе
электронов в окислительных реакциях многих
эндогенных и экзогенных соединений [38–44].
Возможная функциональная взаимосвязь CYB5A
c ланостеролсинтазой (LSS) обусловлена участи-
ем этих белков в пути синтеза ланостерола. SPR-
анализ показал, что CYB5A связывается с ланосте-
ролдеметилазой (CYP51) [45], а последняя, в свою
очередь, может взаимодействовать с LSS (по гомо-
логии с комплексообразованием ERG7/ERG11 у
дрожжей [46]).

В ряде работ [47–49] было обнаружено, что
шапероны (HSPA5, HSPH1), микросомальная
эпоксидгидролаза (EPHX1) и ретинальдегидроге-
наза 1 (ALDH1A1) методом копреципитации вы-
делялись совместно с микросомальными цито-
хромами Р450, которые являются прямыми бел-
ками-партнерами CYB5A. Можно предположить,
что эти белки могут быть для CYB5A непрямыми
партнерами второго порядка.

Таким образом, приведенные литературные
данные и наши результаты SPR-валидации под-
тверждают функциональные связи CYB5A с более
чем половиной выделенных из лизатов потенци-
альных/реальных белков-партнеров, что одно-
значно свидетельствует о релевантности и доста-
точно высокой специфичности прямого молеку-
лярного фишинга для выявления ББВ отдельных
целевых белков. Можно заключить, что получен-
ные в настоящей работе новые данные расширя-
ют наши знания в области интерактомики бел-
ков, кодируемых генами 18-й хромосомы челове-
ка, и сокращают количество непроверенных
биоинформационных предсказаний возможных
ББВ, которые содержатся в доступных Интернет-
ресурсах типа STRINGdb (http://string-db.org),
FunCoup (http://funcoup.sbc.su.se) и других.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе были использованы пять коммерче-
ски доступных препаратов белков человека: тран-
стиретин (TTR) и бычий сывороточный альбу-
мин (BSA) от фирмы “Sigma” (США); глутати-
он-S-трансфераза (GST), бета-2-микроглобулин
(B2M), альфа-фетопротеин (aFP) от фирмы
“USBio” (США). Следующие белковые препара-
ты (чистота >95% по гель-электрофорезу в дена-

Рис. 2. Сенсограммы взаимодействия CYB5A, иммо-
билизованного на оптическом чипе, c СPR в концен-
трациях, мкМ: 1 (1); 5 (2); 7 (3); 10 (4). Уровень иммо-
билизации CYB5A составил в среднем 5100 RU. Ин-
жекция СPR была в течение 5 мин при скорости потока
жидкости 10 мкл/мин. Регенерацию поверхности опти-
ческого чипа выполняли при инжекции раствора содер-
жавшего 2 M NaCl и 0.4% CHAPS в течение 30 с при
скорости потока жидкости 10 мкл/мин. Выходной
сигнал биосенсора (RU) представлял собой разницу
сигналов между измерительным и контрольным (без
иммобилизованного белка) каналами биосенсора.
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турирующих условиях) были получены в ИБОХ
НАН Беларуси [50–52]: микросомальный цито-
хром b5 (CYB5A), белок Rab27B из Ras-семейства
(Rab27B), белок 4 семейства SMAD (SMAD4),
фактор транскрипции CXXC1, содержащий до-
мен типа “цинковые пальцы” (CXXC1), мРНК-
кэп-гуанин-N7-метилтрансфераза (RNMT), ци-
тохром С (CYCS), цитохром Р450 2С9 (CYP2C9) и
цитохром-Р450-редуктаза (СPR).

Выращивание клеток HepG2 и подготовка об-
разцов. Культивирование клеток HepG2 проводи-
ли согласно описанному [53]. Замороженные об-

разцы клеток линии HepG2 были взяты из кол-
лекции клеточных культур ИБМХ. После
размораживания клетки культивировали в росто-
вой среде (DMEM/F12 (1 : 1) с добавлением 10%
фетальной сыворотки крупного рогатого скота,
100 ед./мл пенициллина, 100 ед./мл стрептомици-
на и 2 мМ L-глутамина (все реактивы – Gibco,
США)) в стандартных условиях (37°С, 5% СО2,
80% влажности), меняя среду два раза в неделю.
По достижении монослоя (80–90% конфлюэнт-
ности) культуры подвергали пассированию в со-
отношении 1 : 3. Для перевода клеток в суспензию

Рис. 3. Сенсограммы взаимодействия белка CXXC1, иммобилизованного на оптическом чипе, с СYCS в концентраци-
ях, мкМ: 4 (1); 20 (2); 40 (3); 80 (4). Уровень иммобилизации CXXC1 составил в среднем 3800 RU. Инжекция аналита
была в течение 10 мин при скорости потока жидкости 10 мкл/мин. Регенерацию поверхности оптического чипа вы-
полняли при инжекции 5 мM NaOH в течение 30 с при скорости потока жидкости 20 мкл/мин. Выходной сигнал био-
сенсора (RU) представлял собой разницу сигналов между измерительным и контрольным (без иммобилизованного
белка) каналами биосенсора.
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Таблица 4. Потенциальные белки-партнеры для микросомального цитохрома CYB5A, выделенные из лизата
ткани печени человека*

* См. примечание к табл. 2.

№ Ген Название белка M, Дa

Mascot

входящий 
номер в 
Uniprot

scoreа пептидыб

CYB5A
1 ACTG1 Actin, cytoplasmic 2 41793 P63261 187 10
2 ANXA2 Annexin A2 38604 P07355 163 6
3 RDX Radixin 68564 P35241 57 2
4 MSN Moesin 67820 P26038 120 6
5 CYP4A11 Cytochrome P450 4A11 59348 Q02928 135 6
6 S100A9 Protein S100-A9 13242 P06702 141 7
7 ACAA1 3-Ketoacyl-CoA thiolase, peroxisomal 44292 P09110 146 7
8 FABP1 Fatty acid-binding protein 14208 P07148 212 9
9 HSPA5 78 kDa glucose-regulated protein 72333 P11021 132 5

10 EPHX1 Epoxide hydrolase 1, microsomal 52949 P07099 102 5
11 ALDH1A1 Retinal dehydrogenase 1 54862 P00352 61 3
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флаконы промывали 0.25% раствором трипсина в
EDTA (ПанЭко, РФ), затем вносили в них 3 мл
вышеуказанного раствора и инкубировали при
37°С в течение 5–10 мин. При подготовке клеточ-
ного материала для последующих исследований
клетки снимали с пластика, переносили клеточ-
ную суспензию в конические пробирки объемом
15 мл, а затем удаляли трипсин и компоненты ро-
стовой среды в трех циклах отмывки путем цен-
трифугирования с последующим ресуспендиро-
ванием осадка в 10 мл фосфатно-солевого буфера.
По окончании подсчитывали концентрацию кле-
ток и переносили аликвоты (по 1 мл) в кониче-
ские пробирки объемом 1.5 мл. После осаждения
в настольной центрифуге и удаления супернатан-
та ампулы с клеточным осадком замораживали в
парах жидкого азота. Всего таким образом был
подготовлен экспериментальный материал в ко-
личестве 1 млрд. клеток.

Получение лизата клеток HepG2. Лизат клеток
HepG2 был приготовлен путем гомогенизации
клеточной массы (примерно 100 млн клеток) в
ручном гомогенизаторе Sample griding kit (GE
Healthcare, США), содержащем специальный аб-
разивный материал, с 1 мл лизирующего буфера
CellLytic Mammalian Tissue Lysis/Extraction Reagent
и 10 мкл коктейля ингибиторов протеаз (Sigma,
США, кат. номера C3228 и R8340, соответствен-
но). После центрифугирования при 13400 g (4°С)
в течении 25 мин, к отобранному супернатанту
добавляли 25% глицерина (v/v) и хранили при
температуре –80°С. Содержание общего белка в
образцах лизата клеток HepG2, определенное
спектрофотометрически по методу Брэдфорд, со-
ставляло порядка 5 мг/мл.

Прямой молекулярный фишинг. Аналитиче-
ский вариант прямого молекулярного фишинга
выполняли на четырехканальном оптическом
биосенсоре Biacore 3000 (GE Healthcare, США),
работа которого основана на эффекте поверх-
ностного плазмонного резонанса (SPR). Кова-
лентную иммобилизацию целевых белков на по-
верхности оптического чипа СМ5 выполняли в
соответствии с протоколом производителя [54]
путем формирования амидных связей между
карбоксильными группами карбоксиметилиро-
ванного декстрана на поверхности чипа и свобод-
ными аминогруппами белка. Измерения выпол-
нялись в стандартном рабочем буфере HBS-EP+

(150 мМ NaCl, 3 мМ EDTA, 0.05% Tween 20, 10 мМ
HEPES, pH 7.4). Образец лизата клеток HepG2
разбавляли в 20 раз рабочим буфером и осуществ-
ляли инжекцию последовательно через контроль-
ный (без белка) и измерительный (с иммобилизо-
ванным целевым белком) каналы биосенсора в
течение 10 мин при скорости потока 5 мкл/мин.
Выходной сигнал биосенсора (в резонансных
единицах, RU (1 RU эквивалентна изменению
поверхностной концентрации белка в расчете на

1 мм2 примерно на 1 пг)) представлял собой раз-
ницу сигналов между измерительным и кон-
трольным каналами. Уровень связывания белко-
вого материала из клеточного лизата с иммобили-
зованным целевым белком оценивался по
возрастанию сигнала биосенсора между началь-
ной и конечной точками инжекции.

Препаративный вариант прямого молекуляр-
ного фишинга осуществляли в оригинальных
микроколонках объемом 200 мкл, заполненных
аффинным сорбентом, в качестве которого была
использована CNBr-сефароза 4В (GE Healthcare,
США) с иммобилизованным целевым белком.
Иммобилизацию всех целевых белков выполняли
в соответствии с протоколом фирмы-производи-
теля сорбента (GE Healthcare, США). К 200 мкл
раствора белка в буферном растворе 500 мM NaCl,
100 мМ NaHCO3, рН 8.3) добавляли 100 мкл сус-
пензии CNBr-сефарозы 4В (100 мг сухого сорбен-
та) и инкубировали в течение 2 ч при комнатной
температуре. Инактивацию сорбента выполняли
путем его инкубации в буфере, содержащем
150 мМ NaCl, 100 мМ Tris-HCl (рН 7.4) в течение
ночи при 4°С. В среднем, количество иммобили-
зованного белка на сорбенте, оцененное по оста-
точной концентрации не связавшегося белка в
растворе, составляло около 3 мг белка на 1 г сор-
бента. Заполненные сорбентом микроколонки
помещали в хроматограф AKTA Purifier 10
(GE Healthcare, США) и далее уравновешивали
30 мин рабочим буфером HBS-EP+ при скорости
потока 50 мкл/мин и температуре 15°С. Далее че-
рез микроколонку пропускали 2 мл лизата, раз-
бавленного в 2 раза рабочим буфером HBS-EP+

(0.5 мг/мл белка), при скорости потока
50 мкл/мин в течение 80 мин. Связавшиеся на сор-
бенте белки элюировали 4% раствором HCOOH
(pH 2.5) при скорости потока 50 мкл/мин в тече-
ние 100 мин. Содержание общего белка в элюа-
тах, определенное спектрофотометрически по
методу Брэдфорд, составляло порядка 30 мкг/мл.
Для контроля возможного неспецифического
связывания белков лизата с сорбентом использо-
вали микроколонки, заполненные инактивиро-
ванной CNBr-сефарозой 4В без иммобилизован-
ного белка. Эксперименты по аффинному выде-
лению потенциальных белков-партнеров для
каждого целевого белка повторяли три раза.

Масс-спектрометрическая идентификация бел-
ков. Для осуществления масс-спектрометриче-
ского анализа выделенных белков выполняли
специальную подготовку проб, полученных в ре-
зультате молекулярного фишинга. Образцы элю-
атов, содержащие белковый материал (30 мкг об-
щего белка), подвергали стандартной процедуре
трипсинолиза с предварительным алкилировани-
ем и восстановлением сульфгидрильных групп
белков. Все процедуры выполняли в центрифуж-
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ных концентраторах Vivaspin 500 Centrifugal Con-
centrator, 10 кДа MWCO (GE Healthcare, США) по
методу FASP (Filter Aided Sample Preparation) [1,
55]. Для трипсинолиза белков использовали лио-
филизованный препарат трипсина из поджелу-
дочной железы свиньи (активность 15600 ед./мг,
Promega (США) кат. номер V5111). разделение
пептидов осуществляли в хроматографической
системе Ultimate 3000 RSLCnano (“Thermo Scien-
tific”). Пептиды разделяли на колонке Acclaim
Pepmap® C18 (75 мкм × 150 мм, 2 мкм размер ча-
стиц) (“Thermo Scientific”) в градиенте подвиж-
ной фазы А (0.02% уксусная кислота, 0.1% мура-
вьиная кислота, рН 2.66) и подвижной фазы Б
(80% ацетонитрил, 0.02% уксусная кислота, 0.1%
муравьиная кислота) при скорости потока
0.3 мкл/мин. Пептиды перед аналитическим раз-
делением наносили на обогащающую колонку
Accalaim μ-Precolumn (0.5 мм × 3 мм, 5 мкм раз-
мер частиц) (Thermo Scientific) при скорости по-
тока 10 мкл/мин в течение 5 мин в изократиче-
ском режиме подвижной фазы В (2% ацетонит-
рил, 0.02% уксусная кислота, 0.1% муравьиная
кислота, рН 2.63). Разделение проводили в ли-
нейном градиенте подвижной фазы Б (от 2 до 37%
в течение 55 мин), линейно повышали концен-
трацию буфера B до 90% за 5 мин, далее промыва-
ли колонку при 90% подвижной фазы Б в течение
10 мин, снижали содержание буфера В до 2% за
5 мин и уравновешивали в начальных условиях гра-
диента при 2% подвижной фазы Б в течение 15 мин.

Масс-спектрометрический анализ выполняли
на гибридном орбитальном масс-спектрометре
Orbitrap Exactive (“Thermo Scientific”, США) в ре-
жиме положительной ионизации в источнике
NSI (“Thermo Scientific”). Температура осушаю-
щего газа (азот) составляла 280оС, напряжение на
эмиттере 2.1 кВ. Панорамное сканирование про-
водили в диапазоне m/z от 400 до 1200, тандемное
сканирование фрагментных ионов от нижней
границы m/z 110 до верхней границы, определяе-
мой зарядным состоянием прекурсорного иона,
но не более m/z 2100. Для тандемного сканирова-
ния учитывали только ионы от z = 2+ до z = 6+ по
зарядному состоянию. Максимальное число раз-
решенных для синхронной изоляции ионов в ре-
жиме MS2 было установлено, как не более 20.
Максимальное время накопления для прекурсор-
ных ионов составило не более 50 мс, для фраг-
ментных ионов не более 110 мс.

Идентификацию белков выполняли с помо-
щью программы Mascot (www.matrixscience.com)
с использованием базы данных SwissProt
(www.uniprot.org) для таксона Homo sapiens (де-
кабрь 2017 г). Были использованы следующие па-
раметры поиска: протеолитический фермент-
трипсин, допустимые отклонения по массе моно-
изотопных пептидов ±20 ppm (пропромиле, от
англ. рarts per million), допустимые отклонения

MS/MS ±0.06 Да, число допустимых пропусков
сайтов расщепления трипсином – 2, вариабель-
ные модификации – окисленный метионин,
фиксированные модификации – карбамидоме-
тил. В результирующий список достоверно обнару-
женных белков включали только те белки, которые
идентифицировались при 3 технических повторах c
достоверностью p < 0.01 и Mascot Score >50.

Поверхностный плазмонный резонанс (SPR).
Исследование ББВ выполняли на четырехка-
нальном оптическом биосенсоре Biacore 3000
(GE Healthcare, США) используя в качестве рабо-
чего буфера HBS-EP+. Образцы тестируемых бел-
ков инжектировали по поверхности оптического
чипа с ковалентно иммобилизованными целевы-
ми белками в трех измерительных каналах биосен-
сора в течение 5 или 10 мин при скорости потока
жидкости от 5 или 10 мкл/мин, при этом первый ка-
нал был в качестве контрольного. Регенерацию по-
верхности оптического чипа выполняли раствором,
содержащем 2 M NaCl, 0.4% CHAPS (3-((3-хола-
мидопропил)диметиламмоний)1-пропансульфо-
нат), в течение 30 с при скорости потока жидкости
15 мкл/мин. Регистрируемый сигнал биосенсора
(в резонансных единицах RU) представлял собой
разницу сигналов между измерительным и кон-
трольным (без иммобилизованного белка) канала-
ми. Расчет равновесных констант диссоциации
белковых комплексов выполняли путем анализа
серии сенсограмм с помощью лицензионного
программного обеспечения Biacore BiaEvaluation
software v. 4.1 с использованием математической
модели поверхностного связывания 1 : 1 по Лэнг-
мюру.
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Direct Molecular Fishing of Potential Partners of Protein-Protein Interactions
in the HepG2 Cells Lysate That Involve Proteins Encoded by Genes 

of Human Chromosome 18
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**Institute of Bioorganic Chemistry of the National Academy of Sciences of Belarus,
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The aim of this work was to identify possible protein-protein interactions (PPI) involving 6 target proteins
(CYB5A, RAB27B, SMAD4, CXXC1, RNMT, TTR) encoded by genes of human chromosome 18 and char-
acterized by certain medical importance. This study employed a comprehensive approach, based on the com-
bined application of three technologies: direct molecular fishing based on affinity chromatography, protein
mass spectrometry and SPR analysis. Implementation of this approach resulted in isolation and identification
from 1 to 11 potential partner proteins from the HepG2 cell lysate for each target protein. Using the SPR bi-
osensor Biacore 3000, 10 potential PPIs were validated, by using available preparations of recombinant pro-
teins preparations. Positive results confirming the direct interaction of identified partner proteins with target
proteins were obtained for five protein pairs (CYB5A/CPR, CYB5A/CYP2C9, CYB5A/CYCS, CPR/CYP2C9,
and CXXC1/CYCS). These PPIs were characterized in terms of equilibrium dissociation constants for the ana-
lyzed protein complexes (Kd values ranged from 10–7 M to 10–5 M). Specificity of recognized PPIs was tested using
additional 16 PPIs involving the target proteins. The effectiveness of direct molecular fishing was evaluated using
cytochrome b5 (CYB5A) as the most studied target protein (in the context of structural and functional relationships
with partner proteins). The obtained new data extend our knowledge in the field of interactomics of proteins en-
coded by human chromosome 18 genes and reduces the number of unverified bioinformational predictions of pos-
sible PPIs that are contained in accessible Internet resources.

Keywords: molecular fishing, protein-protein interactions, proteins encoded by genes of human chromosome 18,
HepG2, surface plasmon resonance
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