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ЗА СВЯЗЬ С МИТОХОНДРИЯМИ IN VITRO
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Роль промежуточных филаментов в регуляции функций митохондрий стала очевидной в результате
исследований последних лет. Так, ранее было показано, что виментин влияет на подвижность ми-
тохондрий и на уровень их мембранного потенциала. Однако было неизвестно, может ли он связы-
ваться с митохондриями напрямую, без участия белков-посредников. В настоящей работе при по-
мощи биоинформатического анализа была исследована последовательность виментина и обнару-
жен участок в N-концевой части молекулы, который может играть роль сигнала митохондриальной
локализации, т.е. непосредственно связываться с этими органеллами. Чтобы экспериментально
проверить такую возможность, при помощи центрифугирования через сахарозную “подушку”
исследовалось связывание митохондрий, изолированных из печени крысы, с протофиламентами,
полученными из рекомбинантного виментина человека. Показано, что виментин может связывать-
ся с митохондриями in vitro. Обнаружено, что под действием связанной с митохондриями протеазы
происходит потеря N-концевой части молекулы виментина и нарушается ее взаимодействие с ми-
тохондриями. При помощи ингибиторного анализа было выяснено, что ответственным за деграда-
цию виментина является атипичный кальпаин, цистеиновая Са2+-зависимая протеаза, не чувстви-
тельная к действию кальпастатина.
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ВВЕДЕНИЕ
Промежуточные филаменты (ПФ), один из ос-

новных компонентов цитоскелета животных кле-
ток, выполняют разнообразные функции [1, 2].
Виментиновые ПФ (ВПФ), будучи типичными
для мезенхимных клеток, придают им механиче-
скую прочность [3], регулируют внутриклеточ-
ный транспорт [4], участвуют в передаче различ-
ных сигналов [5] и обеспечивают нормальное
функционирование митохондрий [6]. Так, было
показано, что нарушения функций митохондрий
часто связаны с болезнями, которые вызваны му-
тациями в генах различных белков ПФ. Например,
отмечались патологические изменения в морфо-
логии, распределении и дыхательных функциях
митохондрий у пациентов с нейродегенератив-
ными заболеваниями, вызванными мутациями в

белках нейрофиламентов [7], и у больных с мио-
патиями и кардиомиопатиями, у которых наблю-
дались мутации в гене десмина [8]. Нарушения в
функциях митохондрий наблюдаются также у
больных булезным эпидермолизом, вызванным
мутациями в генах кератинов [9], и в фибробла-
стах, полученных из мышей с нокаутом гена ви-
ментина [10]. Поскольку митохондрии играют
центральную роль в клеточной физиологии, яв-
ляясь основным источником энергии [11] и регу-
лятором внутриклеточной концентрации Са2+ [12],
а также участвуют в индукции апоптоза [13],
представляется важным выяснить, как взаимо-
действие с виментином влияет на их свойства.

Одним из первых вопросов, вставших перед
исследователями, был следующий: способен ли
виментин напрямую связываться с митохондрия-
ми, или для этого необходимы белки-посредни-
ки. Данные, полученные в лаборатории Г. Вихе,
указывали на вероятную роль в этом процессе
плектина – белка, способного связывать как
промежуточные филаменты, так и другие цитос-
келетные структуры и органеллы [14, 15]. Обнару-

Список сокращений: ПФ – промежуточные филаменты,
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бицинхониновая кислота, TOM – транслоказа наружной
мембраны митохондрий, TIM – транслоказа внутренней
мембраны митохондрий, ПААГ – полиакриламидный
гель, PMSF – фенилметилсульфонилфторид, SDS – доде-
цилсульфат натрия.
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женная изоформа плектина 1b, которая специ-
фически связывается с митохондриями и колока-
лизуется с ВПФ, могла бы играть такую роль
посредника. Однако в мышиных фибробластах с
нокаутом гена плектина 1b не было выявлено из-
менений в распределении и функциях митохон-
дрий [15].

Ранее мы продемонстрировали, что в фиброб-
ластах, лишенных виментина, митохондрии бо-
лее подвижны [16] и обладают пониженным мем-
бранным потенциалом [6]. Восстановление ВПФ
в таких клетках при помощи трансфекции плаз-
мидой, кодирующей виментин, снижало подвиж-
ность и увеличивало уровень потенциала мито-
хондий [6, 16]. Используя серию мутантов вимен-
тина, мы определили участок, отвечающий за
ингибирование подвижности митохондрий [16].
Он располагается в N-концевой части молекулы
виментина между 41-й и 96-й аминокислотными
остатками. Отдельно экспрессируемый в клетках
такой пептид имеет митохондриальную локали-
зацию [16]. Особенностью этого участка, отвеча-
ющего за связь виментина с митохондриями, яв-
ляется его структурное сходство с сигналами ми-
тохондриальной локализации, обнаруженными у
других митохондриальных белков. Эти сигналы
характеризуются наличием слабогидрофобной
последовательности, ограниченной с двух сторон
группами положительно заряженных аминокис-
лот [17]. Виментин с точечными мутациями в
этом участке образовывал филаменты, но терял
способность ограничивать подвижность мито-
хондрий [16, 18]. На основании этих результатов
мы предположили, что виментин может непо-
средственно связываться с митохондриями без
участия каких-либо посредников.

Целью настоящей работы была эксперимен-
тальная проверка этого предположения. Начали
мы с поиска сигнала митохондриальной локали-
зации в последовательности виментина при по-
мощи программы TargetP-1.1, чтобы выяснить,
может ли выполнять эту роль обнаруженный на-
ми ранее [16] участок в N-концевой части моле-
кулы. Получив утвердительный ответ, мы прове-
рили, может ли очищенный рекомбинантный ви-
ментин связываться напрямую с митохондриями,
изолированными из печени крысы, in vitro. Для
разделения свободного виментина и митохон-
дрий со связанным виментином было использо-
вано центрифугирование через слой сахарозы.
Чтобы избежать осаждения виментина в форме
длинных филаментов независимо от митохон-
дрий, мы использовали белок с мутацией
Vim(Y117L), блокирующей сборку ПФ на стадии
протофиламентов [19], которые седиментируют
только при высокоскоростном центрифугирова-
нии. Наши данные свидетельствуют о том, что

виментин связывается с митохондриями, и за это
взаимодействие отвечает N-концевая часть его
молекулы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Плазмиды и антитела. Для клонирования и
экспрессии мутантных форм виментина исполь-
зовали вектор pET-23b+. Чтобы получить плаз-
миду pET-23b(+)-Vim, кДНК, кодирующую чело-
веческий виментин (из плазмиды pIRES-GFP-
Vim), амплифицировали при помощи ПЦР с
праймерами TTTCATATGTCCACCAGG-TCCGT
и TTTAAGCTTCTCGAGGTCATCGTG и встав-
ляли в вектор по сайтам Nde I и Hind III. Плазми-
ду pET-23b(+)-Vim(Y117L), кодирующую вимен-
тин с заменой тирозина Y117 на лейцин, получили
при помощи инвертированного ПЦР [20] плаз-
миды pET-23b(+)-Vim с праймерами TTAATCG-
ACAAGGTGCGCTTCCT и GTTGGCGAAGCG-
GTCATTCAGC с последующим лигированием
продукта по тупым концам. Для получения плаз-
миды pET-23b(+)-Vim(Y117L)-delta-C, кодирую-
щей делеционный мутант виментина, лишенный
55 аминокислот с С-конца, использовали ПЦР
плазмиды pET-23b(+)-Vim (Y117L) с праймерами
TTTCATATGTCCACCAGG-TCCGT и TTTA-
AGCTTTTAAATCCTGCTCTCCTCG и вставляли
в вектор pET-23b+ по сайтам Nde I и Hind III.
Правильность продуктов клонирования проверя-
ли секвенированием.

Для иммуноблотинга использовали монокло-
нальные мышиные антитела против виментина
V-9 (Sigma, США). В качестве вторичных антител
использовали кроличьи анти-мышиные антите-
ла, конъюгированные с пероксидазой из хрена
(The Jackson Laboratory, США).

Выделение и очистка виментина. Экспрессию
виментина в бактериях проводили методом авто-
индукции. Клетки Escherichia сoli BL21, трансфор-
мированные соответствующей плазмидой, инкуби-
ровали в среде LB в течение ночи при 37°С. За-
тем 25 мл ночной культуры переносили в 500 мл
3-кратной среды LB, содержащей 100 мкг/мл
карбенициллина и инкубировали при интенсив-
ном перемешивании при 37°С в течение дня, за-
тем продолжали выращивание в течение ночи
при 30°С. Полученную клеточную суспензию
центрифугировали при 4000 g в течение 20 мин,
супернатант удаляли, клеточный осадок суспен-
дировали в 50 мл лизис-буфере 5 мМ Трис-НСl
рН 8.4, 1 мМ EDTA, 1 мМ EGTA с добавлением
смеси ингибиторов протеаз (S8830, Sigma), разде-
ляли на порции по 10 мл, замораживали и храни-
ли при –20°С. Клетки разрушали в течение 4 мин
при помощи ультразвукового дезинтегратора
Sonic Dismembrator 550 (Fisher Scientific, США).
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Затем тельца включения осаждали центрифуги-
рованием в течение 30 мин при 15000 об/мин
в роторе JA-20 (Beckman, США). Осадок отмыва-
ли несколько раз, последовательно заменяя среду
(1 раз лизис-буфер, 1 раз лизис-буфер, содержа-
щий 1% Triton X-100, 1 раз лизис-буфер, содержа-
щий 1 М NaCl, и 1 раз лизис-буфер). Осадок “от-
мытых” телец включения хранили при –20°С.
Для выделения виментина из телец включения их
растворяли в 5 мМ буфере Трис-HCl, pH 8,4, со-
держащем 8 М мочевины и ингибиторы протеаз
S8830 (Sigma), и центрифугировали в течение
30 мин при 15000 об/мин на роторе JA-20. Ренату-
рацию белка проводили при помощи диализа
против буфера 5 мМ Трис-HCl, pH 8,4, постепен-
но снижая концентрацию мочевины: 6 М мочеви-
ны в течение 30 мин при комнатной температуре,
4 М мочевины (30 мин, при комнатной темпера-
туре), 2 М мочевины (30 мин, при 4°С), буфер без
мочевины (дважды по 60 мин при 4°С). Получен-
ный раствор белка центрифугировали 30 мин при
30000 об/мин в роторе TLS-55 на центрифуге
TL100 (Beckman, Germany). Концентрация ви-
ментина в растворе, которую определяли мето-
дом ВСА с использованием бицинхониновой
кислоты, составляла около 2.0 мг/мл.

Выделение митохондрий. Митохондрии выде-
ляли из печени крысы с соблюдением всех правил
обращения с лабораторными животными. Извле-
ченную печень быстро погружали в холодный со-
левой раствор на фосфатном буфере (PBS), из-
мельчали ножницами и тщательно отмывали от
крови. Гомогенизацию проводили при помощи
гомогенизатора Поттера в буфере выделения:
220 мМ маннитола, 70 мМ сахарозы, 1 мМ EDTA,
10 мМ K-HEPES рН 7.4. На 1 г ткани печени бра-
ли 10 мл буфера. Гомогенат центрифугировали
при 3000 об/мин 10 мин в роторе JA-20. Получен-
ный супернатант фильтровали через несколько
слоев марли и центрифугировали в течение 20 мин
при 9500 об/мин в роторе JA-20. Полученный оса-
док митохондрий гомогенезировали в буфере вы-
деления, а затем повторно центрифугировали
20 мин при 9500 об/мин в роторе JA-20. К полу-
ченному осадку добавляли 100 мкл буфера выде-
ления (общий объем около 1 мл), ресуспендиро-
вали и наслаивали на ступенчатый градиент, со-
стоящий из 1.2 М сахарозы и 1.6 М сахарозы в
10 мМ K-HEPES буфере, рН 7.4. с 1 мМ EDTA,
и центрифугировали при 30000 об/мин 20 мин в
роторе TLS-55 на центрифуге TL100 (Beckman,
Германия). Суспензию митохондрий бурого цвета,
хорошо различимую на границе между ступень-
ками градиента, аккуратно собирали, разводили
буфером выделения и осаждали при 9500 об/мин
10 мин в роторе JA-21. К осадку добавляли 50 мкл
буфера выделения и ресуспендировали. Концен-

трация белка в полученном препарате митохон-
дрий составляла 60 ± 20 мг/мл.

Определение связывания виментина с митохон-
дриями. Взаимодействие митохондрий с реком-
бинантным виментином определяли при помощи
центрифугирования через сахарозную “подушку”.
Связавшийся виментин оказывался в осадке ми-
тохондрий, в то время как свободный белок оста-
вался в супернатанте. Инкубацию виментина
(0.1 мг/мл) с митохондриями (2 мг/мл) проводи-
ли в 10 мМ буфере K-HEPES, pH 7,4, содержащем
220 мМ маннитола, 70 мМ сахарозы и 1 мМ EDTA
в объеме 420 мкл при 25°С в течение 20 мин.
Ингибиторы протеаз лейпептин, кальпептин и
PD150606 добавляли, где указано, до конечной
концентрации 1.0, 15.0 и 20.0 мкг/мл, соответ-
ственно. После инкубации образцы объемом
400 мкл наслаивали на 500 мкл “подушки”, пред-
ставляющей собой плотный неперемешиваю-
щийся слой, содержащий 1.2 М сахарозы, 10 мМ
K-HEPES, рН 7.4, и 1 мМ EDTA, и центрифуги-
ровали при 30000 об/мин в течение 10 мин. 200 мкл
супернатантов (верхняя фаза), содержащих не-
связавшийся виментин, смешивали с буфером
Лэммли (100 мM ТрисHCl, pH 6.8, 20% глицери-
на, 4% SDS, 0.2% бромфенолового синего, 200 мМ
2-β-меркаптоэтанола) и инкубировали 10 мин
при 98°С. После тщательной промывки сахароз-
ной “подушки” ее удаляли, осадок митохондрий
ресуспендировали в 100 мкл воды, смешивали с
буфером Лэммли и инкубировали 10 мин при
98°С. Полученные образцы разделяли при помо-
щи ПААГ-электрофореза в 15% геле и переноси-
ли на нитроцеллюлозную мембрану для последу-
ющего анализа при помощи иммуноблотинга с
антителами к десмину. Виментин на фильтрах
выявляли при помощи антител V-9 (Sigma) и вто-
ричных антител в разведении 1 : 1000 и 1 : 2000 со-
ответственно и окрашивали с использованием
диаминобензидина.

Биоинформатический анализ последовательно-
стей белков. Для поиска возможного сигнала
митохондриальной локализации использовался
метод TargetP 1.1. (http://www.cbs.dtu.dk/services/
TargetP-1.1/index.php), который осуществляет
расчеты с помощью двухслойных нейронных се-
тей, обученных на аннотированных последова-
тельностях базы UniProt с уже экспериментально
установленным сигналом локализации [21]. Ре-
зультатом является показатель прогноза, говоря-
щий о наличии или отсутствии пептида с сигна-
лом локализации в митохондрии – mTP. Показа-
тель mTP выше 0.55 свидетельствует о высокой
вероятности наличия сигнала митохондриальной
локализации.
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РЕЗУЛЬТАТЫ
Предсказание сигнала митохондриальной лока-

лизации в молекуле виментина. Первичная струк-
тура найденного нами ранее участка в N-конце-
вой части молекулы виментина [16], который от-
вечает за взаимодействие ВПФ с митохондриями,
позволила предположить, что она может играть
роль сигнала митохондриальной локализации [6].
Для проверки этого предположения мы провели
биоинформатический анализ молекулы вименти-
на человека при помощи программы TargetP 1.1
[21], которая предсказывает наличие сигналов
митохондриальной локализации, а также длину
сигнальной последовательности до сайта протео-
литического расщепления при созревании белка.
Анализ показал, что, действительно, последова-
тельность из первых 38 аминокислот молекулы
виментина с определенной вероятностью содер-
жит сигнал для локализации в митохондриях
(mTP = 0.749) (рис. 1а). Поскольку, по нашим
данным, делеция участка с 28-й по 39-ю амино-
кислоту не нарушала способность ВПФ умень-
шать подвижность митохондрий [16], а за их связь
в мышиных фибробластах ответственным был
участок с 45-й по 70-ю аминокислоту (показан на
рисунке пунктиром), мы проверили, содержит ли
сигнал митохондриальной локализации делеци-
онный мутант виментина, лишенный первых
40 аминокислот. Оказалось, что наличие такого
сигнала длиной 48 аминокислот в укороченном
N-концевом фрагменте программа TargetP 1.1
предсказывает с очень высокой вероятностью
(mTP = 0.943) (рис. 1б). Интересно, что при деле-
ции 38 аминокислот с N-конца такого укорочен-
ного фрагмента, т.е. участка, содержащего пред-
сказанный сайт связывания митохондрий [16],
белок полностью теряет сигнал митохондриаль-

ной локализации (mTP = 0.065) (рис. 1в). Таким
образом, теоретически виментин может связы-
ваться с митохондриями, используя сигнал мито-
хондриальной локализации, расположенный в
его N-концевом домене.

N-конец виментина отвечает за его связывание
с митохондриями. Чтобы экспериментально про-
верить возможность непосредственного связыва-
ния виментина с митохондриями, мы использо-
вали рекомбинантный виментин человека, экс-
прессированный в бактериях, и митохондрии из
печени крысы. Виментин, содержащий замену
117-го тирозина на лейцин (Y117L), в результате
ренатурации из 8М мочевины образует частицы,
которые седиментируют только при высокоско-
ростном центрифугировании [19]. Поэтому при
центрифугировании смеси такого виментина с
митохондриями через слой 1.2 М сахарозы он
оказывался в осадке только, если связывался с бо-
лее тяжелыми митохондриями. На рис. 2 видно,
что в осадке митохондрий присутствует вимен-
тин. Однако это наблюдалось только в том случае,
если в инкубационной смеси присутствовали ин-
гибиторы протеаз. Также видно, что инкубация
виментина с митохондриями без добавления
ингибиторов приводила к его частичной деграда-
ции. Молекула виментина, по данным электро-
фореза, укорачивалась примерно на 10 кДа
(рис. 2а), и он практически весь оставался в су-
пернатанте (рис. 2б). Таким образом, полнораз-
мерный виментин связывался с митохондриями и
осаждался с ними через слой сахарозы, а его
укороченный вариант такой способности был
лишен. Кроме того, оказалось, что митохондри-
альная фракция содержит компонент(ы) с про-
теолитической активностью, приводящей к уко-

Рис. 1. Предполагаемые сигналы митохондриальной локализации в N-концевой части молекулы виментина по ре-
зультатам биоинформатического анализа. а – Весь N-концевой домен с фрагментом 1А-домена альфа-спиральной ча-
сти, показанным в виде синего прямоугольника, и та же часть молекулы, лишенная 40 (б) и 78 (в) аминокислот с
N-конца. Розовым цветом выделены предполагаемые сигнальные последовательности до сайтов гипотетического от-
щепления (показаны стрелками). Пунктиром выделен ранее определенный участок [16], ответственный за взаимо-
действие ВПФ с митохондриями. Значения mTP [21], определенные для каждого варианта, показаны рядом с его
изображением.

a mTP = 0.749

mTP = 0.943

mTP = 0.065

б

в

1A

1A

1A
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рочению молекулы виментина и потере им спо-
собности связываться с ними.

Известно, что с митохондриями связано более
40 различных протеаз, которые поддерживают их
нормальное функционирование [22]. Мы предпо-
ложили, что деградация виментина в результате
взаимодействия с митохондриями может быть
связана с активностью одной (или несколькими)
из этих протеаз, и решили выяснить, с какой (ка-

кими) именно. Для этого мы использовали инги-
биторный анализ. Из смеси ингибиторов протеаз,
состоящей из ТАМЕ, пепстатина А, бензамиди-
на, апротинина, PMSF и лейпептина, только по-
следний препятствовал протеолизу виментина
(рис. 3а). На рис. 3б видно, что в присутствии лей-
пептина наблюдалось связывание виментина с
митохондриями так же, как при добавлении пол-
ной смеси ингибиторов протеаз. Поскольку лей-

Рис. 2. Рекомбинантный виментин-(Y117L) связывается с митохондриями из печени крысы. а – Разделение при по-
мощи электрофореза в ПААГ супернатантов и осадков после центрифугирования смеси виментина и митохондрий в
присутствии и в отсутствие ингибиторов протеаз (S8830, Sigma, USA). б – Анализ тех же образцов при помощи имму-
ноблотинга с антителами к виментину.
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Рис. 3. Анализ осаждения виментина-(Y117L) с митохондриями. а – Разделение при помощи электрофореза в ПААГ
супернатантов после центрифугирования смеси виментина и митохондрий в отсутствие и в присутствии различных
ингибиторов протеаз. б – Анализ осадков после центрифугирования смеси виментина и митохондрий в отсутствие и
в присутствии различных ингибиторов протеаз при помощи иммуноблотинга с антителами к виментину.
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пептин является ингибитором как цистеиновых,
так и сериновых протеаз, а ингибиторы послед-
них, как например PMSF, не препятствовали де-
градации виментина, мы заключили, что иско-

мый фермент относится к цистеиновым проте-
азам.

Для определения цистеиновой протеазы в ми-
тохондриях, ответственной за деградацию вимен-
тина, мы использовали более специфические
ингибиторы – кальпептин и PD150606. Оказа-
лось, что, в то время как кальпептин, ингибитор
кальпаинов и катепсинов L и K [23, 24], эффек-
тивно защищал этот виментин от действия проте-
аз в препарате митохондрий (рис. 4), PD150606,
специфический ингибитор кальпаинов I и II [25],
не оказывал защитного эффекта (рис. 4). По-
скольку PD150606, который ингибирует типич-
ные кальпаины, не защищает виментин от дегра-
дации, можно предположить, что искомой проте-
азой является атипичный кальпаин-10, ранее
обнаруженный в митохондриях [26].

Наиболее чувствительными к действию цисте-
иновых протеаз в молекуле виментина являются
N- и C-концевые фрагменты, а центральный аль-
фа-спиральный домен относительно устойчив [27].
Как видно из данных рис. 2 и 3, основной продукт
деградации десмина в результате инкубации с ми-
тохондриями без ингибиторов протеаз был легче
исходного полипептида примерно на 10 кДа. Сле-
довательно, укороченный вариант виментина мог
быть лишен как N-, так и С-конца. Поскольку,
согласно результатам биоинформатического ана-
лиза, за связь с митохондриями отвечает N-конец
виментина, мы решили проверить в эксперимен-
те in vitro возможное участие С-концевой части
молекулы. Для этого мы сконструировали, экс-

Рис. 4. Анализ осаждения виментина-(Y117L) с митохондриями после инкубации в отсутствие и в присутствии лей-
пептина, кальпептина или PD150606. а – Разделение при помощи электрофореза в ПААГ супернатантов после цен-
трифугирования смеси виментина-(Y117L) и митохондрий. б – Анализ осадков после центрифугирования смеси ви-
ментина-(Y117L) и митохондрий в отсутствие и в присутствии ингибиторов протеаз при помощи иммуноблотинга с
антителами к виментину.
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Рис. 5. Лишенный С-концевого домена виментин-
(Y117L) связывается с митохондриями из печени кры-
сы. а – Разделение при помощи электрофореза в
ПААГ супернатантов после центрифугирования сме-
си ΔC-виментина-(Y117L) и митохондрий в присут-
ствии и в отсутствие ингибиторов протеаз. б – Анализ
осадков после центрифугирования смеси ΔC-вимен-
тина-(Y117L) и митохондрий в отсутствие и в присут-
ствии ингиппбиторов протеаз при помощи имму-
ноблотинга с антителами к виментину.
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прессировали в бактериях и очистили белок
ΔС-виментин-(Y117L), лишенный участка с 412-й
по 466-ю аминокислоту. На рис. 5 видно, что в
присутствии лейпептина виментин, лишенный
С-концевого домена, осаждается с митохондрия-
ми точно так же, как целый белок, а в отсутствие
ингибитора протеаз он деградирует, и его укоро-
ченный вариант остается в супернатанте. Следо-
вательно, виментин может непосредственно свя-
зываться с митохондриями, и за это связывание
отвечает участок, расположенный в N-концевой
части его молекулы.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные в настоящей работе данные сви-
детельствуют о том, что белок ПФ виментин спо-
собен связываться с митохондриями напрямую,
без участия каких-либо посредников. Это под-
твердило наши предположения, сделанные ранее
при изучении свойств митохондрий в фибробла-
стах [6, 16]. Поскольку похожие последователь-
ности аминокислот присутствуют в молекулах
некоторых других белков ПФ [6], можно ожидать,
что они также взаимодействуют с митохондри-
ями непосредственно. Так, способность десми-
на, белка ПФ мышечных клеток, напрямую свя-
зываться с митохондриями in vitro была нами не-
давно экспериментально продемонстрирована [28].
Таким образом, по крайней мере, некоторые ПФ,
имеющие в своем составе сигнал митохондриаль-
ной локализации, могут определять их положение
и подвижность в клетках в результате прямого
взаимодействия. Эти сигналы узнаются специ-
альными транслоказными комплексами в наруж-
ной мембране митохондрий (ТОМ), которые сов-
местно с транслоказными комплексами во внут-
ренней мембране (ТIМ) отвечают за импорт и
локализацию белков в различных митохондри-
альных компартментах [29]. Однако виментин,
как и другие белки ПФ, образует полимерные
структуры, самые маленькие из которых, прото-
филаменты, содержат в своем составе от 30 до
40 полипептидных цепей. Поэтому после связы-
вания сигнальной последовательности ТОМ ком-
плексом транслокация виментина через мембра-
ну не происходит из-за больших размеров поли-
мера. Можно предположить, что взаимодействие
виментина с митохондриями обеспечивается пу-
тем связывания его N-конца с комплексом им-
порта митохондриальных белков. Насколько
такое взаимодействие ПФ с системой митохон-
дриального импорта является универсальным ме-
ханизмом, предстоит выяснить, однако для вимен-
тина и десмина, судя по нашим данным [6, 16, 28],
такой механизм очень вероятен.

Обнаружение сигнала митохондриальной ло-
кализации на N-конце виментина позволяет сде-
лать еще одно важное предположение: эта часть
его молекулы в процессе связывания оказывается
внутри митохондрии, в то время как центральный
домен и С-конец остаются снаружи. Это косвен-
но подтверждается тем, что именно N-конец от-
щепляется митохондриальными протеазами в
первую очередь. Наиболее вероятным фермен-
том, ответственным за протеолиз, по данным
проведенного нами ингибиторного анализа, яв-
ляется атипичный кальпаин-10, который был
обнаружен в матриксе и в межмембранном про-
странстве митохондрий [26]. Таким образом,
кальпаин-10, будучи Са2+-зависимым белком,
может участвовать в регуляции связи виментино-
вых ПФ с митохондриями. Можно предположить,
что при снижении мембранного потенциала мито-
хондрий концентрация Са2+ в межмембранном
пространстве растет, и активность кальпаина-10
увеличивается. Таким образом, связь митохон-
дрий с ВПФ может зависеть от их мембранного
потенциала. Это предположение хорошо согласу-
ется с нашими данными о том, что в клетках мем-
бранный потенциал подвижных не связанных с
ВПФ митохондрий ниже, чем стационарных,
связанных с ВПФ [30].

Конфликт интересов. Авторы заявляют, что у
них нет конфликта интересов.
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N-Terminal Fragment of Vimentin Is Responsible for Binding of Mitochondria In Vitro
A. A. Dayal1, N. V. Medvedeva1, A. A. Minin1, *

1Institute of Protein Research, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
*e-mail: alexminin@gmail.com

The role of intermediate filaments in the regulation of mitochondrial functions has become obvious as a result
of numerous studies in recent years. Thus, it was shown that vimentin affects the motility of mitochondria
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and their membrane potential. However, it was unclear whether it could bind mitochondria directly without
any accessory proteins. In this work, bioinformatic analysis of the primary structure of vimentin in its N-ter-
minal domain revealed a mitochondrial localization signal that may play a role in binding these organelles.
To test this finding experimentally, the interaction between mitochondria isolated from rat liver and protofil-
aments formed by human recombinant vimentin was investigated using centrifugation through sucrose cush-
ion. Vimentin was found to be able to bind mitochondria in vitro. It was shown that the N-terminal part of
vimentin can be cleaved by mitochondrial proteases, resulting in the loss of interaction. Using various prote-
ase inhibitors, it was found that the atypical calpain, a Ca2+-dependent cysteine protease insensitive to cal-
pastatin, was responsible for vimentin degradation.

Keywords: mitochondria, vimentin, intermediate filaments
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