Влияние некоторых соединений растительного происхождения на кинетику гидролиза пептидных субстратов протеасомой in vitro и ex vivo.
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Протеасома – мультисубъединичный фермент, катализирующий гидролиз внутриклеточных белков, выполнивших свою функцию либо поврежденных или неправильно свернутых. Протеасома участвует во множестве внутриклеточных процессов, и критически важна для функционирования клетки. Эффекторы протеасомы представляют собой гетерогенную группу химических соединений, которые специфически действуют на каталитическую активность ее активных сайтов, взаимодействуя с центром связывания или непосредственно с каталитическим N-концевым остатком треонина (Thr1). Эффекторы протеасомы можно рассматривать как терапевтические агенты, поскольку ингибиторы могут применяться при лечении опухолевых заболеваний, а активаторы обладают потенциалом для использования при протеинопатиях [1]. 
В условиях окислительного стресса наблюдается истощение функционального резерва протеасомной системы вследствие чрезмерного накопления окисленных и убиквитинированных белков-мишеней, что приводит к перегрузке протеасомной системы деградации. Флавоноиды дигидрокверцетин, гесперитин и акацетин обладают антиоксидантными свойствами, способствуя снижению уровня окислительного стресса в клетке, и тем самым уменьшая пул поврежденных белков, подлежащих протеолитической деградации. Влияние этих веществ на активность протеасомы подробно не исследовано. Также показано, что арбутин, антиоксидант другого строения, способен непосредственно улавливать активные формы кислорода. Гидрохиноновый фрагмент арбутина напоминает боковую группу тирозина, и молекула арбутина предположительно может блокировать активный центр протеасомы, но его действие на протеасому практически не изучено [2, 3]. 
Для экспериментов in vitro выделение 20S и 26S протеасомы из гомогената печени мыши проводили с использованием хроматографических методов: гель-фильтрации и ионообменной хроматографии. Для измерения активности использовали пептидные субстраты Z-Leu-Leu-Glu-AMC, Ac-Arg-Leu-Arg-AMC, Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC, при гидролизе образующие флуоресцентный продукт – 7-амино-4-метилкумарин. Был установлен тип эффектора для каждого исследованного соединения, акацетин оказался активатором, а остальные – ингибиторами протеасомы. Были определены значения концентраций EC50 для каспазо-, трипсин- и химотрипсин-подобной активностей 26S и 20S протеасомы, все полученные значения находятся в диапазоне от 6 мМ до 50 мМ. Полученные кинетические данные для арбутина и гесперитина позволили рассчитать Ki (10-50 мМ) и определить, что эти вещества являются неконкурентными ингибиторами. Было проверено действие акацетина, гесперитина и арбутина на состояние протеасомной системы в клетках Neuro2a и выявлено заметное влияние арбутина на внутриклеточную активность протеасомы.
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