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Разработан оригинальный экспериментальный метод прямого молекулярного фишинга для выявления
потенциальных партнеров белок�белковых и белок�пептидных взаимодействий. Подход основан на сов�
местном применении технологий поверхностного плазмонного резонанса (SPR), гель�фильтрационной и
аффинной хроматографии и масс�спектрометрической идентификации белков (LC�MS/MS). Ранее мы
показали возможность использования данного метода для решения задач белковой интерактомики как в
экспериментальной модельной системе, так и в пилотном исследовании в рамках проекта “Протеом чело�
века”. В настоящей работе метод успешно применен для выявления возможных молекулярных партнеров
7 целевых белков, кодируемых генами 18�й хромосомы человека (также в рамках проекта “Протеом чело�
века”). Фишинг на аффинных сорбентах с иммобилизованными в качестве лигандов целевыми белками
выполнен из лизата ткани печени человека и его отдельных фракций, полученных индивидуально для
каждого белка�наживки с помощью комбинации гель�хроматографии и SPR�анализа на присутствие в
них потенциально способных к взаимодействию белков. Были идентифицированы возможные молеку�
лярные партнеры и выполнена сравнительная оценка специфичности прямого фишинга для целевых бел�
ков. Прямой молекулярный фишинг был также успешно использован для поиска потенциальных белков�
партнеров, взаимодействующих с различными изоформами бета�амилоида, которые играют ключевую
роль в развитии болезни Альцгеймера. Для этого в качестве молекулярных наживок были использованы
синтетические пептиды, являющиеся аналогами металл�связывающего домена изоформ бета�амилоида, а
фишинг выполнен из лизата цитозольной фракции иммортализованных нейрональных клеток человека.
При фишинге на пептид А�бета�(1�16) идентифицированы 13 потенциальных белков�партнеров, выде�
ленных из цитозольной фракции клеток.

Ключевые слова: межмолекулярные взаимодействия, оптический биосенсор, масс9спектрометрия белков,
молекулярный фишинг, протеом человека, болезнь Альцгеймера.

DOI: 10.7868/S013234231601005X

УДК 577.1

 # ВВЕДЕНИЕ
Изучение белок�белковых взаимодействий рас�

ширяет наше понимание того факта, что большин�
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кислота; LC�MS/MS – метод идентификации белков с помо�
щью совмещенных технологий жидкостной хроматографии и
тандемной масс�спектрометрии; NHS – N�гидроксисукцини�
мид; PDEA – 2�(2�пиридинилдитио)этанамина гидрохлорид;
RU – резонансная единица; SPR – технология поверхностно�
го плазмонного резонанса; TTR – транстиретин.
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ство белков в живых системах функционируют в со�
ставе стабильных или временных надмолекулярных
комплексов [1]. Для этих исследований применя�
ются различные подходы с использованием биоин�
форматических, геномных и биохимических техно�
логий [2–4]. Наиболее достоверные и надежные ре�
зультаты дают биохимические методы, так как они
позволяют исследовать белок�белковые взаимодей�
ствия в условиях, близких к физиологическим.
В них используется общий принцип молекулярного
фишинга (молекулярной рыбалки) для выделения
белковых комплексов и последующей масс�спек�
трометрической идентификации белков�партне�
ров. Молекулярный фишинг, по сути, является ва�
риантом аффинного выделения из лизата биологи�
ческого материала целевых молекул на основе
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специфического взаимодействия между иммобили�
зованным лигандом (молекула�наживка) и его
предполагаемым (одним или несколькими) функ�
ционально компетентным партнером (молекула�
добыча) [4–6]. В качестве молекулы�наживки могут
быть использованы различные соединения – от не�
больших органических молекул [7, 8] до белков или
нуклеиновых кислот [4]. 

В наших исследованиях мы используем самый
простой вариант выделения в виде прямого молеку�
лярного фишинга с иммобилизованным на сорбен�
те целевым белком (белок�наживка, рис. 1).

Возможность применения прямого молеку�
лярного фишинга для целей белковой интеракто�
мики была показана в модельных экспериментах
с выделением известного белка�партнера в при�
сутствии белков с высоким уровнем неспецифиче�
ской сорбции [9] и в анализе белок�белковых взаи�
модействий в реальных биологических объектах
[10–12]. Недавно нами была выполнена оценка
границы применимости прямого фишинга для вы�
деления белков�партнеров из лизата биоматериала
[13]. С помощью SPR�анализа 12 белковых ком�
плексов с Kd от 10–5 до 10–9 М было показано, что
прямой молекулярный фишинг может быть ис�
пользован для исследования белок�белковых взаи�
модействий с Kd порядка 10–5 М и меньше. 

В настоящей работе приводятся результаты
успешного применения технологии прямого моле�

кулярного фишинга в двух проектах: (1) исследова�
ния в рамках проекта “Протеом человека” по изуче�
нию белок�белковых взаимодействий с участием
белков, кодируемых генами 18�й хромосомы чело�
века; (2) исследования в рамках комплексного гран�
та РФФИ (13�04�40108�К) для поиска потенциаль�
ных белков�партнеров, взаимодействующих с раз�
личными изоформами бета�амилоида, играющими
ключевую роль в развитии болезни Альцгеймера.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Молекулярный фишинг из лизата тканей пече�
ни с использованием в качестве лигандов двух бел�
ков, кодируемых генами 18�й хромосомы человека, –
микросомального цитохрома b5 (CYB5A) и тран�
стиретина (TTR), а также BSA в качестве независи�
мого контроля, выявил три различных набора
белков: 98, 120 и 220 белков соответственно (рис. 2а). 

Сравнительный анализ показал высокую спе�
цифичность качественного состава этих наборов,
о чем свидетельствует низкий уровень совпадения
индивидуальных белков. Большое число потенци�
альных белков�партнеров в “улове” может быть
обусловлено несколькими причинами (рис. 2б):
(а) присутствие действительно большого репертуа�
ра взаимодействий иммобилизованного лиганда с
индивидуальными белками�партнерами; (б) взаи�
модействие иммобилизованного лиганда со
сложными природными надмолекулярными ком�
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Рис. 1. Схема прямого молекулярного фишинга для выявления потенциальных белков�партнеров целевого лиганда. В
случае изучения белок�белковых взаимодействий лигандом служит исследуемый белок, иммобилизованный на носи�
теле. Получение лизата биологического образца проводится так же, как для аффинной хроматографии. Данная схема
фишинга также применима для исследования взаимодействий белков с низкомолекулярными лигандами непептид�
ной природы. LC�MS/MS – метод идентификации белков с помощью совмещенных технологий жидкостной хрома�
тографии и тандемной масс�спектрометрии. 

2*
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плексами (“партнеры партнеров”), в которых
прямой партнер выступает как дополнительный
лиганд, позволяющий выделить весь комплекс;
(в) взаимодействие неспецифических надмолеку�
лярных комплексов и/или мицелл, которые обра�
зуются в ходе пробоподготовки биологического
материала, с иммобилизованным лигандом. 

Выборочная проверка с помощью SPR�биосен�
сора взаимодействия идентифицированных белков
с белком�наживкой CYB5A подтвердила наличие “в
улове” прямых белков�партнеров [12], но не исклю�
чила возможности присутствия неспецифических
примесей (варианты “б” и “в” на рис. 2б).

Для минимизации неспецифических взаимо�
действий мы разработали метод целевого обедне�
ния/обогащения лизата, основанный на совме�
щении предварительного гель�хроматографиче�
ского фракционирования исследуемого лизата с
аналитическим фишингом в SPR�биосенсоре
(рис. 3). Фракции лизата, полученные в результате
хроматографического разделения, были проанали�
зированы по отдельности на присутствие молекуляр�
ных объектов, взаимодействующих с иммобилизо�
ванным на оптическом чипе лигандом. На рис. 3 в
качестве примера показаны совмещенные результа�
ты такого анализа для трех целевых белков: RAB27b,
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Рис. 2. Результаты прямого фишинга потенциальных белков�партнеров из лизата ткани печени человека. (а) Прямой
препаративный фишинг для выявления потенциальных белков�партнеров из лизата ткани печени человека к 3 целе�
вым белкам (“наживки”): микросомальному цитохрому b5 (CYB5A), транстиретину (TTR) и бычьему сывороточному
альбумину (BSA). (б) Иллюстрация возможных причин появления большого числа белков в “улове” после фишинга:
а – партнеры белка�наживки, б – партнеры разных порядков (“партнеры партнеров”), в – “соседи” в составе неспе�
цифических комплексов и мицелл.
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CXXC1 и SMAD4, с данными хроматографического
профилирования лизата. 

С учетом данных анализа на SPR�биосенсоре
индивидуально для каждого целевого белка�на�
живки были отобраны (и объединены) хроматогра�
фические фракции в диапазоне 10–100 кДа для по�
следующего препаративного фишинга. Указанный
метод позволил существенно сократить число иден�
тифицированных белков в “улове” (рис. 4). Так, на�
пример, после предварительного фракционирова�
ния для CYB5A число связавшихся белков в лизате
сократилось с 98 до 18 (см. рис. 2а и 4); аналогичная
ситуация имела место и для двух других белков.

Оригинальная процедура аналитического фи�
шинга проводилась также при анализе цитозоль�
ной фракции нейрональных клеток на присут�
ствие в ней молекулярных объектов, способных
взаимодействовать при участии ионов цинка с из�
вестными изоформами металл�связывающего до�
мена А�бета: A�бета�(1�16), изо�A�бета�(1�16), pS8�
A�бета�(1�16) и H6R�A�бета�(1�16) [14]. Связыва�
ние с белками нейрональных клеток наблюдалось
только для домена A�бета�(1�16).

С помощью протеомного анализа после препа�
тивного молекулярного фишинга против А�бета�

(1�16) были идентифицированы 13 потенциаль�
ных белков�партнеров (таблица).

Для оценки возможного участия идентифици�
рованных белков в процессах патологической аг�
регации бета�амилоида, ассоциированной с бо�
лезнью Альцгеймера, были проанализированы
касающиеся их литературные данные. Все без ис�
ключения 13 белков фигурируют во многих пуб�
ликациях [15–45] как потенциальные участники
данного патологического процесса (таблица), в
работе [42] описано прямое взаимодействие бел�
ка 14�3�3 (epsilon) с А�бета.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Прямой молекулярный фишинг основан на
аффинном выделении белков�партнеров, при�
сутствующих в лизате биологического материала,
за счет взаимодействия с иммобилизованным ли�
гандом, в качестве которого может выступать це�
левой белок или пептид. С помощью данного
подхода могут выявляться белки�партнеры, имею�
щие достаточно высокое сродство к лиганду, обес�
печивающее удерживание “улова” при выполнении
финальной процедуры отмывки аффинного сор�
бента от примесей. Ранее, с помощью SPR�анализа
различных по аффинности белковых пар нами было
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Рис. 3. Совмещение гель�хроматографического фракционирования лизата ткани печени человека и данных аналити�
ческого фишинга на чипе оптического биосенсора с иммобилизованными целевыми белками RAB27b, CXXC1 и
SMAD4. Стрелками показан индивидуальный для каждого белка выбор фракций для последующего препаративного
фишинга.
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показано, что прямой молекулярный фишинг при�
меним для исследования белок�белковых взаимо�
действий с Kd порядка 10–5 М и меньше [13]. 

Существует еще одна проблема, связанная с
применением прямого молекулярного фишинга в
сложных биологических системах, – обнаруже�
ние белков, имеющих опосредованное отноше�
ние к исследуемым белок�белковым взаимодей�
ствиям, но входящих в состав олигомерных ком�
плексов или даже сложных мицелл, в которых
основной белок�партнер играет роль дополнитель�
ного лиганда (рис. 2б). В данной работе частично
эта проблема была нами решена путем целевого
обеднения/обогащения лизата с помощью гель�
хроматографического фракционирования под кон�
тролем аналитического фишинга в SPR�биосенсоре
(рис. 3). Окончательное решение этой проблемы
возможно только путем SPR�валидации парных бе�
лок�белковых взаимодействий с использованием
высоко очищенных препаратов обнаруженных по�
тенциальных белков�партнеров.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Объекты исследования

В работе использованы образцы ткани печени
человека, полученные от фирмы ILSbio, LLC,
США. В качестве белков�наживок для молеку�
лярного фишинга были использованы высоко
очищенные (>95% по SDS�PAGE) препараты
6 целевых белков человека CYB5A, RAB27B,
FECH, SMAD4, CXXC1, RNMT, полученные в

Институте биоорганической химии НАН Беларуси
путем экспрессии в E. coli с последующей очисткой
с помощью металл�аффинной и ионообменной
хроматографии [9] и TTR (Sigma, США). Выбор
данного набора целевых белков был обусловлен
следующими соображениями: (1) работа выполня�
лась в рамках Российского сегмента международ�
ной программы “Протеом человека” и ограничива�
лась изучением белок�белковых взаимодействий с
участием белков, кодируемых генами 18�й хромосо�
мы человека; (2) была сделана первичная выборка
подобных белков, наиболее интересных с точки
зрения молекулярной медицины; (3) окончатель�
ный выбор целевых белков производился с уче�
том их коммерческой доступности или наработки
в Институте биоорганической химии НАН Бела�
руси. 

Цитозольная фракция из иммортализованных
нейрональных клеток человека получена в ИМБ
РАН. В качестве наживки для фишинга были ис�
пользованы синтетические пептиды (содержание
основного вещества >98% по RP�HPLC, Biopeptide
Co., LLC, США), являющиеся аналогами металл�
связывающего домена изоформ бета�амилоида:
А�бета�(1�16); изо�А�бета�(1�16), содержащий изо�
мер аспарагина в положении 7; pS8�А�бета�(1�16),
содержащий фосфорилированный серин в положе�
нии 8; H6R�А�бета�(1�16) – с заменой гистидина�6
на аргинин. К С�концу пептидов была дополни�
тельно пристроена последовательность тетрагли�
цилцистеина, предназначенная для иммобилиза�

Лиганд

Целевые
фракции
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Число
“пойманных”
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RNMT
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C

�M
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Рис. 4. Препаративный фишинг для 6 целевых белков (CYB5A, RAB27B, FECH, SMAD4, CXXC1 и RNMT), кодируе�
мых генами 18�й хромосомы человека. 
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ции пептидов на поверхности чипа оптического
биосенсора, а также на сорбент Thiol�Sepharose 4В.

В работе использованы реактивы следую�
щих производителей: CellLytic Mammalian Tissue
Lysis/Extraction Reagent, коктейль ингибиторов
протеаз Р8340 и т.д. (Sigma, США); расходные мате�
риалы и реагенты для оптических биосенсоров бы�
ли получены от фирмы GE Healthcare (Россия).

Получение лизата из ткани печени человека.
Образцы ткани печени человека (по 100 мг) гомо�
генизировали в 1 мл лизирующего буфера CellLytic
Mammalian Tissue Lysis/Extraction Reagent с до�
бавлением 10 мкл коктейля ингибиторов протеаз

Р8340 в ручном гомогенизаторе Sample griding kit
(GE Healthcare, США) и центрифугировали при
12000 об/мин и 4°С в течение 25 мин. Аликвоты
надосадочной жидкости (лизат ткани печени) по
100 мкл хранили при температуре –80°С. Содер�
жание белка в пробах лизата, которое определяли
спектрофотометрически по методу Брэдфорда,
составило 20–40 мг/мл.

Биосенсорные измерения. SPR�измерения вы�
полнены на четырехканальных оптических био�
сенсорах Biacore 3000 и Biacore T200 (GE Health�
care, США), работающих на эффекте поверхност�
ного плазмонного резонанса, под управлением

Белки из цитозольной фракции нейрональных клеток, идентифицированные при фишинге на А�бета�(1�16)

Номер Ген Код Uniprot Название белка Литература

1 YWHAB P31946 Белок 14�3�3 эпсилон 
14�3�3 protein epsilon

[15–17, 19–23, 40–44]

2 ACTBL2 Q562R1 Белок 2 подобный бета�актину 
Beta�actin�like protein 2 

[15–17, 23, 44]

3 POTEKP Q9BYX7 Белок 3, предположительно подобный бе�
та�актину 
Putative beta�actin�like protein 3 

[15–17, 23, 44]

4 ANXA2 P07355 Аннексин А2
Annexin A2 

[24, 25]

5 ATP5A1 P25705 Альфа субъединица митохондриальной 
АТP�синтазы
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial 

[15–18, 22, 26–28]

6 ANXA2P2 A6NMY6 Белок, предположительно подобный ан�
нексину А2 
Putative annexin A2�like protein 

[24, 25]

7 EEF1G P26641 Фактор элонгации 1�гамма
Elongation factor 1�gamma 

[15–17, 23]

8 ENO1 P06733 Альфа�энолаза
Alpha�enolase 

[15–17, 23, 25–30, 44]

9 HSP90AB2P Q58FF8 Предположительно белок теплового шока 
HSP 90�бета 2
Putative heat shock protein HSP 90�beta 2 

[15–18, 23, 26, 27, 30–32, 39]

10 HSP90AA2 Q14568 Предположительно белок теплового шока 
HSP 90�альфа А2
Putative heat shock protein HSP 90�alpha A2 

[15–18, 23, 26, 27, 30, 31, 39]

11 HSP90AA4P Q58FG1 Предположительно белок теплового шока 
HSP 90�альфа А4
Putative heat shock protein HSP 90�alpha A4 

[15–18, 23, 26, 27, 30, 31, 39]

12 HSP90AA1 P07900 Белок теплового шока HSP 90�альфа
Heat shock protein HSP 90�alpha 

[15–18, 23, 26, 27, 30, 31, 39]

13 CCT3 P49368 Гамма�субъединица белка 1 Т�комплекса
T�complex protein 1 subunit gamma 

[32–38]
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компьютерных программ “Biacore Control Software
v. 1.0” и “BIAevaluation v. 4.1”. Измерения осуществ�
ляли с использованием стандартных оптических
чипов СМ5, покрытых карбоксилированным декс�
траном. Регистрацию межмолекулярных взаимо�
действий осуществляли в реальном времени при од�
новременной инжекции растворов аналитов через
рабочий и контрольный каналы биосенсора при
25°С. После каждого измерения выполняли реге�
нерацию поверхности оптического чипа путем
инжекции регенерирующего буферного раствора
(2 М NaCl, 0.4% CHAPS) в течение 30 с. Сигналы
биосенсора регистрировали в резонансных еди�
ницах RU (1 RU соответствует 1 пг белка на по�
верхности оптического чипа) и представляли в
виде сенсограмм, отражающих изменение сигна�
ла во времени. Все измерения повторяли не менее
3 раз. Стандартное отклонение измерений не пре�
вышало 5%.

Иммобилизацию белков на оптическом чипе
осуществляли с помощью первичных аминогрупп
белков. Карбоксильные группы на поверхности чи�
па активировали путем инжекции через рабочий
канал биосенсора смеси EDC/NHS (0.2 М/0.05 М)
в течение 2 мин при скорости потока 5 мкл/мин с
последующей промывкой буферным раствором А
(150 мМ NaCl, 10 мМ HEPES, pH 7.4) в течение
3 мин при той же скорости. Иммобилизацию це�
левого белка осуществляли путем инжекции его
раствора с концентрацией 50 мкг/мл в 10 мМ аце�
татном буфере, рН 4.5 в течение 10 мин и скоро�
сти 10 мкл/мин. Непрореагировавшие активиро�
ванные группы блокировали введением 1 М рас�
твора этаноламина, рН 8.5 в течение 3 мин при той
же скорости. Количество связавшегося на поверх�
ности оптического чипа белка�лиганда определяли
из сенсограммы иммобилизации по уровню сигна�
ла биосенсора после окончания процедуры. Для ис�
пользовавшихся белков сигнал составил пример�
но 2500 RU (2.5 нг белка).

Иммобилизацию синтетических пептидов
осуществляли через сульфгидрильную группу
остатка цистеина на С�конце пептидов. После ак�
тивации карбоксильных групп на поверхности
чипа смесью EDC/NHS аналогично вышеопи�
санной процедуре осуществляли инжекцию
80 мМ раствора PDEA в 50 мМ боратном буфере,
рН 8.5 при скорости 5 мкл/мин в течение 4 мин.
Далее выполняли инжекцию раствора пептида в
концентрации 50 мкг/мл в 10 мМ ацетатном бу�
фере, pH 4.5 в течение 7 мин при скорости потока
5 мкл/мин. Оставшиеся реакционноспособные
группы на поверхности чипа были инактивирова�
ны путем введения блокирующего раствора ци�
стеина (50 мМ цистеин, 1 М NaCl, 0.1 М ацетат
натрия, рН 4.0) в течение 4 мин при скорости пото�
ка 5 мкл/мин с последующей промывкой буфер�
ным раствором А в течение 5 мин. Количество свя�
занного на поверхности оптического чипа целевого

пептида, определенное из сенсограммы иммобили�
зации, составляло порядка 800 RU (0.8 нг пептида).

Аналитический молекулярный фишинг

Аналитический вариант прямого молекуляр�
ного фишинга в отдельных пробах биологическо�
го лизата выполняли на биосенсоре Biacore 3000.
С этой целью использовали оптические чипы
СМ5 с иммобилизованными в качестве лигандов
белками или пептидами. Для биосенсорных из�
мерений в качестве буферного раствора для лиза�
та ткани печени человека использовали стандарт�
ный буферный раствор HBS�EP+ (150 мМ NaCl,
3 мМ EDTA, 0.05% Tween 20, 10 мМ HEPES, pH 7.4),
а для лизата нейрональных клеток – цинксодержа�
щий буферный раствор (100 мкМ ZnCl2, 50 мМ
HEPES, pH 6.8). Лизаты разбавляли в 40 раз буфер�
ным раствором и инжектировали (в качестве ана�
литов) через измерительный и контрольный ка�
налы биосенсора в течение 15 мин при скорости
потока 5 мкл/мин. Результат аналитического фи�
шинга считали положительным, если после ин�
жекции лизата разность сигналов измерительно�
го и контрольного канала биосенсора составляла
более 5 RU.

Аналитический фишинг в больших сериях об�
разцов (фракции, полученные при гель�хромато�
графическом разделении лизата ткани печени чело�
века) выполняли на оптическом биосенсоре Biacore
T�200. Все процедуры аналитического фишинга
были аналогичны описанным выше. Серийный
анализ выполняли в автоматическом режиме путем
последовательного забора проб из 96�луночного
планшета и многократного повторения запро�
граммированных циклов измерений.

Препаративный молекулярный фишинг. Препа�
ративный вариант прямого молекулярного фи�
шинга осуществляли в самодельных микроколон�
ках объемом 200 мкл, заполненных аффинными
сорбентами, полученными путем иммобилизации
целевых белков или пептидов на CNBr�Sepharose
или Thiol�Sepharose 4В соответственно. Раствор
белка (200 мкл, 1 мг белка/мл) в буферном растворе
(500 мM NaCl, 100 мМ NaHCO3, рН 8.3) смешива�
ли со 100 мг CNBr�Sepharose и инкубировали в те�
чение 2 ч. Количество иммобилизованного белка
оценивалось путем определения остаточной кон�
центрации несвязавшегося белка в растворе. В
среднем количество иммобилизованного белка
составило 0.8–0.9 мг белка на 1 г сорбента. Рас�
творы пептидов для иммобилизации (200 мкл,
1 мг пептида/мл) в буферном растворе (500 мM
NaCl, 1 мМ EDTA, 100 мМ Tris�HCl, pH 7.5) сме�
шивали со 100 мг сорбента и инкубировали в те�
чение 1 ч. Количество иммобилизованного пеп�
тида, оценивавшееся также по его остаточной кон�
центрации в растворе, составило 1.5–1.7 мг пептида
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на 1 г сорбента. Микроколонки устанавливали в
хроматограф AKTA Purifier 10 (GE Healthcare,
США) и уравновешивали буферным раствором при
скорости потока 50 мкл/мин и температуре 15°С.
Как и в случае аналитического фишинга, в качестве
буферного раствора для лизата ткани печени чело�
века использовали стандартный буферный раствор
HBS�EP+ (150 мМ NaCl, 3 мМ EDTA, 0.05% Tween
20, 10 мМ HEPES, pH 7.4), а для лизата нейрональ�
ных клеток — цинксодержащий буферный рас�
твор (100 мкМ ZnCl2, 50 мМ HEPES, pH 6.8). Да�
лее через колонку пропускали 4 мл лизата, разбав�
ленного в 2 раза соответствующим буферным
раствором, при скорости потока 50 мкл/мин в те�
чение 80 мин. Элюцию связавшихся белков при
фишинге из лизата ткани печени проводили 4%
раствором HCOOH, pH 2.5) и из лизата нейро�
нальных клеток буферным раствором, содержа�
щим 150 мМ NaCl, 50 мМ 2�меркаптоэтанол, 3 мМ
EDTA, 0.05% Tween 20, 10 мМ HEPES, pH 7.4 при
скорости потока 50 мкл/мин в течение 100 мин.
Содержание белка в элюатах, определенное по
методу Брэдфорда, составило 30–150 мкг/мл. 

Контроль на неспецифическое связывание
белков лизатов с хроматографическим носителем
осуществляли с помощью контрольного фишин�
га на колонках, заполненных исходной инактиви�
рованной сефарозой. Инактивацию сорбентов вы�
полняли путем их инкубации в инактивирующих
растворах: CNBr�Sepharose – в растворе 100 мМ
Tris�HCl, рН 7.4 в течение ночи, Thiol�Sepharose
4В – в 5 мМ растворе меркаптоэтанола в течение
5 минут.

Гель�хроматографическое фракционирование
лизата. Гель�хроматографическое фракциониро�
вание лизата ткани печени человека осуществля�
ли на хроматографе AKTA Purifier 10 (GE Helthcare,
США) под управлением программы UNICORN
v5.31 на колонке 10/200 GL Tricorn, заполненной
сорбентом Superose 6 prep grade (GE Helthcare,
США), уравновешенным буферным раствором
(150 мМ NaCl, 3 мМ EDTA, 0.05% Tween 20, 10 мМ
HEPES, pH 7.4), при скорости потока 250 мкл/мин
в течение 1 ч и температуре 15°С. Лизат в объеме,
соответствующем 10 мг белка, фракционировали
при скорости потока 500 мкл/мин и температуре
15°С и детекции при длине волны 280, 260 и 420 нм.
Сбор фракций по 250 мкл осуществляли в ячейки
96�луночного планшета (общий объем всех фрак�
ций – 15 мл). Содержание белка в полученных
фракциях, определенное по методу Брэдфорда,
составляло 1.0–1.5 мг/мл.

Масс�спектрометрическая идентификация бел�
ков. Идентификацию белков, выделенных в про�
цессе прямого молекулярного фишинга, выпол�
няли с помощью хроматографа Agilent 1200 и масс�
детектора Agilent серии 6300 с ионной ловушкой Ion
Trap LC/MS фирмы Agilent Technologies (США).

Для выполнения LC�MS/MS�анализа осуществля�
ли пробоподготовку элюата (30 мкг белка) по мето�
ду FASP (от англ. Filter�Aided Sample Preparation)
[46]. Все процедуры пробоподготовки выполняли в
концентраторе Vivaspin 500 Centrifugal Concentrator,
10 kDa MWCO (GE Healthcare, США). 

Каждую пробу анализировали 3 раза. Анализ
полученных данных и идентификацию белков
выполняли с помощью программы Mascot и базы
данных SwissProt. В число достоверно обнару�
женных включали белки, которые были иденти�
фицированы не менее 2 из 3 раз c достоверностью
p < 0.01 и Mascot Score >50. Окончательный состав
потенциальных белков�партнеров, выявленных
при прямом фишинге, формировали с учетом ре�
зультатов контрольного фишинга.
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Direct Molecular Fishing in Molecular Partners Investigation in Protein�Protein 
and Protein�Peptide Interactions

A. S. Ivanov*, #, P. V. Ershov*, А. А. Molnar*, Yu. V. Mezentsev*, L. А. Kaluzhsky*, Е. О. Yablokov*, 
А. V. Florinskaya*, О. V. Gnedenko*, А. Е. Medvedev*, S. А. Kozin**, V. А. Mitkevich**, 

А. А. Makarov**, А. А. Gilep***, А. Ya. Luschik***, I. V. Gaidukevich***, S. А. Usanov***
#Phone: +7 (499) 246936993; fax: +7 (499) 245908957; e9mail: asi@icnet.ru

*Institute of Biomedical Chemistry, Moscow, Russia
**Engelhardt Institute of Molecular Biology, Moscow, Russia

***Institute of Bioorganic Chemistry, Minsk, Belarus

An original experimental method of direct molecular fishing has been developed for identification of poten�
tial partners of protein�protein and protein�peptide interactions. It is based on combination of surface plas�
mon resonance technology (SPR), size exclusion and affinity chromatography and mass spectrometric iden�
tification of proteins (LC�MS/MS). Previously, we demonstrated applicability of this method for protein in�
teractomics using experimental model system, as well as in the pilot study in the frame of the Human
Proteome Project (HPP). In the present paper, this method was successfully applied to identify possible mo�
lecular partners of 7 target proteins encoded by genes of 18 chromosome (also in frame of HPP). Fishing on
the affinity sorbents with immobilized target proteins as ligands was carried out using total lysate of human
liver tissue as well as pooled sets of fractions (individual for each bait�protein) obtained by means of a com�
bination of size exclusion chromatography and SPR analysis for the presence of potential prey�proteins in
each fraction. As a result we obtained lists of possible molecular partners of all 7 proteins and performed a
comparative evaluation of direct fishing specificity for these target proteins. Direct molecular fishing was also
successfully used for search of potential protein partners interacting with different isoforms of amyloid�beta
peptide, playing a key role in the development of Alzheimer’s disease. The synthetic peptides that are analogs
of the metal�binding domain isoforms of beta�amyloid were used as molecular baits and the fishing was per�
formed in various fractions of immortalized human neural cells. As a result, 13 potential partner proteins were
identified in the cytosol fraction of the cells by fishing on amyloid�beta peptide (1–16).

Keywords: intermolecular interactions, optical biosensor, proteins’ mass9spectrometry, molecular fishing, human
proteome, Alzheimer’s disease
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