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Â. À. Êóëè÷êîâà è äð.
Ñîçäàíèå êëåòî÷íîé ëèíèè íà îñíîâå êëåòîê HEK293

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñåëåêöèîíèðîâàíà ñòàáèëüíàÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ íà îñíîâå ýìáðèîíàëüíûõ êëå-
òîê ïî÷åê ÷åëîâåêà HEK293, ýêñïðåññèðóþùàÿ ïðîòåàñîìíóþ ñóáúåäèíèöó PSMD14, ñëèòóþ ñ çåëåíûì
ôëóîðåñöåíòíûì áåëêîì EGFP è ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ HTBH. Ïîêàçàíî, ÷òî áåëîê PSMD14-EGFP-
HTBH âñòðàèâàåòñÿ â ïðîòåàñîìû è òàêèå êîìïëåêñû îáëàäàþò îñíîâíîé äëÿ ïðîòåàñîì õèìîòðèï-
ñèí-ïîäîáíîé ïåïòèäàçíîé àêòèâíîñòüþ. Ñêîíñòðóèðîâàííàÿ è ñåëåêöèîíèðîâàííàÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ
ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ â äàëüíåéøèõ ôëóîðåñöåíòíûõ èññëåäîâàíèÿõ ëîêàëèçàöèè ïðîòåàñîì â êëåòêå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àôôèííàÿ î÷èñòêà, çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê, õèìîòðèïñèí-ïîäîáíàÿ
ïåïòèäàçíàÿ àêòèâíîñòü, ïðîòåàñîìû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÀÀÃ — ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü, ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðå-
àêöèÿ, EGFP — ìîäèôèöèðîâàííûé çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê, HTBH — ñëîæíûé ïîëèïåïòèä,
ñîñòîÿùèé èç äâóõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èç øåñòè ãèñòèäèíîâ (H), ñïåöèôè÷åñêîãî ñàéòà ðàñùåïëåíèÿ
TEV-ïðîòåàçîé (T) è ñèãíàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äëÿ áèîòèíèëèðîâàíèÿ in vivo (B), GAPDH — ãëè-
öåðàëüäåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçà.

26S ïðîòåàñîìà — ýòî ìóëüòèñóáúåäèíè÷íûé áåëêî-
âûé êîìïëåêñ, êîòîðûé îñóùåñòâëÿåò ðåãóëèðóåìûé
óáèêâèòèí-çàâèñèìûé è óáèêâèòèí-íåçàâèñèìûé ïðîòåî-
ëèç áåëêà â êëåòêå (Konstantinova et al., 2008; Ìîèñååâà
et al., 2010; Öèìîõà, 2010). 26S ïðîòåàñîìà ñîñòîèò èç
ïðîòåîëèòè÷åñêîãî ÿäðà — 20S ïðîòåàñîìû è îäíîãî èëè
äâóõ 19S ðåãóëÿòîðîâ. 20S ïðîòåàñîìà ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé ïîëûé öèëèíäð, ñîñòîÿùèé èç ÷åòûðåõ ñëîæåííûõ â
ñòîïêó ãåïòàìåðíûõ êîëåö: äâà âíåøíèõ êîëüöà îáðàçî-
âàíû ñóáúåäèíèöàìè a-òèïà, äâà âíóòðåííèõ — ñóáúåäè-
íèöàìè b-òèïà. 19S ðåãóëÿòîðíûé êîìïëåêñ ïðîòåàñîì
ñîñòîèò èç øåñòè ÀÒÔàçíûõ (Rpt1-6) è äåâÿòè íå ÀÒÔàç-
íûõ (Rpn1—12) ñóáúåäèíèö. 19S êîìïëåêñ ñëóæèò äëÿ
óçíàâàíèÿ óáèêâèòèíèðîâàííûõ áåëêîâ è ïîäãîòîâêè èõ
ê äåãðàäàöèè â 20S êàòàëèòè÷åñêîé ïðîòåàñîìå (Mitten-
berg et al., 2008).

Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, ïðîòåàñîìû
â êëåòêå íàõîäÿòñÿ â ÿäðå è â öèòîïëàçìå, ÷òî íåóäèâè-
òåëüíî â ñèëó êðàéíåé âàæíîñòè óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíî-
ãî ïðîòåîëèçà äëÿ ðåãóëÿöèè îñíîâíûõ êëåòî÷íûõ ïðî-
öåññîâ (Konstantinova et al., 2008). Íè äëÿ êîãî íå ñåêðåò,
÷òî áîëüøàÿ ÷àñòü èññëåäîâàíèé êëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèè
áåëêà îñóùåñòâëÿåòñÿ ñ ïîìîùüþ èììóíîôëóîðåñöåíò-
íîé ìèêðîñêîïèè. Ãëàâíûì íåäîñòàòêîì òàêîãî ìåòîäà
ïîìèìî îãðàíè÷åííîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè è íåñïåöèôè÷å-

ñêîé ôëóîðåñöåíöèè ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìîñòü â ôèêñàöèè
êëåòîê, ÷òî íå ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü ýòîò ïîäõîä â ïðè-
æèçíåííûõ èññëåäîâàíèÿõ êëåòêè, íàïðèìåð ñ ïîìîùüþ
òåõíèêè time-lapse. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïðîâîäèòñÿ âñå
áîëüøå èññëåäîâàíèé, â êîòîðûõ èñïîëüçóþò çåëåíûé
ôëóîðåñöèðóþùèé áåëîê (GFP) èëè äðóãèå ôëóîðåñöèðó-
þùèå áåëêè â êà÷åñòâå ïðèæèçíåííîãî ìàðêåðà äëÿ èçó-
÷åíèÿ ðàçíîîáðàçíûõ ïðîöåññîâ âíóòðè íå òîëüêî êëåòêè,
íî è âñåãî îðãàíèçìà â öåëîì (Ikawa et al., 1999). Íàèáî-
ëåå ÷àñòî â òàêèõ èññëåäîâàíèÿõ èñïîëüçóþò ãåííî-èíæå-
íåðíûå ïîäõîäû äëÿ ñîçäàíèÿ ñëèòûõ ñ GFP áåëêîâ (Mis-
teli, Spector, 1997; Tsien, 1998; Lippincott-Schwartz et al.,
2001), ÷òî ïîçâîëÿåò íå ïðîñòî èçó÷àòü ëîêàëèçàöèþ áåë-
êà, íî è íàáëþäàòü çà åãî òðàíñïîðòîì â æèâûõ è íîð-
ìàëüíî ôóíêöèîíèðóþùèõ êëåòêàõ. Â áîëüøèíñòâå ñëó-
÷àåâ òàêîé ñëèòûé ñ GFP áåëîê ñîõðàíÿåò ñâîþ ôóíêöèþ,
åãî ëîêàëèçàöèÿ èëè àêòèâíîñòü íå èçìåíÿåòñÿ (Bastiaens,
Pepperkok, 2000; Lippincott-Schwartz et al., 2001). Îäíàêî
â ñëó÷àå, êîãäà èçó÷àåìûé áåëîê â êëåòêå ôóíêöèîíèðóåò
â êîìïëåêñå ñ äðóãèìè áåëêàìè, êðàéíå âàæíî êîíòðîëè-
ðîâàòü ýòè ïàðàìåòðû (ëîêàëèçàöèþ èëè àêòèâíîñòü) ó
ñëèòîãî ñ GFP áåëêà â ñîñòàâå áåëêîâîãî êîìïëåêñà.

Â ëèòåðàòóðå âñòðå÷àþòñÿ ðàáîòû, â êîòîðûõ ðàçëè÷-
íûå ïðîòåàñîìíûå ñóáúåäèíèöû 20S êîðîâîé ÷àñòèöû
(PSMA4, PSMA3, PSMA1 è PSMB9) è 19S ðåãóëÿòîðà
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(PSMD14 è PSMC2) ìàðêèðîâàëè ôëóîðåñöåíòíûì áåë-
êîì (Reits et al., 1997; Enenkel et al., 1998; Wilkinson et al.,
1998; Baldin et al., 2008; Miles et al., 2013). Íåñìîòðÿ íà òî
÷òî âî âñåõ óïîìÿíóòûõ ðàáîòàõ àâòîðû íàáëþäàëè ôëóî-
ðåñöåíöèþ, ëèøü ïðè ýêñïðåññèè ñëèòîãî ñ GFP áåëêà â
äðîææàõ (Enenkel et al., 1998; Wilkinson et al., 1998) ïîêà-
çàíî, ÷òî õèìåðíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê â êëåòêå íà-
õîäèòñÿ òîëüêî â ñîñòàâå ïðîòåàñîì è íå ïðèñóòñòâóåò â
ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè. Òàêîé êîíòðîëü êðàéíå âàæåí, îñî-
áåííî â ñëó÷àå ñîçäàíèÿ ñëèòîãî ñ GFP áåëêà íà îñíîâå
ñóáúåäèíèö a-òèïà èëè êàòàëèòè÷åñêèõ b-ñóáúåäèíèö, â
ñèëó òîãî ÷òî íåêîòîðûå èç ýòèõ ïðîòåàñîìíûõ áåëêîâ
íàõîäÿòñÿ â êëåòêå â ñâîáîäíîì îò ïðîòåàñîì ñîñòîÿíèè
(Apcher et al., 2004; Moiseeva et al., 2013).

Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå òîò ôàêò, ÷òî èíòåðåñû èññëå-
äîâàòåëåé íå îãðàíè÷èâàþòñÿ ëèøü íàáëþäåíèåì çà ëî-
êàëèçàöèåé èçó÷àåìûõ áåëêîâ â êëåòêàõ, âàæíî èìåòü
âîçìîæíîñòü àíàëèçèðîâàòü èõ áèîëîãè÷åñêóþ ôóíêöèþ.
Â ñâÿçè ñ ýòèì ìû ïîäîøëè ê âîïðîñó î ñîçäàíèè êëåòî÷-
íîé ëèíèè, êîòîðàÿ áû ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðîâàëà ïðî-
òåàñîìíóþ ñóáúåäèíèöó, íå òîëüêî ñëèòóþ ñ ôëóîðåñöè-
ðóþùèì áåëêîì, íî òàêæå èìåþùóþ ñïåöèôè÷åñêèé ó÷à-
ñòîê, êîòîðûé áû èñïîëüçîâàëñÿ ïðè âûäåëåíèè è
î÷èñòêå ïðîòåàñîì.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

K ë å ò ê è ïî÷êè ýìáðèîíà ÷åëîâåêà ëèíèè HEK293,
ïîëó÷åííûå èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð
(Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ), êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â
ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè ïëîäîâ êîðîâ,
â ïðèñóòñòâèè ïåíèöèëëèí-ñòðåïòîìèöèíà.

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è î í í ó þ ê î í ñ ò ð ó ê ö è þ ïîëó÷èëè íà
îñíîâå âåêòîðà pQCXIP (Clontech, ÑØÀ), â êîòîðûé ïî
ñàéòàì NotI è EcoRI âñòàâëåíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
hPSMD14-HTBH (ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåí ä-ðîì Ë. Õóàí-
ãîì; Wang et al., 2007). Ìåæäó ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿ-
ìè hPSMD14 è HTBH ïî ñàéòó ðåñòðèêöèè PacI ìû âñòà-
âèëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü EGFP, êîòîðóþ àìïëèôèöèðî-
âàëè ñ âåêòîðà pCX-EGFP (Addgene, ÑØÀ) ñ ïîìîùüþ
ïðàéìåðîâ 5R-CCTTAATTAACATGGTGAGCAAGGGCG-
AGGAGCTGTTC-3R è 5R-GGTTAATTAACTTGTACAGC-
TCGTCCATGCCGAGA-3R, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ ñàéòû ðå-
ñòðèêöèè äëÿ PacI. Íàëè÷èå, îðèåíòàöèþ è òî÷íîñòü
âñòàâêè â âåêòîðå îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêöèè è
èòîãîâûì ñåêâåíèðîâàíèåì.

Ò ð à í ñ ô å ê ö è þ êëåòîê ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ðåà-
ãåíòà TurboFect (MBI Fermentas, Ëèòâà) ñîãëàñíî ðåêîìåí-
äàöèÿì ôèðìû-èçãîòîâèòåëÿ. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå ïîñòàíîâêè
òðàíñôåêöèè êëåòêàì çàìåíÿëè òðàíñôåêöèîííóþ ñðåäó
íà íîâóþ, ñîäåðæàùóþ àíòèáèîòèê ïóðîìèöèí (Invitrogen,
ÑØÀ). Ñåëåêöèþ êëåòîê ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 1 íåä.

Ä ë ÿ ï ð è ã î ò î â ë å í è ÿ ê ë å ò î ÷ í î ã î ý ê ñ ò ð à ê -
ò à êëåòêè ïðîìûâàëè õîëîäíûì PBS è ëèçèðîâàëè â
áóôåðå À (50 ìÌ Na-ôîñôàò, pH 7.5, 100 ìÌ NaCl,
10 % ãëèöåðèí, 5 ìÌ ÀÒÔ, 1 ìÌ DTT, 5 ìÌ MgCl2,
0.5 % NP-40 è èíãèáèòîðû ïðîòåàç) â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè
4 °Ñ. Êëåòî÷íûå ôðàãìåíòû óäàëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíè-
åì ïðè 13 òûñ. îá/ìèí â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 4 °Ñ.

Ð à ç ä å ë å í è å á å ë ê î â â ã ð à ä è å í ò å ï ë î ò í î -
ñ ò è ã ë è ö å ð è í à (5—30 %) âûïîëíÿëè ñîãëàñíî îïè-
ñàííîé ðàíåå ìåòîäèêå (Moiseeva et al., 2013). Ôðàêöèè,
ñîäåðæàùèå áåëêîâûå êîìïëåêñû ðàçíûõ ìîëåêóëÿðíûõ
ìàññ, àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì Âåñòåðí-áëîòèíãà.

Â å ñ ò å ð í - á ë î ò è í ã áåëêîâ ñ ïðèìåíåíèåì âòîðè÷-
íûõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà,
âûïîëíÿëè, ñëåäóÿ ðåêîìåíäàöèÿì ôèðìû (Sigma, ÑØÀ).
Ïåðîêñèäàçó âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ êèòà SuperSignal (Pier-
ce, ÑØÀ). Áåëêè ôðàêöèîíèðîâàëè â äåíàòóðèðóþùåì
13%-íîì ÏÀÀÃ (Laemmli, 1970). Ïîëó÷åííûå ôðàêöèè
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ïåðåíîñèëè íà ôèëüòðû PVDF (Bio-
Rad, ÑØÀ) â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 25 ìM Òðèñ-HCl,
190 ìM ãëèöèíà, 0.05 % äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ è 20 %
ìåòàíîëà, pH 7.3. Ìåìáðàíó îòìûâàëè â áóôåðå TBS
(10 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.5, 150 ìÌ NaCl) è áëîêèðîâàëè
öåíòðû íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë 2.5%-íûì
ðàñòâîðîì áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà èëè 5%-íûì
îáåçæèðåííûì ìîëîêîì â ýòîì æå áóôåðå. Èçáûòîê áëî-
êèðóþùåãî àãåíòà îòìûâàëè áóôåðîì TBS è ìåìáðàíó èí-
êóáèðîâàëè ñ êîíúþãèðîâàííûìè ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà
àíòèòåëàìè ïðîòèâ áèîòèíà (Cell Signaling, ÑØÀ), ñ ìîíî-
êëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ GAPDH (Millipore,
ÑØÀ) èëè ñî ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ ñîîò-
âåòñòâóþùèõ ñóáúåäèíèö 26S ïðîòåàñîìû (Enzo, ÑØÀ).

Â û ä å ë å í è å ï ð î ò å à ñ î ì ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñò-
âèè ñ ìåòîäèêîé, îïèñàííîé ðàíåå (Wang et al., 2007).

Ï å ï ò è ä à ç í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü ïðîòåàñîì õèìî-
òðèïñèí-ïîäîáíîãî òèïà îïðåäåëÿëè ïî ãèäðîëèçó ôëóî-
ðîãåííîãî ïåïòèäà Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC (Enzo,
ÑØÀ). Äëÿ ýòîãî 0.4 ìM ñóáñòðàò èíêóáèðîâàëè ñ 1 ìêã
ïðîòåàñîì â òå÷åíèå 45 ìèí ïðè 37 °Ñ â áóôåðíîì ðàñòâî-
ðå, ñîäåðæàùåì 50 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.5, 1 ìÌ MgCl2,
10 ìÌ KCl, 1 ìÌ DTT è 5 ìÌ ATP. Ðåàêöèþ îñòàíàâëèâà-
ëè, äîáàâëÿÿ ðàâíûé îáúåì ñìåñè 70 ìÌ óêñóñíîé êèñëî-
òû, 100 ìÌ õëîðàöåòàòà íàòðèÿ è 30 ìÌ àöåòàòà íàòðèÿ.
Êîíöåíòðàöèþ ïðîäóêòà ãèäðîëèçà AMC (7-àìèíî-4-
ìåòèëêóìàðèíà) îïðåäåëÿëè íà ôëóîðèìåòðå VersaFluor
(BioRad, ÑØÀ), èçìåðÿÿ ýêñòèíêöèþ è ýìèññèþ ïðè äëè-
íàõ âîëí 365 è 440 íì ñîîòâåòñòâåííî (Barrett, 1980).

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û. Â ðàáîòå èñïîëü-
çîâàëè ñðåäó DMEM, ãëóòàìèí, ñûâîðîòêó ïëîäîâ êîðîâ,
ïåíèöèëëèí-ñòðåïòîìèöèí, òðèïñèí è PBS (ÁèîëîÒ, Ðîñ-
ñèÿ); ïóðîìèöèí (Invitrogen, ÑØÀ); áðîìèñòûé ýòèäèé è
êóìàññè G-250 (Serva, Ãåðìàíèÿ); õëîðîôîðì, Na-õëîðà-
öåòàò, ìåòàíîë, ýòàíîë, óêñóñíóþ êèñëîòó, ñîëÿíóþ êèñ-
ëîòó, ãëèöåðèí, KCl è NaOH (Ðîññèÿ); àêðèëàìèä, äèòèîò-
ðåéòîë, òðèñ-ãèäðîêñèìåòèëàìèíîìåòàí, ãëèöèí, MgCl2,
ÀÒÔ, äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ, b-ìåðêàïòîýòàíîë, ïåðñóëü-
ôàò àììîíèÿ è NaCl (Amresco, ÑØÀ); ìåòèëåí-áèñ-àêðè-
ëàìèä, ÝÄÒÀ, ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèä, ÒÅÌÅÄ,
tween-20, àöåòàò íàòðèÿ, áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí,
êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà êîçüè àíòèòåëà
ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè è êîçüè àíòèòåëà ïðî-
òèâ èììóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà (Sigma, ÑØÀ); NaCl è
àöåòàò íàòðèÿ (Merck, Ãåðìàíèÿ); TurboFect, ðåñòðèêòàçó
PacI, êèòû äëÿ âûäåëåíèÿ ÐÍÊ è ÄÍÊ (MBI Fermentas,
Ëèòâà); ôëóîðîãåííûé ïåïòèä Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-
AMC è àíòèòåëà ïðîòèâ ñóáúåäèíèö 26S ïðîòåàñîìû
Rpn7, a5, b1 è b7 (Enzo, ÑØÀ); ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòå-
ëà ïðîòèâ GAPDH (Millipore, ÑØÀ); êîíúþãèðîâàííûå ñ
ïåðîêñèäàçîé õðåíà àíòèòåëà ïðîòèâ áèîòèíà (Cell Signa-
ling, ÑØÀ); êèò SuperSignal (Pierce, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ñëèÿíèå ïðîòåàñîìíîãî áåëêà PSMD14 ñ GFP êàê
îäèí èç ìåòîäè÷åñêèõ ïîäõîäîâ äëÿ èññëåäîâàíèÿ ëîêà-
ëèçàöèè ïðîòåàñîì èñïîëüçîâàëñÿ ðàíåå (Wilkinson et al.,
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1998). Â òî æå âðåìÿ â ëèòåðàòóðå íåò äàííûõ î äîáàâëå-
íèè ê ïðîòåàñîìíîìó áåëêó äîïîëíèòåëüíî ê GFP ñïåöè-
àëüíîé ìåòêè (òåãà), êîòîðóþ ìîæíî áûëî áû èñïîëüçî-
âàòü äëÿ áûñòðîãî âûäåëåíèÿ ïðîòåàñîì èç òàêèõ êëåòîê
çà ñ÷åò àôôèííîãî ñâÿçûâàíèÿ. Ýòî ïîçâîëèëî áû çíà÷è-
òåëüíî ðàñøèðèòü èññëåäîâàíèÿ óáèêâèòèí-ïðîòåàñîì-
íîé ñèñòåìû, íå îãðàíè÷èâàÿñü ëèøü èçó÷åíèåì ëîêàëè-
çàöèè ïðîòåàñîì â êëåòêå.

Ðàíåå ïîêàçàíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ òåãèðîâàííîãî íà
Ñ-êîíöå ñëîæíûì ïåïòèäîì HTBH ïðîòåàñîìíîãî áåëêà
Rpn11 (PSMD14) â êëåòêàõ HEK293 ïîçâîëÿåò áûñòðî
âûäåëÿòü ïðîòåàñîìû ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ î÷èñòêè (Wang

et al., 2007). Òàêàÿ ñëîæíàÿ ìåòêà ñîñòîèò èç äâóõ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé èç øåñòè ãèñòèäèíîâ, ñïåöèôè÷åñêîãî
ñàéòà ðàñùåïëåíèÿ TEV-ïðîòåàçîé è ñèãíàëüíîé ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè äëÿ áèîòèíèëèðîâàíèÿ in vivo. Ïîëèïåï-
òèä HTBH èñïîëüçóåòñÿ â òðåõñòóïåí÷àòîé î÷èñòêå áåëêà
çà ñ÷åò ñâÿçûâàíèÿ ñ Ni2+-NTA êîëîíêîé (øàã 1), ýëþèðî-
âàíèÿ è ñâÿçûâàíèÿ ñ àâèäèíîâûì íîñèòåëåì (øàã 2),
ýëþèðîâàíèÿ ïóòåì îòùåïëåíèÿ ñ ïîìîùüþ TEV-ïðîòåà-
çû (øàã 3). Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî, ïîñêîëüêó â êëåòêàõ
ìëåêîïèòàþùèõ â îòëè÷èå îò êëåòîê äðîææåé áèîòèíè-
ëèðîâàííûå ýíäîãåííûå áåëêè âñòðå÷àþòñÿ ðåäêî, ïåð-
âûé ýòàï î÷èñòêè â íàøåì ñëó÷àå ìîæíî èñêëþ÷èòü.

220 Â. À. Êóëè÷êîâà è äð.

Ðèñ. 1. Ìèêðîôîòîãðàôèè êëåòîê HEK293 (à—ã): êîíòðîëüíûõ, âðåìåííî òðàíñôèöèðîâàííûõ PSMD14-EGFP-HTBH èëè EGFP
(48 ÷), à òàêæå ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðóþùèõ PSMD14-EGFP-HTBH (9 ñóò).

Ëåâàÿ ïàíåëü — ôëóîðåñöåíöèÿ, ïðàâàÿ ïàíåëü — â ïðîõîäÿùåì ñâåòå.



Âûáîð ðåòðîâèðóñíîãî âåêòîðà pQCXIP îáóñëîâëåí
òåì, ÷òî åãî èñïîëüçóþò â èíôåêöèîííîé äîñòàâêå êîíñò-
ðóêöèé â òðóäíî òðàíñôèöèðóåìûå êëåòêè. Â íàñòîÿùåé
ðàáîòå íå áûëî íåîáõîäèìîñòè èñïîëüçîâàòü èíôåêöèîí-
íûé òèï äîñòàâêè, ïîñêîëüêó êëåòêè HEK293 ëåãêî
òðàíñôèöèðîâàòü êàëüöèé-ôîñôàòíûì è(èëè) ëèïîôèëü-
íûì ìåòîäîì. Îäíàêî äàëüíåéøåå èñïîëüçîâàíèå òàêîãî
âåêòîðà â èññëåäîâàíèÿõ ëîêàëèçàöèè ïðîòåàñîì ïîçâî-
ëèò íàì ó÷èòûâàòü àñïåêò òêàíåñïåöèôè÷íîñòè, íå îãðà-
íè÷èâàÿñü âîçìîæíîñòüþ âûáîðà ëèøü ëåãêî òðàíñôèöè-
ðóåìûõ êëåòîê.

Íà íà÷àëüíîì ýòàïå ãåí EGFP áûë ââåäåí â âåêòîð
ìåæäó ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè PSMD14 è HTBH. Ïîëó-
÷åííàÿ ãåíåòè÷åñêàÿ êîíñòðóêöèÿ pQCXIP-PSMD14-
EGFP-HTBH òðàíñôèöèðîâàëàñü â êëåòêè HEK293, â êî-
òîðûõ ÷åðåç 2 ñóò ïîñëå òðàíñôåêöèè ôëóîðåñöåíòíîå
ñâå÷åíèå îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïèè (ðèñ. 1, á).
Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ ìû èñïîëüçîâàëè êëåòêè HEK293,
íåòðàíñôèöèðîâàííûå (ðèñ. 1, à) è òðàíñôèöèðîâàííûå
ïëàçìèäîé pCX-EGFP (ðèñ. 1, â).

Âðåìåííûå òðàíñôåêöèè ÷àñòî ïðèâîäÿò ê ñâåðõýêñ-
ïðåññèè èññëåäóåìîãî ãåíà, êîòîðàÿ íà íåñêîëüêî ïîðÿä-
êîâ âûøå åãî ôèçèîëîãè÷åñêîãî óðîâíÿ â êëåòêå. Íàáëþ-
äàåìîå íàìè ïîñëå òðàíñôåêöèè ôëóîðåñöåíòíîå ñâå÷å-
íèå â êëåòêàõ ïîäòâåðæäàåò, ÷òî ñëèòûé ïðîòåàñîìíûé
áåëîê ýêñïðåññèðóåòñÿ â êëåòêàõ. ×òîáû ñâåñòè ê ìèíè-
ìóìó ñâåðõýêñïðåññèþ PSMD14-EGFP-HTBH, ìû ïðîâå-
ëè ñåëåêöèþ êëåòîê, êîòîðàÿ äëèëàñü 9 ñóò ïðè êîíöåíò-
ðàöèè ïóðîìèöèíà 5 ìêã/ìë, äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñòàáèëüíîé
êëåòî÷íîé ëèíèè. Ïîñëå ýòîãî îñòàþòñÿ âîïðîñû î òîì,
ñîõðàíèòñÿ ëè äîñòàòî÷íûé äëÿ ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðî-
ñêîïèè óðîâåíü ýêñïðåññèè ñëèòîãî ñ EGFP ïðîòåàñîìíî-
ãî áåëêà â ñòàáèëüíîé êëåòî÷íîé ëèíèè è âñòðàèâàåòñÿ ëè
ñëèòàÿ ñóáúåäèíèöà â ïðîòåàñîìó. Ïîêàçàííûé íà ðèñ. 1,
ã óðîâåíü ôëóîðåñöåíöèè, êàê ìû ïîëàãàåì, ÿâëÿåòñÿ äî-

ñòàòî÷íûì äëÿ èññëåäîâàíèé âíóòðèêëåòî÷íîé ëîêàëèçà-
öèè ïðîòåàñîì íà ìîäåëè ïîëó÷åííîé ñòàáèëüíîé
êëåòî÷íîé ëèíèè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêî-
ïèè. Óðîâåíü ýêñïðåññèè ñëèòîãî áåëêà â ïðîøåäøèõ ñå-
ëåêöèþ êëåòêàõ HEK293, ýêñïðåññèðóþùèõ áåëîê
PSMD14-EGFP-HTBH, ïîêàçàí íà ðèñ. 2, à. Ñ ïîìîùüþ
àíòèòåë ïðîòèâ áèîòèíà ìû íàáëþäàëè ñèãíàë íà óðîâíå
ïðåäñêàçàííîé ïîäâèæíîñòè ñëèòîãî áåëêà â ñèñòåìå îä-
íîìåðíîãî SDS-ýëåêòðîôîðåçà (66 êÄà).

Èçâåñòíî, ÷òî ïðè ðàçäåëåíèè îáùåãî êëåòî÷íîãî
áåëêà â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè ãëèöåðèíà ïðîòåàñîìû ðàñ-
ïðåäåëÿþòñÿ â ïîñëåäíèõ ôðàêöèÿõ, è ýòè ôðàêöèè îáëà-
äàþò êðàéíå âûñîêèì óðîâíåì õèìîòðèïñèí-ïîäîáíîé
àêòèâíîñòè ñðåäè âñåõ ôðàêöèé ãðàäèåíòà (Kominami
et al., 1995; Seeger et al., 1996; Enenkel et al., 1998). Äëÿ
îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè âñòðàèâàíèè ñëèòîãî áåëêà â ïðî-
òåàñîìó áåëêîâûé ýêñòðàêò êëåòîê HEK293, ýêñïðåññèðó-
þùèõ áåëîê PSMD14-EGFP-HTBH, óëüòðàöåíòðèôóãè-
ðîâàëè â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè ãëèöåðèíà (5—30 %) è çà-
òåì ôðàêöèîíèðîâàëè íà 12 îäèíàêîâûõ ïî îáúåìó
÷àñòåé. Êàæäóþ ôðàêöèþ àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ Âåñ-
òåðí-áëîòèíãà (ðèñ. 3, à), à òàêæå îïðåäåëÿëè äëÿ êàæäîé
ôðàêöèè êîíöåíòðàöèþ îáùåãî áåëêà è íàëè÷èå õèìî-
òðèïñèí-ïîäîáíîé àêòèâíîñòè (ðèñ. 3, á). Ðàñïðåäåëåíèå
ñëèòîãî áåëêà PSMD14-EGFP-HTBH ïî ôðàêöèÿì ãðàäè-
åíòà îïðåäåëÿëè ïðè ïîìîùè àíòèòåë ïðîòèâ áèîòèíà.
Ìû íàáëþäàëè ñèãíàë íà óðîâíå ïðåäñêàçàííîé ïîäâèæ-
íîñòè áåëêà â ñèñòåìå îäíîìåðíîãî SDS-ýëåêòðîôîðåçà
ïðåèìóùåñòâåííî âî ôðàêöèÿõ 9—12 (ðèñ. 3). Ðåçóëüòàòû
àíàëèçà ðàñïðåäåëåíèÿ îáùåãî êëåòî÷íîãî áåëêà â ãðàäè-
åíòå ïîêàçàëè, ÷òî ôëóîðåñöåíòíûé ñèãíàë íàáëþäàëñÿ
âî ôðàêöèÿõ, ñîäåðæàùèõ ïðîòåàñîìíûå àíòèãåíû (îêðà-
ñêà àíòèòåëàìè ïðîòèâ ñóáúåäèíèö 20S ïðîòåàñîìû b7 è
a5), è ïðàêòè÷åñêè íå ïåðåêðûâàëñÿ ñ òåìè ôðàêöèÿìè, â
êîòîðûõ ðàñïðåäåëÿëèñü òàêèå êëåòî÷íûå áåëêè, êàê íà-
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Ðèñ. 2. Ýêñïðåññèÿ áåëêà PSMD14-EGFP-HTBH (à) è èììóíîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå ïðîòåàñîìíûõ àíòèãåíîâ â êîìïëåêñå ñî
ñòðåïòàâèäèí-áèîòèíîì ïîñëå èíêóáàöèè ñòðåïòàâèäèíîâîãî íîñèòåëÿ ñ êëåòêàìè HEK293, íåòðàíñôèöèðîâàííûìè è ñòàáèëüíî

ýêñïðåññèðóþùèìè ñëèòûé áåëîê PSMD14-EGFP-HTBH (á).

Äåíàòóðèðóþùèé ýëåêòðîôîðåç â 13 %-íîì ÏÀÀÃ áåëêîâîãî ýêñòðàêòà êëåòîê HEK293, íåòðàíñôèöèðîâàííûõ (1) è ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðóþùèõ
ñëèòûé áåëîê PSMD14-EGFP-HTBH (3), è áåëêîâ â êîìïëåêñå ñî ñòðåïòàâèäèí-áèîòèíîì ïîñëå èíêóáàöèè ñòðåïòàâèäèíîâîãî íîñèòåëÿ ñ êëåòêàìè

HEK293, íåòðàíñôèöèðîâàííûìè (2) è ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðóþùèìè ñëèòûé áåëîê PSMD14-EGFP-HTBH (4).



ïðèìåð GAPDH. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ýòè æå ôðàêöèè
ãðàäèåíòà òàêæå îáëàäàëè ìàêñèìàëüíûì óðîâíåì ïåïòè-
äàçíîé àêòèâíîñòè ïî òèïó õèìîòðèïñèíà (ðèñ. 3, á), ÷òî
óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ñëèòûé áåëîê ìèãðèðóåò â ãðàäèåíòå
ïðåèìóùåñòâåííî âìåñòå ñ ïðîòåàñîìíûìè êîìïëåêñàìè.
Òàêèì îáðàçîì, ìû ñîçäàëè êëåòî÷íóþ ëèíèþ, ýêñïðåñ-
ñèðóþùóþ ñëèòóþ ñ EGFP ñóáúåäèíèöó 19S ïðîòåàñîì-
íîãî ðåãóëÿòîðíîãî êîìïëåêñà, êîòîðàÿ âñòðàèâàåòñÿ â
ïðîòåàñîìû, ÷òî ïîçâîëèò â áóäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ èçó-
÷àòü äèíàìèêó ðàñïðåäåëåíèÿ ïðîòåàñîì â êëåòêå.

Ñëåäóþùèì ýòàïîì ñòàë àíàëèç âîçìîæíîñòè î÷èñò-
êè ïðîòåàñîì çà ñ÷åò àôôèííîãî ñâÿçûâàíèÿ àâèäèíà
(ñòðåïòàâèäèíà) c ó÷àñòêîì ñëîæíîãî ïîëèïåïòèäà
HTBH. Ê ýêñòðàêòó êîíòðîëüíûõ êëåòîê HEK293 è êëå-
òîê, ýêñïðåññèðóþùèõ áåëîê PSMD14-EGFP-HTBH, äî-
áàâëÿëè ñòðåïòàâèäèí-àãàðîçó, êîòîðàÿ çà ñ÷åò âûñîêîãî
ñðîäñòâà ìåæäó áèîòèíîì è àâèäèíîì ñâÿçûâàëà òåãèðî-

âàííóþ ïðîòåàñîìíóþ ñóáúåäèíèöó. Ìû íàáëþäàåì ñèã-
íàë íà óðîâíå ïðåäñêàçàííîé ïîäâèæíîñòè ñëèòîãî áåëêà
â ñèñòåìå îäíîìåðíîãî SDS-ýëåêòðîôîðåçà â êëåòî÷íîì
ëèçàòå è âî ôðàêöèè ñî ñòðåïòàâèäèíîâûì íîñèòåëåì
(ðèñ. 2, á). Ìû ïîêàçàëè ïðèñóòñòâèå ïðîòåàñîìíûõ àíòè-
ãåíîâ â ïîëó÷åííûõ íàìè ïðåïàðàòàõ àôôèííî-î÷èùåí-
íûõ ïðîòåàñîì, íåñóùèõ â ñåáå òåãèðîâàííóþ ñóáúåäèíè-
öó 19S ðåãóëÿòîðíîãî êîìïëåêñà (ðèñ. 2, á), ÷òî ïîäòâåð-
æäàåò âûñîêóþ ñïåöèôè÷íîñòü îäíîñòàäèéíîé î÷èñòêè
ïðîòåàñîì çà ñ÷åò ðåàêöèè àâèäèí—áèîòèí. Êàðòèíà ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ ïðîòåàñîìíûõ áåëêîâ â ñèñòåìå ýëåêòðîôîðå-
çà â ïðèñóòñòâèè SDS ïîêàçàíà íà ðèñ. 4, à è àíàëîãè÷íà
ïðåäñòàâëåííîé ðàíåå (Wang et al., 2007).

Ðàíåå ïîêàçàíî, ÷òî òåãèðîâàíèå ñóáúåäèíèöû ïðîòå-
àñîì PSMD14 ñëîæíûì ïîëèïåïòèäîì HTBH íå âëèÿåò
íà ïðîòåîëèòè÷åñêóþ ôóíêöèþ î÷èùåííîé ïðîòåàñîìû
(Wang et al., 2007). ×òîáû èñêëþ÷èòü âëèÿíèå EGFP â
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Ðèñ. 3. Ðàñïðåäåëåíèå áåëêîâîãî ýêñòðàêòà èç êëåòîê HEK293, ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðóþùèõ PMD14-EGFP-HTBH, âî ôðàêöèÿõ
ïîñëå óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè ãëèöåðèíà (5—30 %).

à — èììóíîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå âî ôðàêöèÿõ ãðàäèåíòà áèîòèíèëèðîâàííîãî áåëêà PMD14-EGFP-HTBH, âíóòðèêëåòî÷íîãî áåëêà GAPDH, ñóáú-
åäèíèö 20S ïðîòåàñîìû a-òèïà (a5) è b-òèïà (b7); á — ñîäåðæàíèå (%) îáùåãî áåëêà (òðåóãîëüíèêè) è ïåïòèäàçíîé àêòèâíîñòè ïî òèïó õèìîòðèïñè-

íà (êðóæêè) â êàæäîé ôðàêöèè ãðàäèåíòà.



êîìïëåêñå ñ HTBH íà àêòèâíîñòü ïðîòåàñîì, ìû îïðåäå-
ëèëè ïåïòèäàçíóþ àêòèâíîñòü õèìîòðèïñèíîâîãî òèïà
î÷èùåííûõ ïðîòåàñîì ïî ãèäðîëèçó ôëóîðîãåííîãî îëè-
ãîïåïòèäà, ñïåöèôè÷íîãî äëÿ äàííîãî ïðîòåîëèòè÷åñêî-
ãî öåíòðà ïðîòåàñîì (ðèñ. 4, á). Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ çà
ñïåöèôè÷íîñòüþ ïåïòèäàçíîé àêòèâíîñòè ìû èñïîëüçî-
âàëè ïðîòåàñîìíûé ïåïòèäíûé èíãèáèòîð MG132. Ñî-
ãëàñíî ïîëó÷åííûì ðåçóëüòàòàì, ïðîòåàñîìû, ñîäåðæà-
ùèå ñëèòûé áåëîê PSMD14-EGFP-HTBH, ñîõðàíÿþò âû-
ñîêóþ ïåïòèäàçíóþ àêòèâíîñòü ïî òèïó õèìîòðèïñèíà,
êîòîðàÿ ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿëàñü ñïåöèôè÷åñêèì äëÿ ïðî-
òåàñîì èíãèáèòîðîì MG132.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå, èñïîëüçóÿ ðàíåå ïîëó÷åííóþ
êîíñòðóêöèþ äëÿ àôôèííîé î÷èñòêè ïðîòåàñîì (Wang
et al., 2007), ìû ñîçäàëè êëåòî÷íóþ ëèíèþ íà îñíîâå êëå-
òîê HEK293 ñî ñòàáèëüíîé ýêñïðåññèåé ïðîòåàñîìíîé
ñóáúåäèíèöû PSMD14, ñëèòîé ñ ôëóîðåñöåíòíûì áåëêîì
EGFP è ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ HTBH. Äàííàÿ ëèíèÿ êëå-
òîê ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà â èññëåäîâàíèÿõ âíóòðè-
êëåòî÷íîãî òðàíñïîðòà ïðîòåàñîì ïðè ðàçëè÷íûõ âîçäåé-
ñòâèÿõ íà êëåòêè (â òîì ÷èñëå ñ ïîìîùüþ ïðèæèçíåííîé
ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè). Èñïîëüçîâàíèå ýòîé êëå-
òî÷íîé ëèíèè òàêæå ïîçâîëèò ïðîâîäèòü îäíîâðåìåííûé
àíàëèç èçìåíåíèé â ñàìèõ ïðîòåàñîìàõ, âêëþ÷àÿ ïðîòå-
îìíûå èññëåäîâàíèÿ ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé
áåëêîâ ïðîòåàñîì, èõ ñóáúåäèíè÷íîãî ñîñòàâà, áå-
ëîê-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé (Fedorova et al., 2011), ïðî-
òåîëèòè÷åñêèõ è íåïðîòåîëèòè÷åñêèõ àêòèâíîñòåé (Kuli-
chkova et al., 2010) è äðóãèõ õàðàêòåðèñòèê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ôåäå-
ðàëüíîé öåëåâîé ïðîãðàììû «Íàó÷íûå è íàó÷íî-ïåäàãî-
ãè÷åñêèå êàäðû èííîâàöèîííîé Ðîññèè» íà 2009—
2013 ãã. (¹ 8787).
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Ðèñ. 4. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ (à) è ïåïòè-
äàçíàÿ àêòèâíîñòü ïî òèïó õèìîòðèïñèíà (á) 26S ïðîòåàñîì,
àôôèííî-î÷èùåííûõ èç êëåòîê HEK293, ñòàáèëüíî ýêñïðåññè-

ðóþùèõ ñëèòûé áåëîê PSMD14-EGFP-HTBH.

à — îêðàñêà ãåëÿ Êóìàññè G-250; Ì — ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ
(MBI Fermentas, Ëèòâà), ñòðåëêîé óêàçàíî ïîëîæåíèå ñëèòîãî áåëêà
PSMD14-EGFP-HTBH. á — ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ
òðåõ íåçàâèñèìûõ îïðåäåëåíèé ôëóîðåñöåíöèè îñâîáîæäåííîãî
(7-àìèíî)-4-ìåòèëêóìàðèíà; 100 åä. ôëóîðåñöåíöèè ñîîòâåòñòâóþò
îñâîáîæäåíèþ 50 ïìîëü ïðîäóêòà; êîíöåíòðàöèÿ ïðîòåàñîì â ïðîáàõ

ñîñòàâëÿåò 1 ìêã.
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DESIGN OF CELL LINE STABLE EXPRESSING PROTEASOMAL SUBUNIT PSMD14 FUSED

TO THE FLUORESCENT PROTEIN EGFP AND HTBH TAG BASED ON HEK293 CELLS
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A stable cell line based on HEK293 cells that expresses proteasome subunit PSMD14 fused to the fluores-
cent protein EGFP and HTBH tag has been selected. This chimera was shown to be incorporated completely in-
to proteolitic active proteasomes. The created cell line can be used for further fluorescent studies of proteaso-
mes localization in the cell.

K e y w o r d s: affinity purification, chymotrypsin-like peptidase activity, green fluorescent protein, protea-
some.
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