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Субклітинну локалізацію адаптерного білка Ruki досліджували в клітинах ембріональної нирки 
людини лінії НЕК293, трансфікованих вектором pRc/CMV2/Rukt-Glu-tag. І мунофлуоресцентним 
аналізом показано, що рекомбінантний білок дифузно розподілений в цитоплазмі і ядрі транс
фікованих клітин НЕК293 з формуванням чітких пунктатів, локалізованих в ядрі, які, най
імовірніше, відповідають ядерцям. Ядерна локалізація Ruki підтверджена імуноблотингом екст
рактів ізольованих ядер трансфікованих клітин НЕК293 з використанням моноклональних 
анти-Glu-tag антитіл, а також нетрансфікованих клітин ИЕК293 і клітин U937 з використан
ням поліклональних анти-Ruk антитіл, Імунодот-блот аналізом виявлено здатність афінно 
очищеного препарату Ruki Glu-tagged взаємодіяти з ДНК тимусу теляти, але не з ДНК 
Escherichia colL Ядерна локалізація Ruki дозволяє передбачити виконання адаптерним білком 
нових, поки що не з'ясованих функцій, в ядрі еукаріотичної клітини. 

Вступ. Src-гомологічні домени типу З (SH3) впер
ше ідентифіковано як некаталітичні структурні 
компоненти протеїнкіназ родини Src [1 ]. Наступ
ними дослідженнями встановлено, що згадані доме
ни представляють собою невеликі білкові модулі 
довжиною 50—70 амінокислотних залишків, які 
опосередковують білково-білкові взаємодії шляхом 
селективного зв'язування Pro-збагачених послідов
ностей у складі внутрішньоклітинних сигнальних 
білків-мішеней [2—4]. SH3 домени виявлено в 
структурі як ензимів, тирозинових протеїнкіназ, 
фосфатаз, ліпаз [5, 6 ], так і цитоскелетних білків 
та різноманітних адаптерів [7—9]. Показано, що 
SH3 домени регулюють ферментативну активність 
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асоційованих білків [10, 11 ], модулюють СТРазну 
активність високоафінних GTPa3 [12], визначають 
внутрішньоклітинну локалізацію комплексів сиг
нальних білків [13, 14]. Білково-білкові взаємодії, 
опосередковані SH3 доменами, відіграють також 
важливу регуляторну роль у внутрішньоклітин
ному транспорті везикул (15], змінах архітектури 
клітини, залежних від функціонального стану ак-
тинового цитоскелету [16—18], ядерних подіях 
[19—22 ]. 

Ряд відомих на сьогоднішній день адаптерних 
білків включає множинні SH3 домени, що по
тенційно може призводити до формування кла
стерів лігандів з різними біологічними функціями. 
Одним з механізмів модулювання складу таких 
комплексів є фосфорилювання залишків Ser і Thr, 
сусідніх із Pro-збагаченими послідовностями [23 ]. 
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Так, нещодавно клонований білок Ruk, включає 
три SH3 домени, Pro- та Ser-збагачені послідов
ності, С-кінцевий «coiled-соіі» район і взаємодіє in 
vitro з такими сигнальними білками, як р85а регу
ляторна субодиниця фосфатидилінозит-3-кінази, 
Crk, Grb2, cCbl, Sos, p l30 C a s [24—26 ]. Беручи до 
уваги ці дані, а також широке розповсюдження 
Ruk, у різних типах тканин і клітин в культурі, 
існування множинних ізоформ Ruk, які є результа
том ініціації транскрипції з різних промоторів і 
альтернативного сплайсингу [24 ], можна припу
стити, що вказаний сигнальний білок відіграє інте
груючу роль у реалізації багатьох, поки що не 
з'ясованих, біологічних відповідей клітини. Резуль
тати імунофлуоресцентного аналізу та Вестерн-
блотингу, наведені в даній роботі, свідчать про 
можливість локалізації адаптерного білка Ruk, не 
лише в цитоплазмі, але і в ядрі клітин. Показано 
також, що рекомбінантному білкові Ruk, Glu-tagged 
притаманна здатність взаємодіяти з ДНК in vitro. 

Матеріали і методи. Культивування клітин 
та отримання клітинних лізатів. В експеримен
тах використовували клітини ембріональної нирки 
людини лінії НЕК293 та лейкемічні промоноци-
тарні клітини людини лінії U937, отримані з ко
лекції клітинних культур Інституту цитології АН 
Росії. Клітини НЕК293 культивували в середовищі 
DMEM, а клітини U937 — у середовищі RPMI 
1610, що містило 10 % ембріональної сироватки 
телят («GibcoBRL», Велика Британія), 2 мМ L-глу-
тамін, 50 МО/мл пеніциліну та 50 мкг/мл стреп
томіцину, у зволоженій атмосфері з 5 % С 0 2 при 
температурі 37 °С. Для отримання загальних лі
затів клітини двічі промивали охолодженим забу-
ференим фізіологічним розчином (ЗФР), що містив 
137 мМ NaCl, 2,7 мМ КС1, 4,3 мМ NajHPO^ 
1,7 мМ К Н 2 Р 0 4 (рН 7,3), і лізували на льодяній 
бані в буфері наступного складу: 10 мМ трис-НСІ 
(рН 7,5), 150 мМ NaCl, 1 %-й тритон Х-100, 5 мМ 
ЕДТА, 50 мМ NaF, 1 мМ Na3VO<, 1 мМ фенілме-
тансульфонілфторид (PMSF) («Fluka», Швейца
рія), 5 мМ бензамідин, 25 мкг/мл апротиніну 
(«Sigma», США), 10 мкг/мл лейпептину <«Sigma»), 
1 мкг/мл пепстатину («Fluka») протягом 20 хв. 
Детергент-нерозчинну фракцію осаджували цент
рифугуванням при 12000 об/хв протягом 15 хв. 
Концентрацію білка в супернатантах визначали за 
методом Петерсона [27 ]. Зразки лізатів, врівнова
жені за концентрацією білка, прогрівали в буфері 
для зразків Леммлі при 95 °С протягом 5 хв і 
розділяли електрофорезом у 5—17 %-му ПААГ за 
присутності SDS [28 ]. 

Конструювання вектора pRclCMV2/Rukt-Glu-
tag. Для субклонування Glu-tagged білка викори

стано вектор pRci CMV2 із вставкою повнороз-
мірної форми білка Ruk. Нуклеотидну послідов
ність, яка кодувала С-кінцевий фрагмент білка, 
модифікували за допомогою полімеразної ланцюго
вої реакції. 

Сенсовий праймер включав послідовність на
вколо Ара! центра (5-GCGACCAGTGGGCCCA-
CTGACACA-3'), а антисенсовий праймер — послі
довності для ендонуклеаз рестрикції EcoRI і АраІ, 
стоп-кодону, Glu-tag епітопу та 3'-кінцевого фраг
мента кДНК білка Ruk, (5'-GATGAATTCGGG-
CCCTCACTCCATCGGCATGAACTCCATTTTT-
GATTGGATAGCTTTCTTCTT-3). Ампліфіковану 
кДНК субклонували у вектор pRc/CMV2/Rukf за 
центром упізнавання ендонуклеазою рестрикції 
АраІ. Гїлазмідну ДНК очищували за допомогою 
набору реактивів «NucleoSpin System* («NT», Ве
лика Британія). 

Тимчасова трансфекція клітин лінії ИЕК293. 
Перед трансфекцією клітини НЕК293 культивува
ли на чашках Петрі діаметром 10 см до досягнення 
70 % конфлюенту. Клітини трансфікували плаз-
мідною ДНК (10 мкг на чашку) з використанням 
ліпофектаміну («GibcoBRL») згідно з протоколом 
компанії. 

Отримання ядерних екстрактів. Ядра клітин 
отримували гіпотонічним лізисом. Для цього до 
осаду клітин (6 -10 6 клітин) додавали охолоджений 
на льоду гіпотонічний буфер лізису, що містив 
20 мМ трис-НСІ (рН 7,4), 10 мМ КС1, 2 мМ 
MgCl2, 1 мМ 0 Т Т та інгібітори протеаз та фосфа-
таз (1 мМ ЕГТА, 1 мМ ЕДТА, 10 мМ ^-гліцеро
фосфат, 1 мМ Na 3 V0 4 , 1 мМ PMSF, пепстатин, 
лейпептин і апротинін по 10 мкг/мл кожного), і 
через ЗО хв гомогенізували в гомогенізаторі Даун-
са. Ядра осаджували центрифугуванням гомогенату 
в гіпотонічному буфері за присутності 1 мМ саха
рози при 1600 g впродовж 15 хв і промивали цим 
же буфером. Ядра лізували 1 %-м нонідетом Р-40 
у гіпотонічному буфері, розчинну і нерозчинну 
фракції розділяли центрифугуванням при 10000 g 
(15 хв). 

Імуноблотинг білків. Білки розділяли електро
форезом в градієнтному (5—17 %) ПААГ у бу
ферній системі Леммлі [28 ] і переносили на поліві-
нілдифторидну мембрану («Whathman», Велика 
Британія) протягом 2 год при силі струму 250 мА 
в буфері, що містив 20 мМ трис, 192,5 мМ гліцин 
(рН 8,3), 0,1 %-й SDS, 20 %-й метанол. Вільні 
центри зв'язування на мембрані блокували протя
гом 1 год 5 %-м сухим обезжиреним молоком в 
ЗФР/0,05 % твін-20. Детекцію білка Ruk, Glu-
tagged здійснювали з використанням мноклональ-
них анти-GIu-tag антитіл <«Sigma»). Ендогенні 
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форми білка Ruk на блотах виявляли з використан
ням поліклональних моноспецифічних антитіл до 
унікальної С-кінцевої послідовності з 17 аміно
кислотних залишків білка Ruk [24 ]. Як другі ан
титіла використовували анти-мишачі або анти-кро-
лячі IgG відповідно, кон'юговані з пероксидазою 
хрону («Sigma»). Імунореактивні плями виявляли 
за допомогою реагента для посиленої хемілюмінес
ценції (ECL) («Amersham», Велика Британія). 

Імунофлуоресцентна мікроскопія. Для імуно-
флуоресцентного аналізу клітини НЕК293 культи
вували на предметних скельцях і трансфікували, 
як описано вище. Фіксовані препарати обробляли 
за стандартним протоколом. Детекцію білка Ruk, 
Glu- tagged здійснювали з використанням монокло
нальних анти-Glu-tag антитіл. Як другі антитіла 
використовували анти-мишачі IgG, кон'юговані з 
FITC («Ріегсе», США). Отримані препарати аналі
зували під флуоресцентним мікроскопом фірми 
«Zeiss» (Німеччіна). 

Очищення рекомбінантного білка, Рекомбі
нантний білок Ruk, Glu-tagged очищували афінною 
хроматографією на білок-G-сефарозі, ковалентно 
кон'югованій з моноклональними анти-Glu-tag ан
титілами. Специфічно зв'язані білки елюювали в 
присутності 100 мкг/мл синтетичного Glu-tag пеп
тиду в 50 мМ трис-НСІ (рН 7,5), 300 мМ NaCl. 
Отриманий елюат діалізували проти 50 мМ трис-
НСІ (рН 7,5), що містив 150 мМ NaCl, 1 мМ ДТТ, 
50 %-й гліцерин. 

Дот-блот аналіз. ДНК тимусу телят та ДНК 
Е. соїі наносили на нітроцелюлозну мембрану у 
вигляді дискретних зон від 0,2 до 12 мкг у точку, 
опромінювали ультрафіолетом при 384 нм протя
гом 2 хв та висушували при 60 °С 5 хв. Вільні 
центри зв'язування на мембрані блокували протя
гом 1 год 5 %-м сухим обезжиреним молоком в 
ЗФР/0,05 % твін-20. Отриманий дот-блот інку-
бували з препаратом Ruk[ Glu-tagged <2 мкг/мл). 
Детекцію Ruk, Glu-tagged здійснювали з викори
станням анти-Glu-tag антитіл. Як другі антитіла 
використовували анти-мишачі IgG, кон'юговані з 
пероксидазою хрону. Контрольний дот-блот інку-
бували лише з антитілами. Імунореактивні плями 
виявляли реагентом для посиленої хемілюмінес
ценції (ECL). 

Результати і обговорення. Спільними рисами 
структурно-функціональної організації представ
ників нової родини адаптерних/«зсаг?оЫ» білків 
(Ruk/CIN85, CMS, CD2AP) є наявність на N-кінці 
множинних SH3 доменів, а на С-кінці — супер-
спіралізованого «coiled-соіі» району [24—26 ]. Білки 
цієї родини беруть участь у регуляції апоптозу, 
функціонального стану актинового цитоскелету, 
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Рис. 1. Експресія адаптерного білка Ruk| Glu-tagged у клітинах 
лінії Н Е К 2 9 3 . Клітини трансфікували вектором pRc/CM-
V2lRukf-Glu. Рівень експресії рекомбінантного білка визначали 
в загальноклітинних лізатах трансфікованих клітин методом 
імуноблотингу з використанням моноклональних антитіл до 
Glu-tag епітопу: а — 5 - і 7 %-й ПААГ, зафарбований Кумасі 
R-250; б—імуноблотинг ( / , З—клітини НЕК293, трансфі-
ковані рекомбінантним вектором; 2, 4 — клітини НЕК293, 
трансфіковані вектором pRc/CMV2 без вставки) 

а ь 

Рис. 2. Субклітинна локалізація адаптерного білка Ruk| у клі
тинах НЕК293 , трансфікованих вектором pRclCMV2lRukt-Glu-
tag. Скельця, на яких вирощували клітини, обробляли, як 
наведено в «Матеріалах і методах». Як перші антитіла викори
стовували анти-СІи-антитіла, як другі — анти-мишачі IgG, мі
чені FITC: а — світлова мікроскопія; б — флуоресцентна мікро
скопія 

мітогенній сигналізації. Для подальшого аналізу 
біологічної ролі білка Ruk, нами створено вектор 
для експресії в клітинах ссавців pRc/CMV2l Rukf 
Glu-tag, що кодував на С-кінці додатково молеку
лярну мітку, так звану Glu-tag послідовність 
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Рис. 3. Ідентифікація адаптерного бі
лка Ruk; у ядерній і цитоплазма
тичній фракціях в клітинах НЕК293, 
трансфікованих вектором pRc/CM-
V2/Rukj-Gtu-tag (а) , нетрансфікова-
них клітинах НЕК293 (б) і клітинах 
U937 (в). Детекцію Ruk, здійсню
вали методом імуноблотингу з вико
ристанням анти-Glu-tag антитіл (а) 
та поліклональних анти-Ruk антитіл 
(б, в): І, 4, 7 — ядерні фракції; 2, 5, 
8 — цитозольні фракції; І , б, 0 — 
загальноклітинні лізати 

« б 

Субклітинну локалізацію Ruk, Glu-tagged вив
чали імунофлуоресцентним методом. Як другі ан
титіла використовували анти-мишачі антитіла, мі
чені флуоресцеїном. За результатами імунофлуо-
ресцентної мікроскопії (рис. 2, б), Ruk, дифузно 
розподілений як у цитоплазмі, так і в ядрах клітин 
НЕК293 з формуванням чітких пунктатів, локалі
зованих в ядрі, які, найімовірніше, відповідають 
ядерцям (рис. 2, а). 

Для підтвердження можливої локалізації Ruk, в 
ядрі клітин нами було ізольовано ядра з клітин 
НЕК293 (трансфікованих pRc/CMV2/Ruk)_Glu-tag і 
не трансфікованих) та клітин U937 з наступним 
імуноблотингом ядерних екстрактів (рис. 3). Про
ведені експерименти свідчать, що рекомбінантна і 
ендогенна форми Ruk, з молекулярною масою 
85 кДа детектуються як в ядерній, так і в цито
плазматичній фракціях досліджуваних клітин, що 
узгоджується з даними імунофлуоресцентного ана
лізу. Слід, однак, відмітити, що в ядрі переважно 
виявляється форма з меншою електрофоретичною 
рухливістю в порівнянні зі спектром смуг, харак
терним для загальноклітинних лізатів і цитоплаз
матичної фракції. Згідно з численними даними 
літератури, поява менш рухливих форм сигнальних 
білків при електрофорезі в ПААГ за присутності 
SDS є результатом, як правило, їхньої посттранс-
ляційної модифікації шляхом фосфорилювання. 
Групою американських дослідників, яка незалежно 
відклонувала ортолог Ruk, людини, білок CIN85, 
було показано, що делеційний мутант CIN85 без 
С-кінцевого «coiled-соіі» району при експресії в 
клітинах HeLa виявляється винятково в ядрі клі
тин, у той час як присутність останнього визначає 
цитоплазматичну локалізацію вказаного адаптера 
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ДНК,мкг 0,2 1 

Рис. 5. Імунодот-блот аналіз спорідненості 
афінно очищеного препарату Ruk, Glu-(ag-
ged до Д Н К з використанням моноклональ-
них анти-Glu-tag антитіл. Дот-блот (А) ін-
кубували з Ruk| Glu-tagged (2 мкг/мл) з 
наступним імуноблотингом. Контрольний 
дот-блот (Б) інкубували лише з антитілами: 
а — Д Н К тимусу теляти; б — ДНК Е. соїі 

[29 ]. Беручи до уваги отримані нами дані щодо 
виявлення в ядерних екстрактах електрофоретично 
менш рухливої форми Ruk, у порівнянні з цито
плазматичною фракцією і загальноклітинними лі
затами, не виключено, що зміни конформації біл
ка, індуковані фосфорилюванням у специфічних 
фізіологічних ситуаціях, можуть спричинювати ек
ранування одних районів і експонування інших та, 
як наслідок, зміну внутрішньоклітинної локалізації 
адаптерного білка залежно від клітинного контек
сту. 

Локалізація рекомбінантного білка в ядрі клі
тин НЕК293, а також наявність у структурі Ruk, 
кластеру позитивно заряджених амінокислотних 
залишків, до складу якого входять п'ять залишків 
Arg (N-97RRRRR-C), дозволяють також припусти
ти, що досліджуваний білок може прямо або опосе
редковано утворювати надмолекулярні комплекси 
не лише з білками, а й з нуклеїновими кислотами. 

Для дослідження білково-нуклеїнової взаємодії 
в умовах in vitro нами отримано афінно очищений 
препарат Ruk, Glu-tagged за допомогою хромато
графії лізатів трансфікованих клітин НЕК293 на 
білок-С-сефарозі з ковалентно кон'югованими мо-
ноклональними анти-Glu-tag антитілами. За ре
зультатами електрофоретичного аналізу (рис. 4, 
доріжка / ) , очищений препарат рекомбінантного 
білка містить незначні кількості інших білків, які, 
не виключено, є специфічними ефекторними мі
шенями досліджуваного адаптера в умовах in vivo, 
у той час як методом імуноблотингу виявляється 
лише смуга з молекулярною масою близько 85 кДа 
(рис. 4, доріжка 2). Отриманий препарат Ruk, 
Glu-tagged інкубували з нітроцелюлозною мембра

ною, на яку було нанесено у вигляді дискретних 
концентричних зон різні кількості ДНК тимусу 
теляти та ДНК Е. соїі (рис. 5). Після імуно
блотингу з використанням анти-Glu-tag антитіл 
виявилося, що рекомбінантний білок специфічно і 
дозозалежно зв'язується з ДНК вищих еукаріотів і 
лише в незначному ступені — з ДНК бактерій. На 
даному етапі досліджень неможливо поки що зро
бити висновок, чи притаманна адаптерному білку 
Ruk, і/або білкам, які виділяються разом з ним у 
процесі афінного очищення, здатність до асоціації з 
ДНК. 

У низці публікацій останніх років наведено 
свідчення того, що SH3-BMicHi білки можуть бути 
залучені до виконання різноманітних сигнальних 
функцій в ядрі клітин. Так, SH3 домен аргінін-ме-
тилтрансферази людини HRMT1L1 опосередковує 
взаємодію з недавно ідентифікованим представни
ком (Е1В-АР5) родини гетерогенних ядерних рибо-
нуклеопротеїнів, які діють на різних стадіях мета
болізму РНК [ЗО], а ядерний БИЗ-зв'язуючий 
білок SNP70 співлокалізується з факторами сплай
сингу РНК [31 ]. Адаптерний білок Grb4, до складу 
якого входять три SH3 домени і один SH2 домен, 
функціонує як ядерний репресор v-уШ-індукованої 
транскрипції з c-jun/c-fos промоторних елементів 
[32 ]. Цікаво, що Pro-збагачений домен р53, який 
має потенціал для взаємодії з SH3 доменами сиг
нальних білків, опосередковує зв'язування р53 з 
ядерним матриксом і рівень цього зв'язування зро
стає в результаті генотоксичного стресу [21 ]. На 
якому з рівнів ядерної сигналізації може функ
ціонувати адаптерний білок Ruk, та механізми його 
взаємодії із ДНК, покажуть наступні дослідження. 
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СУБКЛІТИННА ЛОКАЛІЗАЦІЯ АДАПТЕРНОГО БІЛКА RUKI 

V. R. Orel, Yu. Ya. Kit, О. Yu. Danyluk, G. Yu. Shuvajeva, 
N. I. Ihumenceva, I. T. Gout, L. B. Drobot 

Subcellular localization of adapter protein Ruk, in HEK.293 cells 

Summary 

Subcellular localization of adapter protein Rukj has been investi
gated in human embryonic kidney HEK293 cells transfected with 
pRclCMV2lRukx-Glu-tag. Using immunofluorescence microscopy, it 
was shown that the recombinant protein was distributed diffusely in 
both cytoplasm and nucleus, but with punctated structures in the 
nucleus, which correspond in all probability to the nucleolus. The 
Ruk, localization in the nucleus was confirmed by Western blotting 
of nucleic extracts prepared from transfected HEK293 cells using 
monoclonal anti-Giu-tag antibodies, as welt as from nontransfected 
ЯЕК293 and U937 cells using polyclonal anti-Ruk antibodies. The 
ability of affine purified Rukt Glu-tagged preparation to bind to 
DNA from calf thymus, but not to Escherichia coli DNA, was 
revealed by the immunodot-blot analysis. The nuclear localization of 
Ruki suggests that this adapter protein is involved in some new, yet 
unrecognized functions, in the eukaryotic cell nucleus. 

В. P. Дрель, E. Ю. Паливода, Г. Ю. Шуваева, Н. И. Игуменце-
ва, Ю. Я. Кит, И. Т. Гут, В. Л. Бухман, Л. Б. Дробот 

Субклеточная локализация адаптерного белка Ruk, 
в клетках НЕК293 

Резюме 

Субклеточную локализацию адаптерного белка Rukt исследова
ли в клетках эмбриональной почки человека линии НЕК293, 
трансфиццроеанных вектором pRclCMV2l Ruk^Glu-tag. Им-
мунофлуоресцентным анализом показано, что рекомбинант-
ный белок диффузно распределен в цитоплазме и ядре транс-
фицированных клеток НЕК293 с формированием четких пунк-
татов, локализованных в ядре, наиболее вероятно соответ
ствующих ядрышкам. Ядерная локализация Rukj подтверждена 
иммуноблотингом экстрактов изолированных ядер трансфи-
цированных клеток НЕК293 с использованием моноклинальных 
анти-Glu-tag антител, а также нетрансфицированных клеток 
НЕК293 и клеток U937 с использованием поликлональных 
анти-Ruk антител. Иммунодот-блот анализом выявлена спо
собность аффинно очищенного препарата Ruk^ Glu-tagged вза
имодействовать с ДНК тимуса теленка, но не с ДНК Es
cherichia coli. Ядерная локализация Rukt позволяет предполо
жить выполнение адаптерным белком новых, пока еще не 
выясненных, функций в ядре эукариотической клетки. 
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