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Селен�содержащий белок V млекопитающих
(SelV) (36.7 кДа) относится к семейству Rdx�белков:
содержит консервативный мотив СXXC/CXXU (где
С – цистеин, X – любая аминокислота, U – селено�
цистеин) в каталитическом центре и имеет тиоре�
доксин�подобную укладку, что свидетельствуют о
его участии в окислительно�восстановительных ре�
акциях [1]. Белок SelV – гомолог селен�содержаще�
го белка W (SelW) и также несет дополнительный
N�концевой пролин�богатый домен. Показано,
что мРНК SelV экспрессируется исключительно в
семенниках (сперматоцитах) [2]. Ранее нами
идентифицированы возможные партнеры этого
белка: O�ацетилглюкозаминтрансфераза (OGT),
а также Asb�9 и Asb�17, относящиеся к семейству
ASB (семейство белков, содержащих анкирино�
вые повторы и SOCS�домен – супрессор сигна�
лизации цитокинов). Однако специфичность
этих белок–белковых взаимодействий методом
коиммунопреципитации подтверждена лишь для
SelV с OGT и с Asb�9, но не с Asb�17 [3, 5]. 

В данной работе показано, что в клетках мле�
копитающих линии COS�7 профили локализации
SelV, N�концевого домена OGT и Asb�9 одинако�
вы, что может быть косвенным доказательством
взаимодействия между этими белками в клетке.

Выделение нуклеиновых кислот. Выделение
плазмидной ДНК проводили с использованием
наборов Plasmid Purification Midi Kit (“Qiagen”).
Для очистки продуктов ПЦР использовали про�

токол QIAquick PCR Purification Kit Protocol
(“Qiagen”), предназначенный для очистки одно�
и двухцепочечных фрагментов ДНК из реакцион�
ной смеси ПЦР и других ферментативных реак�
ций. При выделении и очистке продуктов ПЦР из
агарозного геля применяли QIAquick Gel Extrac�
tion Kit Protocol (“Qiagen”). 

Клонирование открытых рамок считывания ге�
нов исследуемых белков в составе вектора pEG�
FP�N2 (“Clontech”). Амплификацию открытых
рамок считывания (ORF) генов N�концевого до�
мена OGT, Asb�9 и Asb�17 проводили с использо�
ванием соответствующих праймеров: ogtF (5'�
GATGGAATTCATGGCGTCTTCCGTGGGC�3') и
ogtR (5'�CAATATGGGCCCTCAGGCTGACTCG�
GTGA�3'), asb�9F (5'�AGTCGAATTCATGGATG�
GTGAACAAAAGGG�3') и asb�9R (5'�CTATGG�
GCCCGAGGTGTAAAAGGAAGCG�3'), asb�17F
(5'�GTTACTCGAGATGAATAACTCTTCTAAAT�
TATG�3') и asb�17R (5'�AATCGGGCCCGCTTTC�
TAAATTCAGGAAG�3'). Полученные фрагменты
обрабатывали рестриктазами (“Fermentas”, Литва)
EcoRI и ApaI (для OGT�домена и Asb�9) или XhoI
и ApaI (для Asb�17). Очистку от нуклеаз проводили
с помощью горизонтального электрофореза.
Реакцию лигирования выполняли, используя
T4 ДНК�лигазу (“Fermentas”), при комнатной
температуре в течение 3 ч. В случае с SelV ис�
пользовали полученную ранее конструкцию,
представленную вектором pEGFP�N2, несу�
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щим ORF гена selV, кодирующую полноразмер�
ный белок.

Транзиентная трансфекция и GFP�флуоресцен�
ция. Для определения внутриклеточной локализа�
ции партнеров исследуемого белка клетки млекопи�
тающих линии COS�7 трансфицировали получен�
ными конструкциями с помощью кальцийфосфат�
опосредованного метода в солевом буфере 50 мM
HEPES, pH 7.05,содержащем 280 мМ NaCl, 10 мМ
KCl, 1.5 мМ Na2HPO4 · 2H2O, 12 мМ декстрозу. Ко�
личество вносимой плазмидной ДНК составля�
ло 8.8 мкг на монослой клеток на чашке Петри диа�
метром 60 мм. Трансфицированные клетки инкуби�
ровали при 37°С в СО2�инкубаторе в течение 24 ч,
затем отмывали в фосфатно�солевом буфере (PBS,
pH 7.4), и ядра окрашивали красителем Dapi
(“Promega”) в концентрации 300 нМ в течение 5 мин
при комнатной температуре, после чего инкубиро�
вали с красителем, селективно проникающим в
митохондрии MitoTracker Deep Red 633 (“Mo�
lecular Probe”) в концентрации 200 нМ в СО2�ин�
кубаторе в течение 15 мин при 37°С. Тщательно
отмыв клетки в PBS (pH 7.4), фиксировали их в
свежеприготовленном и охлажденном до 4°С рас�
творе 4%�ного параформальдегида в PBS (pH 7.4)
в течение 5 мин, после тщательной отмывки клет�
ки помещали в среду глицерин : PBS (в соотноше�
нии 9 : 1). Результаты трансфекции визуализиро�
вали с помощью конфокального микроскопа Lei�
ca TCS SP5 (“Leica Microsystems”, Германия).

На рисунке 1 приведены результаты клониро�
вания ORF генов исследуемых белков в составе
вектора pEGFP�N2, а также схематично пред�
ставлены полученные нами конструкции. Рису�
нок 2 отражает результаты трансфекции клеток
линии COS�7 этими конструкциями. Ранее мы
исследовали внутриклеточную локализацию SelV
и отдельно его N� и C�концевых доменов в клет�
ках млекопитающих этой же линии и показали,

что белок SelV локализуется в цитоплазме и ядрах
клеток COS�7, но не в митохондриях [4]. 

Согласно результатам конфокальной микро�
скопии (рис. 2), Asb�9 и N� концевой домен OGT
(последний выбран нами на основании данных о
том, что именно этот тетратрикопептидный до�
мен отвечает за белок�белковые взаимодействия
OGT со своими партнерами [6]) имеют такой же
паттерн внутриклеточной локализации, что и
SelV. Белок Asb�17 локализован аналогично, бу�
дучи равномерно распределен в цитоплазме кле�
ток и отсутствуя в митохондриях; однако отличие
тоже имеется: этот белок не обнаружен в ядрах.

Метод колокализации белков в клетках млеко�
питающих – современный и достаточно распро�
страненным метод, используемый для изучения
специфичности белок�белковых взаимодействий,
основным преимуществом которого считается
возможность исследования таких взаимодействий
в физиологических условиях – непосредственно в
клетках, а не в клеточных лизатах или изолирован�
ных из них комплексах. Однако в том случае, когда
внутриклеточная локализация исследуемых бел�
ков не ограничена каким�либо конкретным ком�
партментом клетки, как, например, в случае белка
SelV, достаточно сложно интерпретировать полу�
ченные результаты и с достоверностью говорить о
специфичности рассматриваемых белок�белковых
взаимодействий. Так, исследуемые в данной рабо�
те партнеры SelV, подобно ему, локализуются в ци�
топлазме и ядрах клеток, но существует большое
количество других белков, которые имеют ядер�
но�цитоплазматическое распределение, однако
далеко не все из них будут партнерами SelV. Не�
смотря на это, полученные результаты все�таки
достаточно информативны, поскольку, подобно
SelV, ни один из его потенциальных партнеров, не
локализуется в митохондриях, что может служить
косвенным доказательством их взаимодействия с
белком SelV. 

а б
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Рис. 1. Клонирование нуклеотидных последовательностей, кодирующих белки Asb�9, Asb�17 и N�концевой домен
OGT, в составе вектора pEGFP�N2 (“Clontech”). а – Схематическое изображение конструкций, включающих гены ис�
следуемых белков, в составе вектора pEGFP�N2 (“Clontech”). б – Электрофоретический анализ результатов скринин�
га колоний, содержащих исследуемые конструкции: ДНК�маркер (1); контрольный вектор pEGFP�N2 (2); ПЦР�ана�
лиз образцов, несущих последовательности открытых рамок считывания генов, кодирующих Asb�9, Asb�17 и N�кон�
цевой домен OGT в составе вектора pEGFP�N2 (соответственно 3, 5 и 7); рестрикционный анализ полученных
образцов (4, 6 и 8). 
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Рис. 2. Внутриклеточная локализация SelV и его потенциальных партнеров в клетках 

млекопитающих линии COS-7 методом кальцийфосфат-опосредованной трансфекции. 

а –GFP (контроль); б – SelV; в – N- концевой домен OGT; г – Asb-9; д –  Asb-17. По 

вертикали: первый ряд фотографий – ядра, прокрашенные красителем Dapi (300 нМ); 

второй ряд – слитные с GFP белки; третий ряд – митохондрии, прокрашенные 

MitoTracker Deep Red 633 (200 нМ); четвертый – совмещение каналов а–в. Стрелками 

указаны фотографии, соответствующие увеличенным изображениям участков, 

ограниченных рамками белого цвета. Фотографии слева соответствуют изображениям 

участков ядер клеток; фотографии справа – участкам цитоплазмы. 
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