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[bookmark: _GoBack]Протеасома представляет собой мультисубъединичный протеолитический комплекс убиквитин-зависимого пути деградации белков, необходимый для поддержания клеточного протеостаза. У человека выделяют четыре фенотипа протеасом: конститутивную, иммуно-, тимо- и сперматопротеасому, различающиеся набором каталитических субъединиц 20S комплекса и, соответственно, субстратной специфичностью. Целью работы являлась разработка подхода к выделению всех четырёх фенотипов протеасом из эукариотических клеточных линий для характеристики их каталитических свойств и оценки как терапевтических мишеней.
Были сконструированы экспрессионные плазмиды, кодирующие субъединицы PSMB4, PSMB5, PSMB8, PSMB11 и PSMA8 в составе слитых конструкций с HTBH-тэгом. Стабильные клоны получали на основе линий HEK293T, Raji, HeLa и Ramos. Протеасомы выделяли аффинной хроматографией на стрептавидин-агарозе с последующим удалением тэга TEV-протеазой и финальной очисткой эксклюзионной хроматографией на колонке Superose 6. Каталитическую активность оценивали с помощью флуорогенных пептидных (Suc-LLVY-AMC, Boc-LRR-AMC, Z-LLE-AMC) и белковых (MBP, казеин) субстратов.
Для каждого фенотипа были определены оптимальные клеточные линии. Показано, что наибольшая эффективность отделения TEV-протеазы при эксклюзионной хроматографии достигается в буфере с 1 М NaCl. Полученные препараты проявляли активность на пептидных и белковых субстратах, а профили гидролиза флуорогенных субстратов соответствовали ожидаемым для каждого фенотипа, подтверждая корректность сборки комплексов.
Предложенный подход позволяет получать все фенотипы протеасом человека в рекомбинантной форме без использования животных тканей. Сформированная панель применима как для фундаментальных исследований субстратной специфичности и антигенного процессинга, так и для скрининга фенотип-селективных ингибиторов.
Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РНФ 23-74-00053.
