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Мета. Відомо, що в клітинах пухлин ди-

тячого віку патологічні зміни часто включають 

інактивацію клітинних шляхів, зокрема таких, 

як ТР53 та RB-E2F1. Одним із протеїнів, який 

контролює клітинний шлях RB-E2F1, є 

MRPS18-2, що належить до родини мітохонд-

рійних рибосомних протеїнів MRPS18. Важливо 

вивчити стабільність білків цієї родини та здат-

ність їх до убіквітинування, що сприятиме ви-

вченню функціональних властивостей цих біл-

ків та їх роль у трансформації клітини. Методи. 

Отримання кДНК у векторі FLAG для експресії 

злитих білків, трансфекція пухлинних клітин 

людини MCF7, вивчення клітинної локалізації 

білків родини MRPS18 та їх убіквітинування за 

допомогою флуоресцентної мікроскопії з вико-

ристанням специфічних антитіл. Результати. 

Було виявлено, що злиті протеїни FLAG-

MRPS18-1 і FLAG-MRPS18-3 частково ко-

локалізуються із злитим протеїном HA-Ub у 

цитоплазмі у клітинах лінії MCF7. Протеїн 

FLAG-MRPS18-2 локалізується у ядрі. Виснов-

ки. Ядерна локалізація білка FLAG-MRPS18-2 

може свідчити про його додаткові функції у 

клітині: за рахунок взаємодії з протеїном RB і 

позитивного впливу на моно-убіквітування гіс-

тону Н2В протеїн MRPS18-2, можливо, задіяний 

у регуляції структури хроматину. 

Ключові слова: мітохондрійні рибосомні 

протеїни, MRPS18, деградація протеїнів, проте-

асоми, убіквітинування. 

 

Родина мітоходріальних рибосомних про-

теїнів MRPS18 включає три білку – MRPS18-1 

(MRPS18С), MRPS18-2 (MRPS18В) і MRPS18-3 

(MRPS18А). Геномами багатоклітинних тварин 

(metazoan) кодуються всі три гомологи, а в ін-

ших організмах тільки один гомолог [1]. Проте-

їни родини MRPS18 кодуються ядерним гено-

мом, у людини гени знаходяться на різних хро-

мосомах: MRPS18-2 і MRPS18-3 знаходяться на 

шостій хромосомі, а MRPS18-1 – на четвертій. 

Протеїни також розташовані на різних ділянках 

міторибосоми. Так, MRPS18-1 та MRPS18-2 

знаходяться на малій субодиниці, у той час як 

MRPS18-3 – на великій [2; 3]. Нами було вста-

новлено, що предком усіх трьох гомологів був 

бактеріальний протеїн MRPS18, а під час ево-

люційного розвитку пройшла дуплікація пер-

винного гена, причому у тварин (metazoan) дуп-

лікація відбулася тричі. На сьогодні існує три 

різних, але гомологічних один одному білки, 

причому один із них є транслокованим на іншу 

хромосому (ген MRPS18-1 транслоковано з шо-

стої хромосоми на четверту). Важливо також 

зазначити, що ген MRPS18-3 є результатом 

більш давньої дуплікації, що пояснює розташу-

вання білків родини MRPS18 на різних субоди-

ницях міторибосоми [4]. 

Серед усіх гомологів родини MRPS18 

протеїн MRPS18-2 є найбільш дослідженим. 

Так, рівень експресії білка MRPS18-2 підвище-

но у багатьох формах онкологічних захворю-

вань, зокрема таких, як рак ендометрію [5], пе-

редміхурова залоза [6], гепатоклітинна карци-

нома [7], інвазивна карцинома молочної залози 

[8], В-клітинні лімфоми [9] і гліобластоми [10]. 

Більше того, протеїн MRPS18-2 є онкопротеї-

ном, він бере безпосередню участь у регуляції 

клітинного циклу за рахунок взаємодії із білком 

ретинобластоми (RB), що інгібує перехід G1-S 

[11; 12].  

Незважаючи на те, що протеїн MRPS S18-

2 є найбільш вивченим серед вищевказаної ро-

дини, немає інформації щодо його стабільності, 

убіквітинування та швидкості деградації, що 

гальмує розуміння функції цього білка та всіх 

протеїнів родини MRPS. Тому метою нашої 

роботи було вивчення стабільності білків окрес-

леної родини та здатність їх до убіквітинування, 

що сприятиме визначенню функціональних вла-

стивостей таких білків та їх роль у трансформа-

ції клітини. 
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Матеріали і методи 

Отримання плазмід 

Для клонування кДНК генів родини 

MRPS18 використовували специфічні праймери, 

що містили сайти рестрикції HindIII та XbaI, і 

оригінальні клони, одержані із компанії Origene 

(США). Як вектор використовували плазміду 

pFLAG-CMV, у якій послідовність, кодуюча 

FLAG, знаходиться на 3’-кінці. В роботі вико-

ристовували набори PureLink™ HiPure Plasmid 

Midiprep Kit та GeneJET Plasmid Miniprep Kit 

(ThermoFisher Scientific, США). Ефективність 

клонування доводили прямим секвенуванням 

отриманих рекомбінантних конструктів. Плаз-

міда, кодуюча злитий протеїн НА-Ub, була 

отримана в подарунок від професора А. Чікано-

вера (Техніон, Хайфа, Ізраїль). 

Трансфекції та лінія клітин 

Клітинна лінія, отримана із інвазивної ка-

рциноми протоків молочної залози, MCF-7 

(Michigan Cancer Foundation-7) була взята в бан-

ку ліній клітин при ІЕПОР ім. Р.Є. Кавецького 

НАН України. Клітини культивували за темпе-

ратури 37ºС в атмосфері 5% СО2. Клітини на-

рощували в 6-лункових планшетах на покрівних 

скельцях у модифікованому середовищі Іскова 

(IMDM, ThermoFisher Scientific) з додаванням 

10% сировотки бика та антибіотиків. Трансфек-

цію клітин у логарифмічній фазі росту проводи-

ли  за допомогою ліпофектину та Реагенту 

Плюс (Life Technologies, США), використовую-

чи плазміди FLAG-MRPS18(1-3) і HA-Ub, а 

також відповідний вектор FLAG у якості нега-

тивного контролю. Через 48 год після трансфе-

кції аналізували трансфіковані клітини. 

Імунофарбування та флуоресцентна мі-

кроскопія 

Клітини фіксували в суміші метанолу і 

ацетону (1:1) за температури −20ºС протягом не 

менше 20 хв. Після регідратації у фосфатному 

буфері (PBS) на клітини наносили первинні 

антитіла (кролячі анти-FLAG, 1:100 у буфері, 

який містив альбумін із сироватки бика і тритон 

Х-100) та інкубували впродовж 1 год за кімнат-

ної температури, після чого тричі відмивали 

PBS. Всі первинні антитіла були від фірми Cell 

signaling, США, а вторинні – DAKO, Данія. Далі 

наносили вторинні анти-кролячі антитіла, про-

дукувані у свині і кон’юговані із FITC (1:30), 

протягом 30 хв за кімнатної температури і та-

кож тричі відмивали PBS. Потім наносили ми-

шачі моноклональні антитітла проти гемаглю-

тиніну вірусу грипу (НА) (1:50) на 1 год. Після 

відмивки PBS наносили анти-мишачі вторинні 

антитіла, продуковані у коня і кон’юговані із TR 

(1:200). До останніх антитіл додавали Hoechst 

(біс-бензимід 3223) (Invitrogen, США) в концен-

трації 0,5 мкг/мл. Усі реакції здійснювали у 

вологій камері. Потім на препарати наносили 

80% розчин гліцерину у PBS, який містив 2,5% 

1,4-діаза-біцикло-(2.2.2)-октану (Sigma, США) і 

накривали покровними скельцями. 

Імунофлуоресценцію реєстрували за до-

помогою флуоресцентного мікроскопа фірми 

Zeiss (Німеччина) і цифрової камери CD4400 

(Hamamatsu, Японія). Одержані графічні файли 

зберігали у форматі TIFF (24 біти). 

 

Результати та обговорення 

Для вивчення убіквітинування протеїнів 

in vitro кДНК, які кодують протеїни родини 

MPRS18, було проклоновано у плазмідний век-

тор з тагом FLAG для трансфекції у клітини 

ссавців (pFLAG-CMV). Далі отриманими плаз-

мідами трансфікували клітини лінії MCF7 разом 

із плазмідою НА-Ub. Ко-трансфекцію із пустим 

вектором pFLAG-CMV використовували в якос-

ті негативного контролю. 

Після трансфекції клітини фіксували че-

рез 48 годин і проводили подвійне фарбування 

за допомогою кролячих анти-FLAG та мишачо-

го анти-НА антитіл. У якості вторинних вико-

ристовували антитіла із флуоресцентними міт-

ками: проти кролячих – продуковані у свині і 

мічених FITC, проти мишачих – продуковані у 

коня та кон’югованих із міткою TR (Texas Red).  

Контрольні трансфекції показали, що сиг-

нали FLAG і HA не є високими; частково вони 

перекриваються у цитоплазмі клітин (рис. 1). 

Після трансфекції клітин конструктами, 

кодуючими злиті протеїни FLAG-MRPS18-1 і 

HA, спостерігали обидва протеїни в цитоплазмі 

трансфікованих клітин (рис. 2). Як видно з ри-

сунка, спостерігається перекривання сигналів 

FLAG-MRPS18-1  (зелений колір) і HA-Ub (чер-

воний колір), в основному в цитоплазмі. Раніше 

нами було встановлено, що протеїн MRPS18-1 

швидко руйнується – період напіврозкладу 

складає від 3 до 5 хвилин.  
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Рис. 1. Ко-трансфекція клітин MCF7 плазмідами, кодуючими поліпептиди FLAG і HA-Ub. Сиг-

нали FLAG (зелений) і HA (червоний) низької інтенсивності, проте частково перекриваються (верхня 

ліва панель).  

 

Протеїну MRPS18-3 властивий період на-

піврозкладу 40–50 хвилин. У трансфікованих 

клітинах злитий протеїн  FLAG-MRPS18-3 та-

кож демонструє цитоплазматичну локалізацію, 

причому майже весь сигнал цього білка перек-

ривається із цитоплазматичним сигналом злито-

го протеїну HA-Ub (рис. 3). Цей факт дає підс-

таву стверджувати, що деградація протеїну 

MRPS18-3 може проходити за рахунок убікві-

тинування і деградації полі-убіквітованого про-

теїну на протеасомах. 

Несподівано найбільш стабільний протеїн 

– MRPS18-2, час напіврозкладу якого переви-

щує 4 години, показує зовсім іншу картину 

(рис. 4). 

На відміну від інших протеїнів родини 

MRPS18, сигнал злитого білка FLAG-MRPS18-2 

детектується в ядрі клітин MCF7 (рис. 4, помі-

чено стрілками). Це може бути пов’язано з його 

високою стабільністю. Цікаво, що сигнал злито-

го білка HA-Ub спостерігався не тільки в цито-

плазмі, а і у ядрі. Це стосується трансфікованих 

клітин, які отримали обидві плазміди. Тоді сиг-

нали двох вказаних протеїнів ко-локалізувалися 

у ядрі клітин.  

Раніше нами було з’ясовано, що фактор 

транскрипції KLF4 зв’язується із промоторною 

ділянкою гена MRPS18-2 та активує транскрип-

цію останнього [13]. Протеїн KLF4 індукує 

плюрипотентність клітин, а також бере участь у 

розвитку злоякісних новоутворень різного гене-

зу, що частково пояснює високий рівень експре-

сії протеїну MRPS18-2 у стовбурових і пухлин-

них клітинах. Більше того, нами було встанов-

лено, що протеїн MRPS18-2 за рахунок взаємо-

дії з білком RB підсилює моно-убіквітування 

гістону Н2В [13], який контролює експерсію 

генів, задіяних у підтриманні фенотипу стовбу-

рових клітин.  

Гіпотетично протеїн MRPS18-2 може бра-

ти участь у регуляції структури хроматину, що 

планується довести експериментально у майбу-

тньому.  
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Рис. 2. Ко-трансфекція клітин MCF7 плазмідами, кодуючими злиті протеїни FLAG-MRPS18-1 і HA-Ub. 

Сигнали FLAG-MRPS18-1 (зелений) і HA-Ub (червоний) перекриваються в цитоплазмі трансфікованих клітин 

(помічено стрілками), що може свідчити про масивне убіквітування протеїну MRPS18-1. 

  

 
Рис. 3. Ко-трансфекція клітин MCF7 плазмідами, кодуючими злиті протеїни FLAG-MRPS18-3 і HA-Ub. 

Сигнали FLAG-MRPS18-3 (зелений) і HA-Ub (червоний) перекриваються в цитоплазмі трансфікованих клітин 

(помічено стрілками), що може свідчити про масивне убіквітування протеїну MRPS18-3. 
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Рис. 4. Патерн експресії злитих протеїнів FLAG-MRPS18-2 і HA-Ub у клітинах MCF7. Сигнали 

FLAG-MRPS18-2 (зелений) і HA-Ub (червоний) перекриваються в основному у ядрі трансфікованих 

клітин (помічено стрілками). 

 

Висновки 

Отже, отримані експериментальні дані 

свідчать про те, що гомологи родини MRPS18 

мають різні біохімічні властивості та функції. 

Так, протеїни MRPS18-1 і MRPS18-3, злиті із 

тагом FLAG, показують локалізацію у цитопла-

змі трансфікованих клітин MCF7, причому їх 

сигнал перекривається із сигналом злитого білка 

HA-Ub, який знаходиться в цитоплазмі. Най-

більш стабільний протеїн родини мітохондрій-

них рибосомних білків MRPS18–MRPS18-2 – 

локалізується в основному у ядрі, у випадку ко-

експресії із злитим протеїном HA-Ub, що вказує 

на його характерну і важливу функцію в клітині. 

Гіпотетично протеїн MRPS18-2  може брати 

участь у регуляції структури хроматину, що 

планується довести експериментально у майбу-

тніх роботах. 
Пропоновану роботу було підтримано Національ-

ною академією наук України (грант № 0119U103905). 
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STUDY ON UBIQUITINATION OF PROTEINS OF THE MRPS18 FAMILY IN VITRO 

Aim. It is known that in cancerous cells of childhood tumors the pathological changes often include inactivation of the 

TP53 and RB-E2F1 cellular pathways. One of the proteins controlling the latter pathway is MRPS18-2, that belongs to 

a family of mitochondrial ribosomal proteins MRPS18. It is important, to study the stability of proteins of this family 

and their ubiquitination, that might help to conclude about the functional properties of these proteins and their role in 

cell transformation. Methods. Cloning of cDNA in FLAG vector for expression of fusion proteins, transfection of 

human tumor cells MCF7, study on cellular localization of MRPS18 family proteins and their ubiquitination by 

fluorescence microscopy, using specific antibodies. Results. The FLAG-MRPS18-1 and FLAG-MRPS18-3 fusion 

proteins are partially co-localizing with the HA-Ub fusion protein in the cytoplasm of MCF7 cells. The FLAG-

MRPS18-2 protein is localized also in the nucleus. Conclusions. Nuclear localization of the FLAG-MRPS18-2 protein 

may indicate its additional functions in the cell: due to the interaction with the RB protein and the positive effect on 

mono-ubiquitination of histone H2B, the MRPS18-2 protein may be involved in the regulation of chromatin structure. 

Keywords: mitochondrial ribosomal proteins, MRPS18, protein degradation, proteasomes, ubiquitination. 


