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В последнее время системы ауксин-зависимой деградации белков набирают все боль-
шую популярность среди исследователей [1]. Такие системы удобны для изучения функций
белков - простое добавление растительного гормона ауксина в культуральную среду позво-
ляет достичь быстрого и эффективного удаления интересующего белка, который должен
быть слит со специальным доменом для деградации.

Самые популярные варианты таких систем созданы на основе ауксин-связывающих
растительных белков F-бокса (AFB-белки): OsTIR1 и AtAFB2 [1], [2]. Их экспрессию так-
же необходимо обеспечить в клетках. Эти системы показали высокую эффективность де-
градации на различных модельных объектах.

В нашем исследовании мы использовали обе системы для ауксин-зависимой деградации
белков комплексов когезина и конденсинов Rad21 и SMC2, соответственно. Мы проанали-
зировали динамику их деградации в эмбриональных стволовых клетках мыши (mRad21,
mSMC2, mCapH, mCapH2) и в гаплоидной линии человека HAP1 (hRad21, hSMC2).

В наших условиях система AtAFB2 показала наибольшую эффективность для обоих
типов клеток. Уже через 30-60 минут мы наблюдали почти полное снижение количества
целевых белков. Однако мы обнаружили, что по мере культивирования эффективность
деградации белков снижается из-за увеличения доли клеток, нечувствительных к ауксину.
Мы показали, что это происходит из-за уменьшения уровня экспрессии AFB-белков. Даже
встройка кассет, кодирующих AFB-белки, в локус AAVS1 не обеспечивала стабильность
их экспрессии.

Также мы показали влияние pH культуральной среды на степень деградации белков
при использовании системы AtAFB2. При значениях pH больше 8,6 система ингибируется,
из-за чего деградации целевого белка не происходит. В то же время, при низких значени-
ях pH (в условиях стандартного закисления среды при культивировании) мы наблюдали
незначительный уровень деградации целевых белков даже при отсутствии ауксина.

Таким образом, в нашей работе мы показали необходимость периодической культи-
вирования клеточных линий в среде с селективным антибиотиком для предотвращения
снижения экспрессии AtAFB2 и восстановления чувствительности клеток к ауксину.
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