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Убиквитин-протеасомная система (УПС) осуществляет протеолиз большинства внутриклеточных
белков. Ключевые элементы УПС – мультисубъединичные белковые комплексы протеасомы, игра-
ют важную роль в адаптации клеток к различным видам стресса. Нами проведен анализ динамики
активности протеасом, содержания субъединиц протеасом, а также уровня экспрессии генов катали-
тических субъединиц протеасом в клетках линии U937 гистиоцитарной лимфомы человека сразу по-
сле теплового шока и через 2, 4, 6, 9, 24 и 48 ч после него. Выявлено изначальное снижение (до 62%)
активности протеасом в лизатах клеток, затем через 10 ч после теплового шока происходило постепен-
ное восстановление активности. Количество α-субъединиц протеасом в клетках снижалось уже через
2 ч после теплового шока, к 24–48 ч их концентрация также постепенно восстанавливалась. Показано
волнообразное изменение содержания специфических мРНК в клетках с максимумом через 2 ч и по-
степенным снижением к 48 ч после теплового шока. Оценено среднее количество копий мРНК про-
теасомных генов в пересчете на одну клетку, составлявшее от 10 для низко- до 150 для высокоэкспрес-
сируемых генов. Нами оценена эффективность восстановления функционального состояния УПС
после теплового шока, отражающая важную роль протеасом в поддержании гомеостаза клетки.
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ВВЕДЕНИЕ
Убиквитин-протеасомная система (УПС) осу-

ществляет деградацию большинства внутрикле-
точных белков, поэтому она участвует практиче-
ски во всех основных метаболических процессах
и в поддержании гомеостаза клетки [1]. Цен-
тральный элемент УПС – 20S протеасома, пред-
ставляет собой бочкоподобную структуру, обра-
зованную четырьмя кольцами по семь субъеди-
ниц в каждом. Каждое из двух внешних колец
состоит из семи α-субъединиц (α1–7) и выполня-
ет структурную, а также защитную функцию,
предотвращая случайный доступ субстратов в ка-
талитическую камеру, образованную двумя коль-
цами β-субъединиц. Три из семи β-субъединиц в
каждом кольце обладают каталитической актив-

ностью и осуществляют гидролиз полипептидной
цепи после кислых (β1), основных (β2) и гидро-
фобных остатков (β5) [2]. Кроме того, в состав
протеасом вместо конститутивных субъединиц
могут входить так называемые иммунные (β1i,
β2i, β5i), экспрессия которых стимулируется раз-
личными цитокинами (интерферон-γ (ИФНγ),
фактором некроза опухолей-α (ФНОα)) и повы-
шается при окислительном стрессе [3]. В клетках
20S протеасома может функционировать как сама
по себе, так и образовывать комплексы с регулято-
рами, образуя различные формы протеасом [4, 5].
Регуляторы обеспечивают субстратную специ-
фичность протеасом, а также, облегчают проник-
новение субстратов, влияя тем самым на ее актив-
ность. Основным параметром, характеризующим

Сокращения: УПС – убиквитин-протеасомная система, ТШ – тепловой шок.

УДК 577.042

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 53  № 4  2019

ДИНАМИКА ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ 639

функциональное состояние протеасомы, счита-
ется ее каталитическая активность.

Протеасомы играют ключевую роль в защите
клеток от различных стрессовых воздействий.
Так, разрушая окисленные и поврежденные бел-
ки, протеасомы помогают клетке справиться с
последствиями окислительного стресса [6]. По-
врежденные белки активно накапливаются во
время стресса, вызванного повышением темпера-
туры окружающей среды. Состояние УПС после
теплового шока (ТШ) рассмотрено в ряде работ
[7‒9], однако изменения активности протеасом и
их количества в клетках после ТШ изучено недо-
статочно. В данной работе изучено функциональ-
ное состояние протеасом в клетках линии U937
гистиоцитарной лимфомы человека до и на про-
тяжении 48 ч после ТШ.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Клетки. Клетки гистиоцитарной лимфомы

человека линии U937 (любезно предоставлены
В.С. Прасоловым, ИМБ РАН) культивировали в
среде RPMI 1640 (“Gibco”, Великобритания), со-
держащей 10% эмбриональной сыворотки круп-
ного рогатого скота (ФБС) (“HyClone”, Велико-
британия), 2 мМ L-глутамина и антибиотики (пе-
нициллин/стрептомицин) при 37°C, 5% CO2 и
95%-ной влажности.

Тепловой шок. Перед проведением ТШ число
клеток U937 подсчитывали в камере Горяева, за-
тем собирали в отдельные пробирки так, чтобы в
каждой было по 1 × 106 клеток. Пробирки поме-
щали в водяную баню (43°С) и инкубировали в те-
чение 1 ч. После окончания инкубации клетки пе-
реносили во флаконы для культивирования, поме-
щали в инкубатор и содержали при 37°C, 5% CO2 и
95% влажности. Перед ТШ, сразу после и через 2,
4, 6, 9, 24 и 48 ч клетки собирали центрифугиро-
ванием, пересчитывали в камере Горяева, отмы-
вали фосфатным буфером (ФБ) и либо заморажи-
вали при –80°C (для измерения активности про-
теасом или выделения РНК), либо лизировали в
буфере (50 мМ Трис-HCl pH 8.0, 150 мМ NaCl,
NP-40 1%, EDТА 5 мМ, коктейль ингибиторов про-
теаз Complete mini EDTA free (“Roche”, Швейца-
рия)) из расчета 1 мкл буфера на 104 клеток. Для по-
лучения ядерных и цитоплазматических фракций
использовали набор NE-PER Nuclear and cytoplas-
mic extraction reagents (“Thermo Scientific”, США)
согласно рекомендациям производителя.

Измерение активности протеасом. Химотрип-
синоподобную активность протеасом в гомогена-
тах клеток оценивали, как описано ранее [10].
Клетки размораживали и гомогенизировали из
расчета 1 × 106 клеток в 70 мкл буфера для гомоге-
низации (50 мM Tрис-HCl (pH 7.5), 100 мM NaCl,
5 мM MgCl2, 1 мM EDTA, 1 мM дитиотреитол,

10% глицерина, 10 мM Na2S2O5 и 2 мM ATР). Кон-
центрацию общего белка в образцах измеряли по
методу Лоури [11]. Химотрипсиноподобную ак-
тивность протеасом определяли по уровню гид-
ролиза флуорогенного субстрата Suc-LLVY-AMC
(“Sigma-Aldrich”, США) с использованием Versa-
Fluor Fluorometer (“Bio-Rad”, США). Активность
измеряли в трех повторностях в 100 мкл буфера
для определения активности, содержащего 6 мкл
осветленного гомогената [12]. Специфическую ак-
тивность протеасом контролировали, определяя ее
также в пробах, в которые кроме гомогената вно-
сили 10 мкМ ингибитора протеасомы MG132
(“Sigma-Aldrich”, США). Полученные значения
пересчитывали на 1 мкл осветленного гомогената,
умножали на уравнивающий коэффициент (полу-
чен после определения концентрации белка в
пробах), вычисляли среднее значение и стандарт-
ное отклонение, после чего пересчитывали со-
держание (%) относительно уровня активности в
контрольных клетках.

Ингибиторный анализ и иммуноблотинг. Дина-
мику содержания протеасом после ТШ оценивали
также в лизатах клеток, обработанных ингибитора-
ми протеасомного и лизосомного протеолиза. Пе-
ред ТШ в культуральную среду клеток добавляли
ингибитор протеасом MG132 (“Sigma-Aldrich”) в
концентрации 5 мкМ или ингибитор лизосомного
протеолиза – хлорохин (“Sigma-Aldrich”), в кон-
центрации 10 мкМ. Далее проводили ТШ и после-
дующие манипуляции, как описано выше.

Субъединичный состав протеасом в лизатах
клеток анализировали методом иммуноблотинга.
Белки разделяли с помощью электрофореза в
12%-ном денатурирующем (содержащим доде-
цилсульфат натрия (ДСН)) полиакриламидном
геле (ПААГ) в Трис-глициновом буфере, после
чего переносили на нитроцеллюлозную мембра-
ну (“Bio-Rad”, США). Эффективность переноса
оценивали, окрашивая мембраны 0.1%-ным рас-
твором Ponceau Rouge (“Sigma-Aldrich”). Для вы-
явления субъединиц протеасом мембраны инку-
бировали с первичными антителами (табл. 1) в те-
чение 2 ч, затем отмывали ФБ, содержащим 0.1%
Tween 20 (“Fisher Scientific”, США) и инкубиро-
вали с соответствующими вторичными антитела-
ми (табл. 1), конъюгированными с пероксидазой
хрена. Блоты проявляли с помощью набора ECL
Prime (“GE Healthcare”, Великобритания). Для
нормирования сигнала мембраны отмывали от
антител сначала буфером для снятия антител
(ФБ, 2% ДСН, 100 мМ β-меркаптоэтанол), а за-
тем дополнительно ФБ. Мембраны инкубирова-
ли с первичными антителами к β-актину (табл. 1),
после чего отмывали и инкубировали с соответ-
ствующими вторичными антителами, меченны-
ми пероксидазой хрена (табл. 1) и проявляли, как
описано выше.
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Ультрацентрифугирование. Для оценки секре-
ции протеасом в составе внеклеточных везикул
клетками, подвергнутыми ТШ, среду культиви-
рования клеток заменяли свежей, а затем прово-
дили ТШ. Культуральную жидкость собирали
сразу после ТШ, а также через 2, 4, 6, 9, 24 и 48 ч,
центрифугировали при 400 g в течение 5 мин, а за-
тем при 5000 g в течение 5 мин. После каждого цен-
трифугирования отбирали надосадочную жид-
кость, переносили ее в новую пробирку, а осадки
выбрасывали. Полученные образцы центрифуги-
ровали через 10%-ный раствор сахарозы в ультра-
центрифуге Beckman Ultima (“Beckman”, США)
при 100000 g в течение 2 ч. Осадки растворяли в
ФБ и анализировали с помощью иммуноблотин-
га, как описано выше.

Разработка системы для проведения ПЦР в ре-
альном времени. Из клеток, подвергнутых ТШ и
замороженных при –80°С, выделяли суммарную
РНК с помощью набора GeneJET RNA Purifica-
tion Kit (“Thermo Scientific”) согласно рекоменда-
циям производителя. Концентрацию и чистоту
РНК в образцах определяли спектрофотометри-
чески, используя прибор NanoDrop (“Thermo
Scientific”). Образцы РНК обрабатывали с помо-
щью набора RapidOut DNA Removal kit (“Thermo
Scientific”) для удаления ДНК. Далее проводили
реакцию обратной транскрипции, используя об-
ратную транскриптазу Maxima H Minus (“Thermo
Scientific”) и праймер oligo(dT)20 для получения
кДНК (1.5 мкг суммарной РНК в реакционной
смеси). Уровень экспрессии генов каталитиче-
ских субъединиц протеасом (PSMB5, PSMB6,
PSMB7, PSMB8, PSMB9, PSMB10), а также генов,
кодирующих β-актин (Actb) и белок теплового
шока 70 (БТШ70, ген HSPA1A), оценивали мето-
дом ПЦР в реальном времени. Праймеры для
ПЦР (табл. 2) подобраны на базе платформы IDT
(https://eu.idtdna.com) и приложения OligoAnalizer с
учетом критериев, описанных в [13]. С помощью
этих праймеров получены ПЦР-продукты, которые

после очистки из агарозного геля клонировали
(кроме HSPA1A) в вектор pAL-2T, используя набор
Quick TA kit (“Евроген”, Россия). Таким образом
был получен набор плазмид, содержащих корот-
кие фрагменты генов, соответствующих ПЦР-
продуктам. После измерения концентрации
плазмид при помощи онлайн-ресурса EndMemo
(http://www.endmemo.com/bio/dnacopynum.php) бы-
ло определено количество копий каждой из них в
единице объема. На следующем этапе оценивали
эффективность амплификации специфических
фрагментов с помощью ПЦР. Матрицей при этом
служили серийные разведения плазмид. Продук-
ты ПЦР анализировали в 2.5%-ном агарозном геле
(см. Приложение на сайте http://www.molecbio.ru/
downloads/2019/4/supp_Morozov_rus.pdf, рис. 1). В
ходе тестов определяли оптимальные параметры
проведения реакции и чувствительность систе-
мы. Затем эффективность амплификации с каж-
дой парой праймеров оценивали в ПЦР в реаль-
ном времени, используя набор Luminaris Color
HiGreen qPCR Master Mix (“Thermo Scientific”), а
также серийные разведения плазмид и серийные
разведения кДНК (Приложение, рис. 2, 3). Реак-
ции с контрольными плазмидами проводили в
присутствии 100 нг ДНК-носителя (ДНК из спер-
мы лосося (“Thermo Scientific”). На этапе приме-
нения разработанной системы для оценки уров-
ней экспрессии генов каталитических субъеди-
ниц протеасом методом ПЦР в реальном времени
в каждую реакцию вносили по 2 мкл разбавлен-
ной в 4 раза кДНК. Каждую опытную точку (К, 0,
2, 4, 6, 9, 24 и 48 ч) для всех генов анализировали
в двух повторностях, а калибровку системы осу-
ществляли по серии разведений плазмид (в реак-
цию вносили 2, 10, 102, 103, 104, 106, 107 копий каж-
дой плазмиды). ПЦР в реальном времени прово-
дили в приборе LightCycler 480 (“Roche”).
Выходные данные прибора, в том числе значения
пороговых циклов, анализировали, используя
приложение Microsoft Excel. По построенной ка-

Таблица 1. Антитела, использованные в работе
Антитела Производитель

Моноклональные антитела мыши против набора α-субъединиц протеасом 
α1,2,3,5,6,7

“Enzo”, США

Поликлональные антитела кролика против субъединицы β-5 “GeneTex”, США
Моноклональные антитела кролика против субъединицы β-5i “Cell signaling”, США
Поликлональные антитела кролика к белку теплового шока 70 Любезно предоставлены

Евгеньевым М.Б.
Моноклональные антитела мыши против субъединицы Rpt6 регулятора 19S “Enzo”, США
Моноклональные антитела кролика против β-актина “Sigma-Aldrich”, США
Антитела козы против IgG мыши, конъюгированные с пероксидазой хрена “Enzo”, США
Поликлональные антитела козы против IgG кролика, конъюгированные
с пероксидазой хрена

“Abcam”, Великобритания
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Рис. 1. Динамика химотрипсиноподобной активно-
сти протеасом в лизатах клеток U937 после теплового
шока. Активность протеасом определяли по гидроли-
зу флуорогенного субстрата Suc-LLVY-AMC. Опыт
проводили в трех повторностях.
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либровочной кривой (значения пороговых циклов
для серийных разведений соответствующей плаз-
миды) определяли количество копий транскрип-
та каждого гена в единице объема. Далее подсчи-
тывали количество транскриптов, приходящихся
на 1 мкг суммарной РНК. После чего оценивали
среднее количество транскриптов гена в одной
клетке. Для этого необходимо было оценить сред-
нее количество суммарной РНК, приходящееся
на одну клетку. Поэтому проводили дополни-
тельный эксперимент. Из известного количества
клеток трижды выделяли РНК и измеряли ее кон-
центрацию. Среднее значение РНК в одной клет-
ке линии U937 составило 12 ± 1 пг. Это значение
использовали при вычислении количества тран-
скриптов каждого гена, приходящихся на одну
клетку. Нормирование проводили по уровню экс-
прессии гена Actb.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Динамика активности протеасом

в клетках U937 после теплового шока
Выявлено резкое снижение активности проте-

асом в клетках U937, подвергнутых ТШ (рис. 1).
Так, сразу после ТШ химотрипсиноподобная ак-
тивность протеасом составляла 70% от изначаль-
ной, а через 2 ч – 54%. Наименьший уровень ак-
тивности протеасом в лизатах клеток U937 – 38%
от изначального – отмечен через 9 ч после ТШ
(рис. 1). После чего активность постепенно вос-
станавливалась и спустя 48 ч после ТШ достигала
примерно 85% от уровня в контрольных клетках.
Результаты экспериментов, указывающие на
снижение активности протеасом, хорошо согла-
суются с данными, полученными ранее при изме-
рении активности протеасом через 2 ч после ТШ
(25 мин при 42°С на клетках линии RMA) [7]. В то
же время профиль активности протеасом, опре-
деленный нами, отличался от данных, получен-
ных на фибробластах человека после проведения
ТШ в течение 1 ч при 41 или 42°C [8]. В частности,
через 5 ч после ТШ снижение химотрипсинопо-
добной активности протеасом составляло при-
мерно 14% [8], после чего следовал резкий ее рост.
Однако данные [8] указывают на более суще-
ственное снижение активности протеасом в клет-
ках, подвергнутых ТШ при более высоких темпе-
ратурах (например, при 43°С) [8]. Таким образом,
в ответе различных клеток на повышение темпе-
ратуры просматриваются общие закономерности,
хотя протокол проведения ТШ, а также тип исполь-
зованных клеток, по-видимому, сильно влияют на
изменение активности протеасом. Среди возмож-
ных причин снижения активности можно отметить
более низкую эффективность “созревания” протеа-
сом, посттрансляционные модификации их субъ-
единиц [7], а также уменьшение количества уже со-
бранных комплексов. Поэтому мы анализировали

динамику содержания субъединиц протеасом в ли-
затах клеток после ТШ.

Динамика содержания протеасом и БТШ70
в лизатах клеток U937 после теплового шока

Содержание протеасом в лизатах клеток оце-
нивали методом иммуноблотинга с антителами к
структурным α-субъединицам (α1, 2, 3, 5, 6, 7), а
также к каталитическим субъединицам β5 и β5i,
отвечающим за химотрипсиноподобную актив-
ность протеасом. Кроме того, определяли содер-
жание субъединицы Rpt6 регулятора 19S. Коли-
чество протеасом в лизатах клеток начинало сни-
жаться сразу после ТШ и достигало минимума
уже через 2 ч (рис. 2а, б). Затем количество субъ-
единиц протеасом и регулятора 19S восстанавли-
валось. Однако количество протеасом восстанав-
ливалось неравномерно. Так, содержание субъ-
единиц росло в интервале 2–6 ч после ТШ, затем
следовала стабилизация или спад, продолжав-
шийся до 9-го часа, с последующим восстановле-
нием количества протеасом (рис. 2а, б). Учитывая
нашу методику получения лизатов клеток (мяг-
кий лизис без разрушения ядер), и данные, при-
веденные в [7], указывающие на изменение внут-
риклеточной локализации протеасом после ТШ,
мы сравнили содержание протеасом в ядерной и
цитоплазматической фракциях, полученных из
контрольных клеток и клеток, инкубированных в
течение 2 ч после ТШ (рис. 2в). Мы не обнаружи-
ли существенного увеличения количества протеа-
сом в лизатах ядер, более того, в ядерной фракции
клеток U937 практически отсутствовали α-субъ-
единицы протеасом. Эти результаты согласуются
с недавно опубликованными результатами, ука-
зывающими на преимущественно цитоплазмати-
ческую локализацию активных протеасом, как
минимум, в некоторых клеточных линиях [14].
Данные о снижении количества протеасом отли-
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чаются от представленных ранее [8], однако разли-
чия могут быть объяснены использованием других
клеточных линий и другого протокола проведения
ТШ. В качестве дополнительного контроля мы оце-
нили количество БТШ70 в лизатах клеток U937, ко-
торое начинало резко расти через 2–4 ч после окон-
чания ТШ и достигало пика в районе 9 ч, после чего
уровень белка стабилизировался и оставался на том
же уровне даже спустя 48 ч после ТШ (рис. 2а, г).

Влияние ингибиторов протеасом и лизосом
на содержание протеасом в клетках

после теплового шока

В условиях стресса протеасомы разрушаются
путем аутофагии [15, 16]. Известно, что ТШ
(43°C) стимулирует аутофагию, при этом марке-
ры аутофагии LC3I и LC3II накапливаются в про-
межутке между 3–6 ч после ТШ [17]. Для оценки

Рис. 2. Анализ содержания субъединиц протеасом в клетках U937 после ТШ. а – Иммуноблотинг лизатов контроль-
ных клеток, а также клеток, инкубированных в течение 0, 2, 4, 6, 9, 24 и 48 ч после ТШ с антителами к субъединицам
протеасом, регулятору 19S и БТШ70. Проводили не менее двух биологических повторностей, в опыте по изучению ди-
намики содержания α-субъединиц протеасом, n = 4. Представлены репрезентативные результаты каждого экспери-
мента. б – График изменения содержания субъединиц протеасом и регулятора протеасом после ТШ. График построен
по средним значениям оптической плотности соответствующих сигналов, полученных после сканирования рентге-
новских пленок и обработки результатов с помощью программы ImageJ. Среднее значение оптической плотности в
контроле принято за 100%. Кривые: 1 – Σα, 2 – β5, 3 – β5i, 4 – Rpt6. в – Сравнительный анализ содержания α-субъ-
единиц протеасом в лизатах цитоплазматической и ядерной фракций контрольных клеток и U937 через 2 ч после ТШ.
г – Накопление БТШ70 в клетках U937 после ТШ. График построен по средним значениям оптической плотности со-
ответствующих сигналов, полученных после сканирования рентгеновских пленок и обработки результатов с помо-
щью программы ImageJ. Среднее значение оптической плотности в контроле принято за 100%.
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вклада аутофагии в наблюдаемое уменьшение ко-
личества протеасом в лизатах клеток U937, ТШ
проводили в в присутствии ингибитора лизосом-
ного протеолиза – хлорохина. Показано, что в
присутствии хлорохина восстановление количе-
ства протеасом в клетках происходит быстрее
(рис. 3а, б). В лизатах клеток, инкубированных с
хлорохином, количество протеасом практически
не снижалось через 6 и 9 ч после ТШ, что может
указывать на деградацию части протеасом в ауто-
фагасомах через 6–9 ч после ТШ, однако это не до
конца объясняет снижение количества протеасом
через 2–4 ч после ТШ (рис. 3а, б). Известно, что
протеасомы могут секретироваться из клеток в

составе внеклеточных везикул как в норме, так и
под действием факторов стресса [18, 19]. Поэтому
мы оценили возможную секрецию протеасом в
составе экзосом или микровезикул из клеток по-
сле ТШ. Анализ результатов ультрацентрифуги-
рования образцов культуральной жидкости кле-
ток выявил постепенное увеличение количества
инкапсулированных α-субъединиц протеасом,
что указывает на вероятное отсутствие какого-
либо стремительного выброса протеасом из кле-
ток в составе внеклеточных везикул сразу после
ТШ (рис. 3в).

Можно предположить, что субъединицы про-
теасом, не входящие в состав комплекса, могут

Рис. 3. Влияние ингибитора протеасом MG132 и ингибитора лизосомного протеолиза хлорохина на динамику накоп-
ления α-субъединиц протеасом в лизатах клеток U937 после ТШ. а – Иммуноблотинг лизатов клеток с антителами к
α-субъединицам протеасом. Клетки подвергали ТШ в присутствии ингибиторов, после чего получали лизаты клеток
сразу после ТШ, а также через 2, 4, 6, 9, 24 и 48 ч. б – График изменения содержания α-субъединиц протеасом после
ТШ в присутствии ингибиторов (Mg – MG132, Хл – хлорохин). График построен по средним значениям оптической
плотности соответствующих сигналов, полученных после сканирования рентгеновских пленок и обработки результа-
тов с помощью программы ImageJ. Среднее значение оптической плотности в контроле принято за 100%. Кривые: 1 ‒
Σα, 2 – Σα + MG132, 3 ‒ Σα + хлорохин. в – Иммуноблотинг сконцентрированных в 100 раз ультрацентрифугирова-
нием образцов культуральной жидкости клеток U937, полученных через разные промежутки после ТШ. На гель нано-
сили по 20 мкл каждого образца. г ‒ Иммуноблотинг лизатов клеток U937 после проведения ТШ в присутствии инги-
битора протеасом MG132 с антителами к БТШ70. д ‒ Накопление БТШ70 в клетках U937 после ТШ в присутствии
ингибитора протеасом MG132. График построен по средним значениям оптической плотности соответствующих сиг-
налов, полученных после сканирования рентгеновских пленок и обработки результатов с помощью программы ImageJ.
Среднее значение оптической плотности в контроле принято за 100%.
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быть разрушены в других протеасомах. Действи-
тельно, показана деградация субъединицы Rpn5
регулятора 19S в клетках дрожжей [20]. Также из-
вестно, что многие субъединицы протеасом ак-
тивно убиквитинируются, при этом, как мини-
мум, часть из них подвергается этой модифика-
ции не входя в состав комплекса [21]. Хотя
субъединицы протеасом подвергаются в основ-
ном моноубиквитинированию, однако, как пока-
зано недавно, этого может быть вполне достаточ-
но для деградации субстратов в протеасомах [22].
Кроме того, ТШ вызывает активную деградацию
de novo синтезироваванных белков [23]. В наших
экспериментах мы наблюдали стабилизацию ко-
личества α-субъединиц протеасом в лизатах в
присутствии ингибитора протеасом MG132 через
2 ч после ТШ. Это может указывать на деграда-
цию субъединиц протеасом, не входящих в состав
комплексов, в функционирующих протеасомах
или на нарушения механизмов, отвечающих за
деградацию самих протеасом. Последнее пред-
ставляется менее вероятным, учитывая сохране-
ние снижения количества субъединиц протеасом
при ингибировании аутофагии (рис. 3а, б). При
этом резкое снижение количества протеасом спустя
24 ч после ТШ может быть следствием активации
аутофагии, вызванной ингибированием протеасом
[24]. Накопление БТШ70 в лизатах клеток было бо-
лее выражено в присутствии MG132 (рис. 3г, д), од-
нако самый значительный рост концентрации
белка начинался, как и в опытах без добавления
ингибитора, через 4 ч после ТШ. Эти данные ука-
зывают на совместное действие ингибирования
протеасом и ТШ, что хорошо согласуется с ре-
зультатами, опубликованными ранее [25–27].

Динамика содержания мРНК генов протеасом
в клетках после теплового шока

Используя разработанную систему для анали-
за уровней экспрессии протеасомных генов мето-
дом ПЦР в реальном времени, мы оценили накоп-
ление специфических транскриптов в клетках по-
сле ТШ. Определено содержание мРНК генов
PSMB5, PSMB6, PSMB7, PSMB8, PSMB9 и PSMB10,
кодирующих субъединицы β5, β1, β2, β5i, β1i и
β2i, соответственно, а также уровень экспрессии
гена HSPA1A. Показано, что в норме количество
транскриптов протеасомных генов в клетках
U937 варьирует от 10 (гены PSMB9 и PSMB10) до
порядка 120 копий на клетку (PSMB8) (рис. 4).
Эти данные указывают на гетерогенность пула
протеасом в клетках U937 и преобладание проме-
жуточных протеасом, содержащих набор катали-
тических субъединиц β1, β2, β5i, что хорошо согла-
суется с результатами масс-спектрометрического
анализа [28]. После ТШ сначала наблюдалось не-
которое снижение количества мРНК генов, коди-
рующих конститутивные субъединицы протеа-
сом (β1, β2, β5). Затем, уже через 2 ч после ТШ,
содержание транскриптов возрастало, после чего
снижалось, но спустя 9 ч после ТШ снова начина-
ло расти, приближаясь к значениям, близким к
значениям до ТШ. Рост числа транскриптов через
2 ч после ТШ может объяснять повышение кон-
центрации субъединиц протеасом через 4 ч после
ТШ, выявленное ранее (рис. 2а, б). Другая дина-
мика выявлена в случае генов иммунных субъеди-
ниц PSMB8 и PSMB10. Так, после пика через 2 ч
после ТШ следовал плавный спад на протяжении
46 ч. Эти данные могут частично объяснить край-

Рис. 4. Накопление мРНК протеасомных генов в клетках U937 после теплового шока, определенное методом ПЦР в
реальном времени.
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не медленное увеличение количества субъедини-
цы β5i (рис. 2а, б). В целом, результаты экспери-
ментов указывают на перестройку пула протеасом в
клетках и увеличение доли конститутивных протеа-
сом спустя 24 ч после ТШ. Уровень экспрессии ге-
на, кодирующего БТШ70, был представлен пи-
ком с максимумом через 9 ч после ТШ, при этом
количество копий в одной клетке по приблизи-
тельным оценкам достигало 8000, после чего до-
статочно быстро снижалось и к 48 ч приближа-
лось к контрольным значениям (Приложение,
рис. 4). Следует отметить, что нами определено
приблизительное количество транскриптов на
клетку, так как оно не учитывает эффективность
выделения РНК из клеток, а также эффективность
и процессивность обратной транскриптазы.

Таким образом, получены дополнительные дан-
ные, указывающие на комплексный характер про-
цесса адаптации УПС к ТШ. Изменения функцио-
нальной активности протеасом после ТШ обуслов-
лены, по всей видимости, действием целого набора
факторов, включающего изменение уровня экс-
прессии субъединиц, деградацию протеасом и их
субъединиц, нарушение процессов сборки ком-
плексов, посттрансляционные модификации субъ-
единиц протеасом. Учитывая важную роль проте-
асом в поддержании гомеостаза в нормальных и
особенно в опухолевых клетках, а также развитие
методов термической абляции опухолей [29], ис-
следования молекулярных механизмов адапта-
ции УПС к ТШ могут дать необходимые сведения
для модификации протоколов, применяемых в
терапии злокачественных новообразований.

Авторы выражают благодарность В.А. Моро-
зову за участие в обсуждении результатов.
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поддержке гранта Президента Российской Фе-
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мий наук на 2013–2020, тема № 01201363823.
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DYNAMICS OF FUNCTIONAL ACTIVITY AND EXPRESSION
OF PROTEASOME SUBUNITS DURING CELL ADAPTATION

TO HEAT SHOCK
A. V. Morozov1, *, A. V. Burov1, 2, T. M. Astakhova3, D. S. Spasskaya1,

B. A. Margulis4, and V. L. Karpov1

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia

3Koltsov Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
4Institute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia
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The ubiquitin-proteasome system (UPS) performs proteolysis of most intracellular proteins. The key ele-
ments of the UPS are multisubunit protein complexes ‒ proteasomes. Proteasomes play an important role in
the adaptation of cells to various types of stress. We analyzed the dynamics of proteasome activity, proteasome
subunits contents as well as the level of gene expression of catalytic subunits of proteasomes in U937 human
monocytic lymphoma cells immediately after heat shock as well as it the time points of 2, 4, 6, 9, 24 and 48 h
after heat shock. After initial decrease of proteasome activity (up to 62%), it has gradually recovered. The
amounts of proteasome α-subunits in the cells have decreased 2 h after the heat shock, and recovered by
24‒48 h post shock. Fluctuations of the content of specific mRNA in cells were detected, with a maximum
after 2 h and a gradual decrease to 48 h after heat shock. The average amounts of copies of proteasome subunits-
encoding mRNA per cell were estimated as 10 copies/cell for weakly expressed genes and as up to 140 copies/cell
for highly expressed genes. Here we present the dynamics of the restoration of the functional state of UPS after heat
shock, which aids in understanding the role of proteasomes in maintaining cell homeostasis.

Keywords: ubiquitin-proteasome system, proteasome, heat shock
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