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Протеасома ‒ мультисубъединичный белковый комплекс, осуществляющий деградацию большин-
ства внутриклеточных белков. Из 14 субъединиц 20S протеасом три (β1, β2 и β5) обладают катали-
тической активностью и осуществляют гидролиз пептидной связи после кислых, основных и гид-
рофобных аминокислот соответственно. В составе протеасом конститутивные каталитические
субъединицы β1, β2 и β5 могут быть заменены так называемыми иммунными субъединицами β1i,
β2i и β5i. Однако не всегда в составе протеасом присутствуют сразу все иммунные субъединицы; из-
вестны протеасомы, содержащие как иммунные, так и конститутивные субъединицы. Встраивание
иммунных субъединиц меняет профиль пептидов, производимых протеасомами, что имеет боль-
шое значение в процессах презентации антигенов и клеточном ответе на стресс и, по-видимому, в
целом ряде внутриклеточных сигнальных путей. Нами разработана система для количественного
определения абсолютных уровней экспрессии генов конститутивных и иммунных субъединиц про-
теасом мыши, основанная на ПЦР в реальном времени. С помощью полученной системы оценены
уровни экспрессии генов субъединиц протеасом в тканях центральной нервной системы (ЦНС)
мыши. Выявлено, что количество транскриптов каталитических субъединиц протеасом в разных
отделах ЦНС существенно отличается. Приведенные результаты позволяют подразделить исследо-
ванные отделы мозга на две категории: условно с “высокими” (кора головного мозга и спинной
мозг) и “низкими” (гиппокамп и мозжечок) уровнями экспрессии генов субъединиц протеасом.
Кроме того, можно выделить отделы с близкими и существенно различающимися профилями экс-
прессии генов каталитических субъединиц протеасом. Так, профили экспрессии генов в коре,
спинном мозге и мозжечке похожи друг на друга, однако отличаются от профиля экспрессии в гип-
покампе. На основании полученных данных можно сделать заключение о вероятных различиях в
пуле протеасом, а также в функциональной нагрузке на убиквитин-протеасомную систему в разных
отделах ЦНС.

Ключевые слова: убиквитин-протеасомная система, протеасома, иммунопротеасома
DOI: 10.31857/S002689842006004X

ВВЕДЕНИЕ

20S протеасома представляет собой централь-
ный элемент убиквитин-протеасомной системы
(УПС), обеспечивающий деградацию большин-
ства внутриклеточных белков. Протеасома состо-
ит из 28 белков, организованных в четыре гепта-
мерных кольца, уложенных друг на друга. Четыр-
надцать из этих белков относятся к альфа-, а
другие 14 ‒ к бета-субъединицам; при этом каж-
дая субъединица присутствует в составе протеа-

сомы в двух копиях [1]. Таким образом, в составе
20S протеасомы присутствует 7 различных альфа-
и 7 различных бета-субъединиц. Альфа-субъеди-
ницы кодируются генами PSMA1-7, а бета-субъ-
единицы – группой генов PSMB1-7. Три из семи
бета-субъединиц обладают каталитической актив-
ностью и, находясь в составе протеасом, гидролизу-
ют пептидные связи после кислых (β1, кодируется
геном PSMB6), основных (β2, кодируется геном
PSMB7) и гидрофобных аминокислотных остатков
(β5, кодируется геном PSMB5) [2]. Осуществляя де-

Сокращения: УПС – убиквитин-протеасомная система; ЦНС – центральная нервная система.
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градацию внутриклеточных белков, УПС участву-
ет в регуляции практически всех фундаментальных
клеточных процессов, включая контроль клеточно-
го цикла, регуляцию транскрипции и трансляции,
ответ на биотические и абиотические стрессовые
факторы [3]. Кроме того, УПС играет важную роль
в патофизиологии опухолевого роста, аутоиммун-
ных и нейродегенеративных заболеваний [3‒5].
УПС обладает пластичностью, что выражается в на-
личии различных форм протеасом, а также в тонкой
регуляции активности протеасом для решения спе-
цифических задач, стоящих перед клеткой. Так,
протеасомы могут взаимодействовать с белками-
кофакторами, а субъединицы протеасом могут под-
вергаться посттрансляционным модификациям,
влияющим на активность и субстратную специ-
фичность комплекса [6]. Еще один важный меха-
низм адаптации протеасом для выполнения спе-
цифических задач связан с заменой конститутив-
ных каталитических субъединиц β1, β2 и β5 так
называемыми иммунными субъединицами β1i,
β2i и β5i (кодируются генами PSMB9, PSMB10 и
PSMB8 соответственно). Это повышает эффек-
тивность деградации окисленных и поврежден-
ных белков [7], а также отражается на наборе пеп-
тидов, производимых протеасомами. Иммунные
протеасомы обладают повышенной химотрип-
синподобной активностью и поэтому более эф-
фективно производят пептиды с гидрофобными
аминокислотами на С-конце, что необходимо для
их эффективного связывания с молекулами глав-
ного комплекса гистосовместимости первого
класса (MHC-I) и, как следствие, презентации
антигенов [8]. По-видимому, это одна из причин
большого количества таких протеасом в клетках
иммунной системы. Этим же можно объяснить и
стимуляцию синтеза иммунных субъединиц в со-
матических клетках при развитии воспалитель-
ных процессов. Однако, как оказалось, в клетках
различных органов, таких как печень, почки, раз-
личные отделы кишечника, в норме присутствует
большое количество промежуточных протеасом,
содержащих как иммунные, так и конститутив-
ные каталитические субъединицы [9]. Роль таких
протеасом до конца не ясна, однако, учитывая,
что при встраивании иммунных субъединиц про-
исходят изменения в наборе производимых проте-
асомами пептидов, а также вероятную биологиче-
скую активность последних, можно предположить,
что они выполняют регуляторные тканеспецифи-
ческие функции [10]. Таким образом, экспрессия
различных каталитических субъединиц протеа-
сом ‒ важный параметр, отражающий не только
физиологическое состояние органа и ткани, нали-
чие воспаления или стресса, но, скорее всего, и
пока до конца неохарактеризованные регулятор-
ные механизмы, поддерживающие тканеспецифи-
ческие функции в клетках. В этой связи количе-
ственная оценка и сравнительный анализ уровней

экспрессии протеасомных генов представляет осо-
бый интерес.

Ранее, на основе метода ПЦР в реальном вре-
мени, нами была разработана система, позволяю-
щая количественно оценивать и сравнивать меж-
ду собой уровни экспрессии протеасомных генов
человека [11]. Теперь нами разработана новая си-
стема для проведения ПЦР в реальном времени и
измерения абсолютных уровней экспрессии ге-
нов протеасом мыши ‒ основного модельного
объекта для изучения особенностей патогенеза
различных заболеваний, включая нейродегенера-
тивные патологии человека. Используя данную
систему, мы провели эксперименты по сравни-
тельному анализу уровней экспрессии протеа-
сомных субъединиц в образцах различных отде-
лов ЦНС мышей линии C57Bl.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Экспериментальные животные и диссекция от-

делов ЦНС. Мышей линии C57Bl содержали в
SPF (Specific Pathogen Free) виварии не более 5
особей в клетке в условиях искусственно регули-
руемого светового дня (12 ч темного и 12 ч светло-
го времени) при температуре 22‒26°C и свобод-
ном доступе к корму и воде. Работы с животными
проводили в соответствии с “Правилами лабора-
торной практики в Российской Федерации” от
1.04.2016 № 199н.

Для экспериментов были отобраны только 60-
дневные самцы. Эвтаназию животных проводили
методом цервикальной дислокации, извлекали
головной мозг и отделы спинного мозга и препа-
рировали анализируемые ткани на закрытой чаш-
ке Петри со льдом. Диссектированные отделы
ЦНС замораживали в жидком азоте и помещали
на хранение при ‒80°C.

Выделение тотальной РНК и синтез кДНК. Экс-
тракцию тотальной РНК проводили с помощью
реактива Extract RNA (“Евроген”, Россия), сле-
дуя инструкции производителя. Спиртовое оса-
ждение РНК проводили в присутствии 40 мкг
гликогена (“Thermo Fisher Scientific”, США).
Концентрацию РНК определяли на спектрофото-
метре NanoDrop 1000 (“Thermo Fisher Scientific”).
Качество РНК оценивали с помощью капилляр-
ного электрофореза на приборе Agilent Bioana-
lyzer 2100 и набора Agilent RNA 6000 Nano kit
(“Agilent Technologies”, США). Число целостно-
сти РНК (RNA integrity number; RIN) для выделен-
ной тотальной РНК составляло не менее 8 единиц.

Далее тотальную РНК обрабатывали Turbo
DNase из набора Turbo DNA-free kit (“Ambion”,
США) и проводили реакцию обратной тран-
скрипции, используя 1 мкг тотальной РНК, оли-
го(dT)-праймер и обратную транскриптазу
MMLV из набора MMLV RT kit (“Евроген”, Рос-
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сия). Реакцию проводили при 42°C в течение 80
мин, после чего образцы инкубировали 10 мин
при 70°С для инактивации ревертазы.

Подбор праймеров, амплификация фрагментов
целевых генов, клонирование и выделение плазмид-
ной ДНК. Последовательности транскриптов про-
теасомных субъединиц мыши взяты из GenBank.
Подбор геноспецифичных праймеров проводили с
помощью программы NCBI Primer Blast (PMID:
22708584) так, чтобы прямой и обратный прайме-
ры соответствовали фрагментам из разных экзонов
мРНК, длина ампликона составляла 90‒200 п.н.,
температура плавления (Tm) ‒ 60‒62°C. Праймеры,
использованные в работе, представлены в табл. 1.

Амплификацию фрагментов мРНК генов субъ-
единиц протеасом проводили с матрицы кДНК,
приготовленной из тотальной РНК. Тотальную
РНК выделяли из клеток образца печени мыши.
Амплификацию проводили с помощью смеси тер-
мостабильных ДНК-полимераз из набора Encyclo
Plus PCR kit (“Евроген”), обладающих высоко-
процессивной 5′ → 3′ ДНК-полимеразной актив-
ностью, а также корректирующей 3′ → 5′ экзо-
нуклеазной активностью, на амплификаторе MJ
Mini (“Bio-Rad”, США). Число циклов амплифи-
кации рассчитывали эмпирически в соответствии
с уровнем экспрессии гена. Далее полученные
ампликоны очищали от компонентов реакции
ПЦР с помощью QIAquick Gel Extraction Kit
(“QIAGEN”, Германия) и клонировали в вектор
pAL2-T (“Евроген”). Для трансформации исполь-
зовали компетентные клетки Escherichia сoli,
штамм DH5α. Плазмидную ДНК выделяли с по-
мощью набора Plasmid Miniprep (“QIAGEN”). На-
личие вставки фрагментов мРНК протеасомных
субъединиц проверяли с помощью секвенирова-
ния по Сэнгеру.

Определение абсолютного количества тран-
скриптов субъединиц протеасом с помощью ПЦР с
использованием стандартной кривой. ПЦР в реаль-
ном времени проводили на приборе ABI PRISM®
7500 (“Applied Biosystems”), используя реакцион-
ную смесь qPCRmix-HS LowROX (“Евроген”). В
каждую реакцию (V = 15 мкл) добавляли по 3 мкл
5× реакционной смеси, по 0.15 мкл каждого прай-
мера в концентрации 10 мкМ и по 1 мкл кДНК
(1/20 часть от общего объема синтезированной
кДНК). Детекцию продуктов амплификации осу-
ществляли с помощью интеркалирующего краси-
теля Eva Green (“Biotium”, США). Число копий
мРНК определяли в абсолютных значениях, ис-
пользую стандартные разведения плазмидной
ДНК. Число копий плазмидной ДНК рассчиты-
вали по формуле:

(1)

где N ‒ число копий плазмидной ДНК, m ‒ масса
ДНК (нг), 6.022 × 1023 ‒ число Авогадро, l ‒ длина

= × × × ×23 96.022 10 10 ,) )0( ( 65N m l

молекулы ДНК в парах нуклеотидов × 109 (для
преобразования массы в нг) × 650 (средняя моле-
кулярная масса пары нуклеотидов, Да).

Разведение плазмидной ДНК проводили в бу-
фере TN (10 мМ Трис-HCl, pH 7.6, 10 мМ NaCl),
содержащем ДНК из спермы лосося (“Sigma”,
США) в концентрации 100 нг/мкл. Эффективность
амплификации определяли по наклону стандарт-
ной кривой в серии последовательных разведений
плазмидной ДНК по формуле:

(2)
где E ‒ эффективность амплификации (%), tgα ‒
tg угла наклона кривой.

Эффективность амплификации составляла не
менее 90%. Исходя из того, что на одну ПЦР ис-
пользовали 1/20 часть кДНК, синтезированной
из 1 мкг тотальной РНК, итоговое число копий
протеасомных субъединиц рассчитывали умноже-
нием полученного значения на 20. Для оценки зна-
чимости наблюдаемых изменений использовали
однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA) с
применением критерия Тьюки в качестве поправки
на множественные сравнения.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ
Разработка системы ПЦР в реальном времени
Для анализа уровней экспрессии генов PSMB5,

PSMB6, PSMB7, PSMB8, PSMB9 и PSMB10 ката-
литических субъединиц протеасом были подо-
браны специфические олигонуклеотиды, удо-
влетворяющие условиям: длина ампликона ‒
90‒200 п.н., Tm ‒ 60‒62°C (табл. 1). Кроме того,
оценивали термодинамические параметры: сво-
бодную энергию Гиббса образования гомодиме-
ров, шпилек и гетеродимеров праймеров (табл. 1).
Показано, что значения ΔG образования шпилек
и гомодимеров для отдельных олигонуклеоти-
дов, а также гетеродимеров праймеров для ам-
плификации фрагмента одного гена было не ни-
же ‒8 ккал/моль. На следующем этапе работы
проводили оценку специфичности ПЦР-ампли-
фикации участков целевых генов. В качестве мат-
рицы использовали кДНК, синтезированную на
тотальной РНК из клеток печени мыши. Продук-
ты ПЦР анализировали в 2%-ном агарозном геле,
после чего их выделяли и проводили двунаправ-
ленное секвенирование. Показана высокая спе-
цифичность разработанного набора праймеров
(рис. 1).

Полученные фрагменты клонировали в вектор
pAL2-T. Плазмиды нарабатывали в клетках E. coli,
после чего выделяли, очищали и определяли
концентрацию. Затем с помощью онлайн-ресур-
са EndMemo (http://www.endmemo.com/bio/dna-
copynum.php) определяли число копий вектора в
единице объема. Далее проводили подбор опти-

− α= − ×1/tg(E 1 1)0 100,
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мальных параметров проведения реакции и
оценку эффективности амплификации целевых
фрагментов методом ПЦР в реальном времени. В
качестве матрицы использовали серии последо-
вательных разведений полученных плазмид (от
100 копий до 10 млн копий), содержащих после-
довательности транскриптов PSMB5, PSMB6,
PSMB7, PSMB8, PSMB9 и PSMB10 мыши. В ходе
экспериментов определены оптимальные парамет-
ры проведения реакции, эффективность и чувстви-
тельность, подтверждена специфичность (по ана-
лизу кривых плавления) системы (рис. 2). Средняя
эффективность амплификации праймеров, рассчи-
танная по формуле (2), составила 98.3%; с мини-
мальной (92.8%) для гена PSMB6 (рис. 2). Таким
образом, получена и откалибрована система, поз-
воляющая проводить точное измерение числа ко-

Рис. 1. Оценка специфичности отжига праймеров на
последовательности протеасомных генов мыши.
Электрофорез в 2%-ном агарозном геле продуктов
амплификации при использовании праймеров к про-
теасомным субъединицам мыши. В качестве матрицы
использована кДНК, синтезированная на тотальной
РНК из клеток печени мыши. Tm = 62°С, количе-
ственное определение продуктов реакции проводили
после 30 циклов амплификации. М – маркеры длин
ДНК (п.н.)

PSMB5PSMB3 PSMB6 PSMB7 PSMB8 PSMB9 PSMB10M

300
200

100

Рис. 2. Оценка эффективности амплификации праймеров к генам протеасом мыши. Зависимость порогового цикла
амплификации (Ct) от числа копий матрицы (N) представлена для каждой исследованной пары праймеров. Анализ
проведен в серии последовательных разведений плазмиды (от 100 копий до 10 млн копий), содержащей вставку после-
довательности транскриптов PSMB3, PSMB5, PSMB6, PSMB7, PSMB8, PSMB9 или PSMB10 мыши. Эффективность ам-
плификации праймеров рассчитана по формуле (2).
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пий транскриптов протеасомных субъединиц в
тканях мышей.

Количественный анализ экспрессии генов 
субъединиц протеасом в различных отделах

ЦНС мыши

Используя полученную систему, мы провели
сравнительный анализ экспрессии генов протео-
литических субъединиц протеасом в различных
отделах ЦНС. Изучена экспрессия генов субъеди-
ниц протеасом в коре, спинном мозге, гиппокам-
пе и мозжечке самцов мышей линии C57Bl в воз-
расте 60 дней.

Во всех исследованных отделах ЦНС наибо-
лее высокие уровни экспрессии выявлены для
генов, кодирующих конститутивные каталити-
ческие субъединицы протеасом: PSMB6 (медиа-
на от 7.5 до 20.3 млн копий на 1 мкг тотальной
РНК) и PSMB7 (медиана от 9.5 до 17.8 млн копий
на 1 мкг тотальной РНК). Наименьший уровень
экспрессии среди конститутивных субъединиц
выявлен для гена PSMB5 (медиана от 4 до 9.5 млн
копий на 1 мкг тотальной РНК). На основании
этих данных можно предположить, что в исследо-
ванных отделах ЦНС среди каталитических субъ-
единиц β5 ограничивает скорость сборки протеа-

сом. Эти результаты хорошо согласуются с дан-
ными о критически важной роли субъединицы β5
и ее пропептида, выполняющих роль молекуляр-
ного шаперона в процессе сборки протеасом [12].
Уровни экспрессии генов иммунных субъединиц
PSMB8 и PSMB9 были в среднем в 10‒70 раз ниже
уровней экспрессии конститутивных субъединиц
и составляли от 0.2 до 0.6 млн копий и от 0.1 до
0.3 млн копий (медиана значений) на 1 мкг РНК
соответственно (рис. 3). В тоже время среди им-
мунных субъединиц следует выделить ген PSMB10,
кодирующий субъединицу β2i. В сравнении с гена-
ми PSMB8 и PSMB9 уровень экспрессии PSMB10
был существенно выше и достигал значений,
сравнимых с конститутивными субъединицами:
от 1 до ~5 млн копий (медиана значений) на 1 мкг
тотальной РНК (рис. 3). На основании получен-
ных результатов можно говорить о преобладании
конститутивных протеасом в различных отделах
ЦНС, а различные уровни экспрессии генов им-
мунных субъединиц могут отражать присутствие
как иммунных, так и промежуточных протеасом
(протеасом, содержащих как конститутивные, так
и иммунные каталитические субъединицы).

При сравнении количественных данных по
общим уровням экспрессии генов межу отделами
ЦНС последние удалось разделить на две катего-

Рис. 3. Число копий транскриптов генов протеасомных субъединиц в коре головного мозга, гиппокампе, мозжечке и
спинном мозге мыши. Число копий указано для 1 мкг тотальной РНК. Точки на диаграмме отражают число тран-
скриптов протеасомных субъединиц у индивидуальных особей. Выборка для анализа в гиппокампе, мозжечке и спин-
ном мозге составила 5 особей, в коре головного мозга ‒ 6 особей.
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рии: с условно “высокими” (кора и спинной
мозг) и “низкими” (гиппокамп и мозжечок) уров-
нями экспрессии генов субъединиц протеасом.
Так, различия между отделами с высокими и низ-
кими уровнями экспрессии достигали 2‒2.5 раза
для генов PSMB6 и PSMB7, от 1.7 до 3 раз для
PSMB8 и PSMB9 и от 1.5 до 5 раз для PSMB10
(рис. 3). Таким образом, в разных отделах ЦНС
необходимость в количестве протеасом в клетках
может сильно различаться. В тоже время при ана-
лизе соотношений уровней экспрессии генов
между собой можно выделить отделы ЦНС, име-
ющие близкие профили экспрессии генов субъ-
единиц. Так, несмотря на существенные отличия
по числу транскриптов, можно отметить близкие
паттерны в коре головного мозга и мозжечке, не-
сколько отличающийся профиль экспрессии ге-
нов в спинном мозге и существенно отличаю-
щийся в гиппокампе (рис. 3). На основании этих
данных можно предполагать, что в отделах ЦНС с
близкими профилями экспрессии генов протеа-
сом имеется близкий набор различных форм про-

теасом, хотя их общее содержание может сильно
отличаться.

Сравнивая уровни экспрессии конкретных
генов в разных отделах ЦНС, можно также вы-
явить некоторые закономерности. Так, соотно-
шения уровней экспрессии генов укладываются
в два основных паттерна. Один представлен ге-
нами PSMB6 и PSMB7, где наименьшие уровни
выявлены в гиппокампе, более высокие уровни –
в мозжечке, далее в коре и, наконец, самые высо-
кие в образцах спинного мозга (рис. 4). Примеча-
тельно, что уровень экспрессии PSMB6 в гиппо-
кампе был существенно ниже (2‒2.5 раза, p < 0.01,
ANOVA, критерий Тьюки), чем в других отделах
ЦНС, ‒ в них различия в экспрессии были гораз-
до меньше (рис. 4). Для гена PSMB7 уровни экс-
прессии в гиппокампе и мозжечке отличались не-
значительно, однако в спинном мозге были в
1.5‒2 раза выше по сравнению с другими отдела-
ми ЦНС (p < 0.01, ANOVA, критерий Тьюки) (рис. 4).
Для генов PSMB5, PSMB8, PSMB9 и PSMB10 вы-
явлены другие особенности. Для этой группы ге-

Рис. 4. Сравнительный анализ экспрессии генов конститутивных (PSMB5, PSMB6 и PSMB7) и иммунных (PSMB8,
PSMB9 и PSMB10) субъединиц протеасом в тканях ЦНС мыши. Число копий указано для 1 мкг тотальной РНК. Вы-
борка для анализа в гиппокампе, мозжечке и спинном мозге составила 5 особей, в коре головного мозга ‒ 6 особей.
Точки на диаграмме отражают число транскриптов протеасомных субъединиц у индивидуальных особей. *p < 0.05;
**p < 0.01 (ANOVA, критерий Тьюки).
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нов самый низкий уровень экспрессии детекти-
ровали в мозжечке, затем по возрастающей: гип-
покамп → спинной мозг → кора (рис. 4). В случае
PSMB5 уровни экспрессии в мозжечке и спинном
мозге были соизмеримы, в то время как отличия
между остальными исследованными отделами
ЦНС составляли 1.5‒2 раза (p < 0.01, ANOVA,
критерий Тьюки). Для генов, кодирующих им-
мунные субъединицы протеасом, уровень экс-
прессии PSMB8 был выше приблизительно в 2 ра-
за, PSMB9 в 2.5‒3 и PSMB10 в 2‒4 раза (p < 0.01,
ANOVA, критерий Тьюки) в коре головного мозга
по сравнению с остальными исследованными от-
делами ЦНС (рис. 4). Наряду с этим уровни экс-
прессии PSMB8 в гиппокампе и спинном мозге, а
также PSMB9 в гиппокампе и мозжечке суще-
ственно не отличались. Интересно наличие как
генов, кодирующих конститутивные (PSMB5),
так и иммунные каталитические субъединицы во
второй группе. По-видимому, это свидетельству-
ет о наличии общих механизмов регуляции экс-
прессии каждой из выделенных групп генов в раз-
личных отделах ЦНС.

В заключение мы провели сравнительный ана-
лиз опубликованных данных транскриптомов об-
разцов спинного мозга, коры головного мозга,
мозжечка и гиппокампа мышей [13‒15] и выяс-
нили, что полученные нами результаты хорошо
согласуются с данными транскриптомных иссле-
дований (данные не приведены).

В ЦНС наряду с деградацией белка протеасо-
мы выполняют еще несколько важных функций.
Как уже отмечалось выше, протеасомы поставля-
ют пептиды для презентации комплексов с моле-
кулами MHC-I. Презентация таких комплексов
на мембране клеток имеет принципиальное зна-
чение для клеточного иммунитета, однако, как вы-
яснилось, в ЦНС это также необходимо для регуля-
ции многих процессов развития мозга, включая
рост нейритов, образование и функционирование
синапсов, долгосрочную и гомеостатическую пла-
стичность, а также зависящую от активности реор-
ганизацию синапсов [16, 17]. Кроме того, недавно
выявлена важная роль протеасом в межнейронных
коммуникациях. Показано, что в мембраны ней-
ронов встроены 20S протеасомы, которые разру-
шают специфические полипептиды с образова-
нием биологически активных пептидов, регули-
рующих активацию соседних нейронов [18, 19].
Ramachandran и соавт. [18] обращают внимание
на наличие в мембранах нейронов как протеасом
с конститутивными, так и с иммунными бета-
субъединицами. Orre и соавт. [20] показали, что
при активации клеток микроглии вследствие разви-
тия воспаления или нейродегенерации увеличива-
ется экспрессия иммунных субъединиц протеасом.
Результаты этих исследований свидетельствуют о
значимости баланса уровней экспрессии генов ка-
талитических субъединиц протеасом в ЦНС, что

имеет не только фундаментальное научное значе-
ние, но и прикладное ‒ например в диагностике
нейродегенеративных заболеваний.

На основании полученных нами результатов
можно сделать несколько важных выводов.

Во-первых, в отделах ЦНС мышей линии
C57Bl преобладают конститутивные протеасомы,
в тоже время в существенно меньших количе-
ствах, по-видимому, присутствуют промежуточ-
ные и иммунные протеасомы.

Во-вторых, по соотношению уровней экспрес-
сии генов протеасом в целом различные отделы
ЦНС можно разделить на отделы с условно “вы-
соким” и “низким” уровнями экспрессии. Можно
предполагать, что в отделах, составляющих одну
группу, функциональная нагрузка на протеасомы
сопоставима. Это может включать общие соотно-
шения определенных субстратов протеасом внутри
клеток, необходимость в производстве соизмери-
мого количества пептидов для обеспечения меж-
нейронных взаимодействий [19], а также соответ-
ствующих пептидов, вовлеченных в пептидзави-
симые механизмы регуляции процессов внутри
клеток [10].

В-третьих, при анализе соотношений уровней
экспрессии генов между собой можно выделить
отделы ЦНС, имеющие близкие профили экс-
прессии генов субъединиц; при этом число копий
транскриптов для каждого конкретного гена в этих
отделах может сильно различаться. Это значит, что
в отделах с близкими профилями экспрессии генов
протеасом, вероятно, имеется близкий набор раз-
личных форм протеасом; при этом их общее содер-
жание может сильно отличаться. Однако важно об-
ратить внимание на то, что экспрессия генов про-
теасом на транскрипционном уровне (мРНК)
далеко не всегда коррелирует с посттрансляцион-
ным, то есть с экспрессией соответствующих бел-
ков, что было показано для иммунных субъеди-
ниц протеасом [21].

В-четвертых, можно выделить группы генов,
экспрессия которых обладает общим паттерном
изменений в разных отделах ЦНС, что указывает
на вероятное наличие общих механизмов регуля-
ции для каждой из выделенных групп генов в этих
отделах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В последнее время анализ транскриптома с ис-

пользованием технологии секвенирования ново-
го поколения становится основным методом для
характеристики уровней экспрессии генов в клет-
ках и тканях. Однако для более быстрого и точно-
го количественного анализа метод ПЦР в реаль-
ном времени по-прежнему остается “золотым
стандартом” в исследовании уровней экспрессии
генов. Нами разработана и протестирована система
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ФУНИКОВ и др.

для количественного определения абсолютного со-
держания транскриптов конститутивных и иммун-
ных каталитических субъединиц протеасом мыши.
Используя эту систему, мы исследовали экспрес-
сию генов субъединиц протеасом в образцах раз-
личных отделов ЦНС мыши. Обнаружены суще-
ственные различия по уровням экспрессии генов
протеасом между разными отделами ЦНС. Их био-
логическую значимость предстоит выяснить в
дальнейших исследованиях.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ
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THE NUMBER OF PROTEASOME GENE TRANSCRIPTS DIFFERS BETWEEN 
PARTS OF THE MOUSE CENTRAL NERVOUS SYSTEM

S. Yu. Funikov1, D. S. Spasskaya1, A. V. Burov1, 2, E. V. Teterina3, A. A. Ustyugov3,
V. L. Karpov1, and A. V. Morozov1, *

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

3Institute of Physiologically Active Substances, Russian Academy of Sciences,
Chernogolovka, Moscow region, 142432 Russia

*e-mail: Runkel@inbox.ru

The proteasome is a multisubunit protein complex, which degrades most intracellular proteins. Of the 14 20S
proteasome subunits, three: β1, β2 and β5 have catalytic activity and hydrolyze the peptide bond after acidic,
basic and hydrophobic amino acids, respectively. In proteasomes, constitutive catalytic subunits β1, β2 and
β5 can be replaced by the so-called immune subunits β1i, β2i, and β5i. However, certain forms of protea-
somes contain both immune and constitutive subunits. The incorporation of immune subunits changes the
profile of peptides produced by proteasomes, which is important for the processes of antigen presentation and
cellular response to stress and, apparently, in a number of intracellular signaling pathways. Here, we deve-
loped a real-time PCR-based system for the quantitative analysis of constitutive and immune proteasome
subunits genes expression levels in the murine samples. Using the obtained system, expression levels of pro-
teasome subunits genes in the tissues of the central nervous system (CNS) were investigated. It was revealed
that the number of transcripts corresponding to the catalytic subunits of proteasomes differs significantly be-
tween different parts of the CNS. These results allow us to subdivide the studied brain regions into two cate-
gories, conditionally with “high” (cerebral cortex and spinal cord) and “low” (hippocampus and cerebellum)
levels of gene expression of proteasome subunits. Moreover, it is possible to distinguish parts with close and
significantly different gene expression profiles of catalytic proteasome subunits. Thus, gene expression pro-
files in the cortex, spinal cord, and cerebellum are similar to each other, but differ from the expression profile
in the hippocampus. The results likely indicate differences in the pool of proteasomes, as well as in the func-
tional load on the ubiquitin-proteasome system in different parts of the central nervous system.

Keywords: ubiquitin-proteasome system, proteasome, immunoproteasome
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