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РЕФЕРАТ Иммунопротеасомы – специализированные протеасомные комплексы, играющие ключевую 
роль в презентации антигенов и регуляции клеточного гомеостаза. В отличие от конститутивной 20S 
протеасомы, каталитические субъединицы β1, β2 и β5 в иммунопротеасоме заменяются на индуцибель-
ные изоформы: β1i (Lmp2), β2i (Mecl-1) и β5i (Lmp7). Экспрессия генов этих субъединиц (Psmb9, Psmb10 
и Psmb8) активируется под действием цитокинов, главным образом интерферона-γ. Накапливаются 
данные, свидетельствующие об экспрессии иммунопротеасом в эмбриональных стволовых клетках 
(ЭСК), однако их роль в поддержании плюрипотентности, процессах самообновления и дифференци-
ровки не изучена. С использованием технологии CRISPR/Cas9 нами создана линия эмбриональных 
стволовых клеток (ЭСК) мыши с нокаутом гена Psmb9 (Psmb9KO). Клетки этой линии имеют нор-
мальный кариотип, морфологию, пролиферативную активность и способность к образованию тератом, 
включающих производные всех трех зародышевых листков. Однако при дифференцировке под дей-
ствием ретиноевой кислоты и интерферона-γ в клетках Psmb9KO накапливаются предшественники 
Mecl-1, что указывает на изменения в сборке иммунопротеасом. Кроме того, выявлено увеличение 
каспаза-подобной активности иммунопротеасом, что свидетельствует о включении конститутивной 
β1-субъединицы в состав комплекса вместо Lmp2. Показана пластичность убиквитин-протеасомной 
системы в поддержании протеостаза клетки за счет механизмов, компенсирующих отсутствие Lmp2. 
Линия Psmb9KO представляет собой удобную модель для изучения роли иммунопротеасом в регуляции 
протеостаза в дифференцировке на ранних этапах эмбриогенеза млекопитающих.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА Psmb9, Lmp2, иммунопротеасома, эмбриональные стволовые клетки мыши, диффе-
ренцировка.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ УПС – убиквитин-протеасомная система; ЭСК – эмбриональные стволовые клет-
ки; АФК – активные формы кислорода; CL – каспаза-подобная активность; RA – ретиноевая кислота; 
IFNγ – интерферон-γ.
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ВВЕДЕНИЕ
Для нормального функционирования и поддержа-
ния целостности организм должен обеспечивать по-
стоянный оборот белков внутри клеток. Клеточный 
протеостаз – динамическое равновесие белков 
в клетке – обеспечивается скоординированной ра-
ботой системы синтеза белков de novo и механизмов 
деградации поврежденных или ненужных белков. 
В клетке деградация белков осуществляется преи-
мущественно двумя системами: аутофагией и убик-
витин-протеасомной системой (УПС). УПС отвечает 
за деградацию не менее 80% внутриклеточных бел-
ков [1]. Эта специализированная система распознает 

убиквитинированные белки и направляет их на рас-
щепление в протеасоме. 

Центральным элементом УПС является протеа-
сома – мультисубъединичный белковый комплекс, 
который расщепляет белки на пептиды. Принято 
выделять несколько типов протеасомных комплек-
сов в зависимости от состава протеолитических 
субъединиц и регуляторного комплекса, взаимодей-
ствующего с коровой частицей [2]. Протеасомные 
комплексы, содержащие коровую частицу 20S 
и регулятор 19S, принято называть 26S протеасо-
мой. Коровая частица – 20S протеасома – образо-
вана сложенными друг на друга четырьмя кольца-



78 | ACTA NATURAE | ТОМ 17 № 3 (66) 2025

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ми, что придает ей бочкообразную форму. Каждое 
кольцо включает семь субъединиц: либо альфа 
(α), либо бета (β), расположенных в строгой после-
довательности αββα. Такое расположение колец 
приводит к образованию внутри протеасомы зам-
кнутых пространств, известных как «камеры» [3]. 
Протеолитическое расщепление белковых субстра-
тов, попавших в протеасому, происходит в «катали-
тической» камере, образованной двумя централь-
ными β-кольцами. У эукариот протеолитической 
активностью обладают три субъединицы, которые 
принято называть β1, β2 и β5. Эти каталитиче-
ские субъединицы различаются своей субстратной 
специфичностью. Субъединица β1 обладает способ-
ностью расщеплять пептидные связи после «кис-
лых» аминокислотных остатков, такая активность 
получила название каспаза-подобной. Субъединица 
β2 имеет трипсиноподобную активность, она рас-
щепляет полипептидные цепи после «основных» 
аминокислот. В свою очередь, β5-субъединица об-
ладает химотрипсин-подобной активностью, ги-
дролизуя пептидные связи после гидрофобных 
остатков аминокислот. Каталитическая камера 
полностью закрыта для внешней среды, что пре-
дотвращает случайную деградацию белков и обе-
спечивает специфичность процесса. N-Концевые 
последовательности α-субъединиц образуют ворота, 
ограничивающие доступ белков-субстратов в ката-
литическую камеру коровой частицы и открывают-
ся только при связывании с регуляторной частицей 
[4], что обеспечивает строгую регуляцию процесса 
деградации белков.

В ответ на стимуляцию клеток млекопитаю-
щих интерфероном-γ (IFNγ) индуцируется экс-
прессия альтернативных каталитических субъе-
диниц, что приводит к сборке модифицированной 
20S протеасомы, известной как иммунопротеасо-
ма [5]. В иммунопротеасоме конститутивные ката-
литические β-субъединицы (β1, β2 и β5) замене-
ны на индуцируемые аналоги: Lmp2 (β1i), Mecl-1 
(β2i) и Lmp7 (β5i). Эти замены приводят к измене-
нию протеолитической активности протеасомного 
комплекса [5, 6], поскольку для субъединиц Lmp2 
(β1i) и Lmp7 (β5i) характерна химотрипсин-подоб-
ная активность, для Mecl-1 (β2i) – трипсин-подоб-
ная. Иммунопротеасомы играют центральную роль 
в формировании пептидных антигенов для пред-
ставления через MHC I [7], что делает их ключевы-
ми участниками противовирусной [8] и противоопу-
холевой защиты [9]. Помимо презентации антигенов, 
иммунопротеасомы участвуют в регуляции проте-
остаза, предотвращая накопление поврежденных 
или неправильно свернутых белков в клетке [10, 11]. 
Кроме того, в процессе дифференцировки эмбрио-

нальных стволовых клеток (ЭСК) человека наблюда-
ется постепенное снижение активности иммунопро-
теасом, что предполагает их участие в адаптивных 
изменениях клеточного состояния [12]. Показано 
также, что иммунопротеасомы участвуют в де-
градации окисленных белков, что особенно важно 
для поддержания целостности протеома в условиях 
клеточного стресса, вызванного дифференцировкой. 
Например, в ЭСК мыши иммунопротеасомы активи-
руются в ответ на накопление окисленных белков, 
однако эта активность значительно возрастает имен-
но в ходе дифференцировки, а не в состоянии плю-
рипотентности [13, 14]. Наши исследования показали, 
что в ЭСК мыши активация экспрессии всех трех 
каталитических субъединиц иммунопротеасомы про-
исходит при выходе клеток из состояния наивной 
плюрипотентности [15]. Таким образом, приведенные 
данные свидетельствуют о том, что роль иммуно-
протеасом в плюрипотентных клетках может быть 
связана с подготовкой к дифференцировке, обеспе-
чивая деградацию поврежденных белков и поддер-
жание клеточного гомеостаза. Тем не менее функ-
циональная роль иммунопротеасом в поддержании 
плюрипотентности и самообновления в ЭСК остается 
в значительной степени неизученной.

Ранее нами была получена и охарактеризована 
клеточная линия ЭСК мыши с нокаутом гена Psmb8, 
кодирующего субъединицу Lmp7 (β5i) иммунопро-
теасомы [16]. Чтобы детально изучить вклад от-
дельных каталитических субъединиц иммунопро-
теасомы в раннем эмбриогенезе, мы получили ЭСК 
мыши с нокаутом гена Psmb9, кодирующего еще 
одну каталитическую субъединицу иммунопротеа-
сомы – Lmp2 (β1i). Полученные клеточные линии 
были генотипированы, кариотипированы и функ-
ционально охарактеризованы: определены скорость 
пролиферации, экспрессия маркеров плюрипотент-
ности, уровни экспрессии Lmp7 и Mecl-1, протео-
литические активности протеасом, а также способ-
ность к дифференцировке in vivo.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Культивирование клеток 
В работе использовали ЭСК мыши линии E14 
Tg2a. Клетки культивировали при постоянной 
температуре 37°C во влажной атмосфере с 5% 
CO2. Использовали культуральную посуду, пред-
варительно обработанную 0.1% раствором же-
латина (Sigma, США), и  среду SL на  основе 
Knockout DMEM (Thermo Fisher, США), допол-
ненную 15% инактивированной эмбриональной 
бычьей сывороткой (HyClone, GE Healthcare Life 
Sciences, Великобритания), 100 Ед/мл пенициллина 
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и 100 мг/мл стрептомицина (Thermo Fisher, США), 
2 мМ L-глутамина (Thermo Fisher), 100 мкМ рас-
твором заменимых аминокислот (Thermo Fisher), 
100 мкМ β-меркаптоэтанола (Sigma, Германия) 
и 500 Ед/мл лейкозингибирующего фактора (LIF, 
получен в нашей лаборатории).

Для оценки уровня белков субъединиц иммуно-
протеасом клетки ЭСК дифференцировали в тече-
ние 2 дней в среде SL без LIF с добавлением 0.1 
мкМ ретиноевой кислоты (RA, Sigma). Затем клет-
ки продолжали культивировать еще сутки в среде 
с добавлением IFNγ (ProSpec, Израиль) в концен-
трации 150 Ед/мл.

Создание ЭСК мыши с нокаутом гена Psmb9
Нокаут гена Psmb9 был выполнен с  исполь-
зованием технологии редактирования генома 
CRISPR/Cas9. С помощью онлайн-инструмента 
Benchling (https://www.benchling.com) была подо-
брана последовательность гидовой РНК (gRNA: 
5’-GTTTGACGGGGGTGTCGTGG-3’) для последу-
ющего клонирования в вектор pX330-U6-Chimeric_
BB-CBh-hSp-Cas9 (Addgene), содержащий ген 
зеленого флуоресцентного белка GFP. Для получе-
ния контрольной линии ЭСК трансфицировали не-
специфичной gRNA (Scrambled) [17]. Трансфекцию 
проводили с использованием реагента FuGene HD 
(Promega, США) в соответствии с инструкцией про-
изводителя. Селекцию трансфицированных клеток 
проводили методом сортировки при помощи S3e Cell 
Sorter (Bio-Rad Lab., США). Клетки подготавливали 
в соответствии с процедурой, описанной ранее [16]. 
Отсортированные клетки высевали с низкой плот-

ностью и культивировали в течение 10–14 дней. 
Отобранные клоны проверяли при помощи имму-
ноблотинга с антителами к Lmp2 и секвенирования.

Выделение геномной ДНК и секвенирование
Геномную ДНК выделяли в соответствии с про-
токолом, описанным ранее [17]. Области, при-
легающие к целевой последовательности gRNA, 
амплифицировали с помощью ПЦР, используя 
праймеры 5’-AACTGCAGATAACACAGTCCATC-3’ 
и 5’-CCAGGACCAGGAAAGACCTGG-3’, и кло-
нировали в вектор pAL2-T («Евроген», Россия). 
Последующее секвенирование («Евроген») осущест-
вляли с использованием универсального праймера 
M13. 

Поиск потенциальных нецелевых участков (off 
target) для gRNA был выполнен также с помощью 
онлайн-инструмента Benchling. Геномные области, 
охватывающие эти участки, амплифицировали ме-
тодом ПЦР с использованием специфичных прайме-
ров (табл. 1) и секвенировали («Евроген»).

Кариотипирование
Метафазные пластинки были приготовлены в со-
ответствии с процедурой, описанной ранее [18]. 
Микроскопический анализ препаратов прово-
дили с использованием системы EVOS FL Auto 
Imaging System (Applied Biosystems, США), при-
меняя иммерсионное масло, при ×100 увеличении. 
Хромосомы подсчитывали с использованием про-
граммы Fiji (ImageJ). Линию считали нормальной, 
если выборка содержала более 90% клеток со стан-
дартным для мыши количеством хромосом – 40.

Таблица 1.  Последовательности gRNA и потенциальных off-target-сайтов с соответствующими праймерами 
для амплификации выбранных участков генома

Тип Последовательность (5’ -> 3’) Score
Хромосомный  

участок, подвержен-
ный разрезанию

Праймеры (5’ -> 3’)

gRNA GTTTGACGGGGGTGTCGTGG 100 chr17:-34404735
AACTGCAGATAACACAGTCCATC

CCAGGACCAGGAAAGACCTGG

Off-target 1 GTGTGAAGGGGGTGTCATGG 0.9 chr7:+15781982
AAGTGCAGGTCCTCTGAAAAGAA

AGAAATGGAGTAGTGTGCTCCACAA

Off-target 2 AGTAGACGGGGGTGTCGTGC 0.9 chr16:+96466310
CTCTTGTCTTCCTCTCCCTGT

GCTTGGACCCTAGAGTGGAA

Off-target 3 GTCAGACTGGGGTGTCCTGG 0.7 chr6:+28141384
TCGGATCTAGGAAGCAGTCTC

GCAGTAGATAGCCTGAACCTG

Off-target 4 TTATGACGTGAGTGTCGTGG 0.6 chr14:-118326405
AGTCTGGTCTAGAGCTGTCCTC

TCCTTTGGGAGTAGGGCTATGT

Off-target 5 GCTGGATGGGGGTGTCTTGG 0.5 chr5:+114566059
ATAAACGGCCAAGGTCAACC

TGGGAGACACAGATTCCTAAACT
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Определение пролиферативной активности ЭС 
клеток
Пролиферативную активность клеток контрольных 
линий (Scr) и с нокаутом гена Psmb9 (Psmb9KO) 
оценивали на третьи сутки после посева. Клетки 
пассировали в концентрации 5 × 10³ живых кле-
ток/см². Перед подсчетом клетки трипсинизирова-
ли в растворе 0.05% трипсина/EDТА (Gibco, США), 
осаждали и осадок ресуспендировали в PBS, содер-
жащем 50 мкг/мл йодида пропидия (PI). Подсчет 
клеток проводили на проточном цитометре Coulter 
EPICS XL Flow Cytometer (Beckman Coulter, США).

Иммуноцитохимическое окрашивание клеток 
и микроскопия
Иммуноцитохимическое окрашивание проводи-
ли в соответствии с процедурой, описанной ранее 
[19]. Съемку и последующий анализ изображений 
осуществляли при помощи системы высокопроиз-
водительного скрининга CellVoyager CQ1 (Yokogawa 
Electric, Япония). Использованные первичные анти-
тела – Nanog (1:500, Bethyl A300-397), Oct4 (1:300, 
Santa Cruz sc-5279), и вторичные антитела, слитые 
с флуофорами Alexa 488 и 568 (a-11008 и a-11004 
соответственно (Invitrogen, США)).

Иммуноблотинг
Клеточные экстракты получали с использованием 
метода, описанного ранее [15]. Каждый образец раз-
деляли при помощи электрофореза в 13% полиакри-
ламидном геле, содержащем SDS, белки переноси-
ли на 0.45 мкм PVDF-мембрану в трис-глициновом 
буфере (Bio-Rad). После переноса мембрану ин-
кубировали в растворе 5% обезжиренного молока 
в буфере PBS. Для визуализации белков мембрану 
инкубировали со специфичными первичными анти-
телами в течение ночи при +4°С, а затем в течение 
1 ч с соответствующими вторичными антителами. 
Хемилюминесценцию регистрировали с помощью 
системы гель-документации ChemiDoс (Bio-Rad, 
США). В работе использовали первичные антитела 
к следующим белкам: Lmp2 (1:500, Abclonal A9549), 
Lmp7 (1:5000, любезно предоставлены профессо-
ром, доктором Ульрике Зайферт (Prof. Dr. Ulrike 
Seifert), Медицинский университет Грайфсвальда 
(Германия), Mecl-1 (1:500, Abcam ab183506), Oct4 
(1:500, Santa Cruz sc-5279), Nanog (1:500, Cell 
Signaling #8822), α7 (1:1000, Enzo Life Sciences 
PW8110), β2 (1:1000, Enzo Life Sciences PW9300), β5 
(1:1000, Bethyl A303-847), Rpn1 (1:1000, ServiceBio 
GB113525), Rpt2 (1:1000, ServiceBio GB114427), 
β-Actin (1:5000, Cell Signaling #3700), а также вто-
ричные антитела, конъюгированные с пероксидазой 
хрена (HRP): против кроличьих IgG (1:5000, Jackson 

ImmunoResearch, 111-035-003) и против мышиных 
IgG (1:5000, Jackson ImmunoResearch, 115-035-062).

Определение протеолитической активности 
протеасом
Каспаза-подобную (CL) пептидазную актив-
ность протеасом в клеточных экстрактах (~6 мкг) 
измеряли с использованием субстрата Z-LLE-
AMC (карбоксибензил-Leu-Leu-Glu-7-амидо-4-
метилкумарин) (Enzo Life Sciences, Германия) в кон-
центрации 0.25 мМ. Реакцию проводили в буфере 
50 мМ Tris-HCl (pH 7.5), содержащем 5 мМ MgCl2, 
40 мМ KCl, 1 мМ DTT и 1 мМ АТР, при 37°C в те-
чение 30 мин согласно [20]. Реакцию останавлива-
ли, добавляя равный объем 2% SDS. Активность 
протеасом определяли по уровню флуоресценции 
свободного AMC (7-амино-4-метилкумарин) с ис-
пользованием флуориметра VersaFluor (Bio-Rad) 
при длинах волн возбуждения 340–380 нм и эмис-
сии 455–465 нм. Полученные значения нормировали 
путем вычитания фоновой флуоресценции, пере-
считывали с учетом уравнивающего коэффициента 
(получен после определения концентрации белка 
в пробах), вычисляли среднее значение и стандарт-
ное отклонение.

Тератомный тест
Эксперименты выполняли на мышах BALB/c, по-
лученных из питомника лабораторных животных 
Лобачевского университета (Нижний Новгород). 
Животных содержали в индивидуальных клетках 
при 12-часовом цикле свет/темнота в помещении 
с контролируемой температурой (22°C) с досту-
пом к пище и воде ad libitum. Все исследования 
проведены в соответствии с принципами биоме-
дицинской этики, изложенными в Хельсинкской 
декларации 1964 года, а также были одобрены 
Комиcсией по биологической безопасности и биоэ-
тике Института цитологии РАН (Санкт-Петербург), 
протокол № 02/24 от 06.06.2024. Полученные ЭСК 
для оценки их плюрипотентных свойств вводи-
ли подкожно (2 × 106 клеток) в задние конечности 
мышей. Через четыре недели после инъекции мы-
шей подвергали эвтаназии. Полученные тератомы 
извлекали, взвешивали, фиксировали в раство-
ре Буэна (пикриновая кислота, насыщенный во-
дный раствор – 75 мл; формалин, 40% водный рас-
твор – 25 мл; ледяная уксусная кислота – 5 мл) 
и заливали в парафин. Из парафиновых блоков 
изготавливали срезы толщиной 7 мкм, которые де-
парафинировали, окрашивали гематоксилин-эози-
ном (BioVitrum, Россия), проводили микроскопиче-
ские исследования (EVOS FL Auto Imaging System, 
Applied Biosystems, США).
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Статистический анализ
Все представленные изображения иммунофлуо-
ресценции и иммуноблотинга являются репрезен-
тативными для, как минимум, трех независимых 
экспериментов. При анализе образцов с использо-
ванием проточной цитометрии оценено не менее 
1 × 104 клеток. Данные представлены как среднее 
значение ± стандартное отклонение (SD) не менее 
трех повторностей. Статистическую значимость 
определяли при уровне p <0.05 с использованием 
однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA), 
выполненного в программе GraphPad Prism 8.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Линии ЭСК с нокаутом гена Psmb9 (Psmb9KO) полу-
чали с использованием системы геномного редакти-
рования CRISPR/Cas9. gRNA, нацеленную на второй 
экзон гена Psmb9, клонировали в плазмиду pX330-
U6-Chimeric-BB-CBh-hSp-Cas9, также кодирующую 
зеленый флуоресцентный белок GFP. Конструкцию 
в клетки доставляли с помощью трансфекции, после 
чего GFP-положительные клетки отбирали сортиров-
кой (см. «Экспериментальную часть»). Таким образом 
было отобрано более 20 клонов, в которых, согласно 
данным иммуноблотинга, отсутствовал белок Lmp2. 
При помощи TA-клонирования и секвенирования 
среди этих клонов были идентифицированы клоны, 
содержащие инделы (инсерции и/или делеции) в обо-
их аллелях гена Psmb9 (рис. 1А). Как и ожидалось, 
такие мутации вызывали сдвиг рамки считывания, 
что приводило к нарушению трансляции функцио-
нального белка Lmp2 (рис. 1Б). В отобранных клонах 
Psmb9KO ЭСК проверили пять наиболее вероят-
ных потенциальных нецелевых (off-target) участ-
ков (табл. 1), которые могли быть модифицирова-
ны в результате неспецифического взаимодействия 
с gRNA. Кроме того, подсчет числа хромосом во всех 
отобранных клонах Psmb9KO ЭСК подтвердил, 
что все отобранные линии Psmb9KO ЭСК содержат 
40 хромосом (рис. 1В), что соответствует нормально-
му кариотипу ЭСК мыши. Все анализируемые кле-
точные линии KO2-3, KO2-5 и KO2-15, культивируе-
мые на покрытой желатином пластиковой подложке, 
не отличались по морфологическим характеристикам 
от контрольных клеток (Scr) (рис. 2A). Кроме того, 
у всех трех линий показатели пролиферации и гибе-
ли клеток in vitro были сопоставимы с показателями 
у контрольных линий (рис. 2Б).

Иммуноцитохимическое определение экспрес-
сии ключевых факторов плюрипотентности, та-
ких как Nanog, Oct4 и Sox2, не выявили измене-
ний в окрашивании этих факторов в зависимости 
от уровня экспрессии гена Psmb9 (рис. 3А). Кроме 
того, результаты иммуноблотинга подтвердили, 

что потеря белка Lmp2 не влияет на уровни факто-
ров Nanog и Oct4 (рис. 3Б).

Далее мы  проверили способность клеток 
Psmb9KO к дифференцировке in vivo в составе те-
ратом. Размеры тератом, образованных клетками 
Psmb9KO, были такими же, как у тератом, образо-
ванных контрольными клетками (табл. 2, рис. 4А). 
Гистологический анализ показал, что как контроль-
ные, так и Psmb9KO клетки успешно дифферен-
цировались в производные всех трех зародышевых 
листков: участки ороговевшего эпителия и нейроэ-
пителиальных розеток (эктодерма), хрящ (мезодер-
ма) и реснитчатый эпителий (энтодерма) (рис. 4Б). 
Таким образом, нами успешно создана панель кле-
точных линий ЭСК мыши с нокаутом гена Psmb9, 
полезных для дальнейших исследований. 

Иммуноблот-анализ экспрессии протеасомных 
белков в Psmb9KO ЭСК выявил отсутствие ви-
димых изменений в уровнях субъединиц α7, β2 
и β5 20S протеасомы (рис. 5А, Б). Уровни белков 
субъединиц регуляторной субчастицы 19S (Rpn1 
и Rpt2) оставались также неизменными, что указы-
вает на стабильность базового состава протеасом-
ного комплекса в отсутствие продукта гена Psmb9. 
Не зафиксировано также значимых различий в экс-
прессии иммунопротеасомных субъединиц Lmp7 
(β5i) и Mecl-1 (β2i) между Psmb9KO и контроль-
ными ЭСК. В то же время в дифференцированных 
с помощью ретиноевой кислоты (RA) и обработан-
ных интерфероном-γ (IFNγ) клетках Psmb9KO на-
блюдалась тенденция к снижению содержания 
зрелой формы иммунопротеасомной субъединицы 
Mecl-1 (β2i) и, напротив, к накоплению ее непроцес-
сированной формы (pro-Mecl-1) по сравнению с кон-
трольными ЭСК, однако эти различия не достигали 
статистической значимости (рис. 5А, Б). Тем не ме-
нее расчет соотношения уровней сигнала от пре-
курсорной формы pro-Mecl-1 и от зрелой формы 
Mecl-1 выявил достоверное накопление прекурсора 
в клетках с нокаутом Psmb9 по сравнению с контро-
лем (рис. 5А, Б). Мы не имели возможности оценить 
уровни каталитической субъединицы β1 в клетках 
Psmb9KO из-за отсутствия специфических антител, 
поэтому проанализировали пептидазную активность 
20S протеасомы в клеточных экстрактах с помощью 
флуорогенного субстрата, специфического для дан-
ной субъединицы, и показали, что по сравнению 
с контрольными клетками каспаза-подобная ак-
тивность существенно возрастает в Psmb9KO ЭСК 
при RA-индуцированной дифференцировке и по-
следующей обработке клеток IFNγ, что свидетель-
ствует об увеличенной экспрессии β1-субъединицы 
в клетках Psmb9KO и ее встраивании в 20S проте-
асому вместо Lmp2, β1i (рис. 5В).
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Рис. 1. Подтверждение получения нокаутов ЭСК мыши по гену Psmb9. А – результаты генотипирования трех ли-
ний ЭСК с нокаутом гена Psmb9 (KO2-3, KO2-5, KO2-15). WT – последовательность второго экзона гена Psmb9 
ЭСК дикого типа. Инделы выделены красным прямоугольником; del – делеция, in – инсерция. Б – оценка уровня 
белка Lmp2 методом иммуноблотинга в клеточных лизатах, полученных из клонов Psmb9KO и контрольных линий 
(Scr1–3) после дифференцировки, индуцированной обработкой RA и IFNγ (см. раздел «Экспериментальная 
часть»). β-Actin использован как контроль нагрузки белка. В – репрезентативные изображения метафазных пла-
стинок клеток контрольных линий (Scr) и Psmb9KO; хромосомы окрашены DAPI. Масштабный отрезок – 10 мкм

Согласно опубликованным данным, отсутствие 
Lmp2 в клетках мыши и крысы может способство-
вать развитию окислительного стресса за счет на-
копления активных форм кислорода (АФК) [21, 22]. 
Нами проведен сравнительный анализ продукции 
АФК в клетках с нокаутом Psmb9 и контроль-
ных линиях. Обнаружено увеличение уровня АФК 
во всех исследуемых клетках, полученных в ходе 
RA-индуцированной дифференцировки и обработки 
IFNγ. Однако различий в продукции АФК, связан-
ных с экспрессией Psmb9, не обнаружено (рис. 5Г). 

ОБСУЖДЕНИЕ
Иммунопротеасомная субъединица Lmp2 (β1i), коди-
руемая геном Psmb9, играет важную роль во мно-

жестве процессов, связанных с иммунной защитой 
[23–26], поддержанием клеточного гомеостаза [10, 
21, 27, 28] и развитием тканей [22, 29]. Кроме того, 
показано, что экспрессия Psmb9, наряду с другими 
субъединицами иммунопротеасомы, важна на ран-
них этапах эмбриогенеза млекопитающих [12]. 
Учитывая многообразие функций Lmp2 в клетках 
человека, изучение механизмов ее действия пред-
ставляет большой интерес. В рамках проведенного 
исследования с использованием технологии CRISPR/
Cas9 нами создана клеточная модель ЭСК мыши 
с нокаутом гена Psmb9. Полученные линии не имели 
нарушений в скорости роста и уровне экспрессии 
ключевых маркеров плюрипотентности по срав-
нению с контрольными линиями. Кроме того, они 
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Рис. 2. Нокаут гена Psmb9 не влияет на морфологические и пролиферативные характеристики ЭСК мыши. 
А – изображения культур ЭСК Psmb9KO и контрольных линий (Scr1–3). Колонии с морфологией, характерной 
для недифференцированных ЭСК, отмечены черными стрелками. Клетки, подвергшиеся спонтанной дифферен-
цировке, отмечены белыми стрелками. Б – оценка пролиферативного потенциала линий Psmb9KO в сравнении 
с контрольными линиями (Scr). Анализ клеточной гибели проводили с использованием окрашивания йодидом 
пропидия (PI). Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение (n = 3). н.д. – статистически не до-
стоверно (однофакторный дисперсионный анализ)
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Рис. 3. Отсутствие экспрессии гена Psmb9 не влияет 
на экспрессию маркеров плюрипотентности.  
А – анализ маркеров плюрипотентности Nanog, Oct4 
и Sox2 при помощи иммуноцитохимического окраши-
вания; представлены репрезентативные изображения 
клеток контрольной линии (Scr) и Psmb9KO. Масштаб-
ный отрезок – 50 мкм.  
Б – иммуноблотинг клеточных лизатов, полученных 
из клонов Psmb9KO и контрольных линий (Scr1–3). 
β-Actin использован как контроль нагрузки белка
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успешно формировали тератомы в мышах с иммуно-
дефицитом. Гистологический анализ тератом выявил 
структуры, относящиеся к производным всех трех 
зародышевых листков, что подтверждает сохране-
ние плюрипотентных свойств Psmb9-дефицитных 
ЭСК. Отсутствие экспрессии Psmb9 не вызывало из-
менений в уровне белков протеасом α7 и каталити-
ческих β2 и β5, а также двух других субъединиц им-
мунопротеасомы – Lmp7 (β5i) и Mecl-1 (β2i). Однако 
в дифференцированных с помощью RA и обработан-
ных IFNγ Psmb9KO ЭСК мы наблюдали накопление 
прекурсорной формы Mecl-1. Это свидетельствует 
о том, что в ЭСК мыши иммунопротеасомы без субъ-
единицы Lmp2 способны существовать в виде про-
межуточной, хотя и собирающейся с меньшей эф-
фективностью формы, что соответствует ранее 
опубликованным данным [23]. Кроме того, в процессе 
дифференцировки Psmb9KO ЭСК увеличивалась ка-

Таблица 2. Индивидуальные значения массы тератом, полученных после трансплантации мышам контрольных 
(Scrambled) эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) и с нокаутом гена Psmb9 (Psmb9KO)

Группа Тип ЭСК Количество 
животных (n) Индивидуальные значения массы тератом, г

Контроль
Scrambled #1 4 1.45, 0.7, 0.55, 0.47
Scrambled #2 4 0.85, 1.6, 0.86, 0.61
Scrambled #3 4 1.3, 1.15, 0.39, 0.25

Psmb9 KO
KO 2-3 2 1.9, 2.35
KO 2-5 2 0.69, 0.26
KO 2-15 2 0.38, 0.20

спаза-подобная активность 20S протеасомы. Это ука-
зывает на вероятное компенсаторное встраивание 
в иммунопротеасомный комплекс β1-субъединицы 
вместо Lmp2. Такой механизм замещения можно 
рассматривать как адаптивный ответ на отсутствие 
Lmp2, который служит для поддержания функци-
ональной активности УПС в дифференцированных 
клетках, индуцированных IFNγ.

Гены Psmb9 и Psmb8, кодирующие субъединицы 
Lmp2 и Lmp7 соответственно, расположены в локу-
се главного комплекса гистосовместимости второго 
типа (MHC II) [30]. С момента первого их описа-
ния исследователи уделяли большое внимание из-
учению функций этих субъединиц в формировании 
иммунного ответа. Нарушение функции Lmp2 при-
водило к нарушению презентации антигенов [24], 
изменению как репертуара TCD8+-лимфоцитов [26], 
так и абсолютному снижению их количества у мы-
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Рис. 4. Оценка плюрипотентных свойств in vivo линий ЭСК с нокаутом гена Psmb9 с помощью тератомного теста. 
А – на диаграмме представлены индивидуальные значения массы тератом, образованных контрольными клет-
ками (Scr) и линиями Psmb9KO. Горизонтальная линия обозначает среднее значение массы тератом для каждой 
группы. н.д. – статистически недостоверно (однофакторный дисперсионный анализ). Б – гистологический анализ 
тератом, образованных Psmb9KO ЭСК. Во всех тератомах обнаружены ткани, характерные для производных 
трех зародышевых листков: эктодермы (ороговевающий эпителий и нейроэпителиальные розетки), мезодермы 
(хондробласты и хондроциты в мезенхиме) и энтодермы (дифференцирующийся энтеродермальный эпителий). 
Окраска гематоксилином и эозином. Масштабный отрезок – 100 мкм
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Рис. 5. Анализ функциональной активности протеасом и продукции активных форм кислорода в ЭСК мыши 
с нокаутом Psmb9. Клетки контрольных линий (Scr1–3) и клетки Psmb9KO ЭСК (KO2-3, 2-5 и 2-15) культивировали 
в среде SL. Дифференцировку индуцировали ретиноевой кислотой (RA) в течение 2 дней с последующей обра-
боткой IFNγ в течение 1 дня. А – оценка уровней белков субъединиц конститутивных протеасом и иммунопро-
теасом в ЭСК с нокаутом гена Psmb9. Уровни белков в клеточных лизатах оценивали методом иммуноблотинга. 
β-Actin использован как контроль нагрузки белка. Б – нормализация интенсивности полос вестерн-блотинга, по-
казанных на A, к β-актину. В – измерение каспаза-подобной активности (CL) 20S протеасомы. Г – оценка уровня 
активных форм кислорода (АФК). Слева приведены репрезентативные гистограммы распределения клеток 
по интенсивности флуоресценции в FITC-канале. Сдвиг гистограммы вправо указывает на увеличение продукции 
АФК в клетках. Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение (n = 3). н.д. – статистически недо-
стоверно; *p <0.05 (однофакторный дисперсионный анализ)

шей [25]. Помимо роли в работе иммунной систе-
мы, иммунопротеасомы, включая Lmp2, участвуют 
в поддержании протеостаза и регуляции диффе-
ренцировки клеток. В условиях клеточного стресса, 
вызванного, например, митохондриальной дисфунк-
цией в клетках человека, возрастает уровень Lmp2, 
что способствует повышению активности протеасом 
и снижению накопления окисленных белков [27]. 
Также потеря Lmp2 связана с развитием нейроде-

генеративных изменений при болезни Альцгеймера. 
Так, у мышей с нокаутом гена Psmb9 наблюдается 
потеря миелина, увеличение проницаемости гема-
тоэнцефалического барьера, накопление амилоида-β 
и повышение уровня АФК. Эти факторы приводят 
к хроническому окислительному стрессу, усиле-
нию нейровоспаления и когнитивным нарушени-
ям, что подчеркивает значение Lmp2 в поддержа-
нии нормального состояния клеток мозга [28]. Роль 
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Lmp2 в развитии тканей показана также в иссле-
дованиях, связанных с нейрогенезом. В условиях 
гиперактивности комплекса mTORC1 отсутствие 
Lmp2 замедляет пролиферацию нейрональных 
предшественников, нормализуя их дифференци-
ровку [29]. Кроме того, субъединица Lmp2 играет 
важную роль в дифференцировке мышечных кле-
ток. Ингибирование иммунопротеасом в миобластах 
приводит к повышению уровня окисленных белков 
и нарушению дифференцировки миобластов [22]. 

Учитывая данные о роли Lmp2 в регуляции кле-
точного протеостаза в различных типах тканей, осо-
бый интерес представляет изучение функций им-
мунопротеасом в поддержании плюрипотентности 
ЭСК и их дифференцировке. Уникальная способ-
ность ЭСК к самообновлению и дифференцировке 
зависит от строго регулируемых механизмов, под-
держивающих геномную стабильность и протеостаз. 
Под плюрипотентностью понимают способность ЭСК 
самообновляться и дифференцироваться в любые 
клеточные типы организма, за исключением неко-
торых внезародышевых тканей, таких как трофо-
бласт и первичная энтодерма. Перед имплантаци-
ей эмбриона в эпибласте происходят значительные 
морфологические и молекулярные изменения, ко-
торые готовят клетки к развитию. Образованию 
постимплантационного эпибласта предшествует 
этап поляризации клеток эпибласта с образовани-
ем розеток и последующей люминизации эмбриона 
с образованием проамниотической полости [31, 32]. 
В этот период клетки эпибласта переходят от «наи-
вного» состояния плюрипотентности к «праймиро-
ванному», становясь готовыми к дифференцировке 
в экто-, мезо- и энтодерму. Этот переход включает 
несколько промежуточных состояний с уникаль-
ными характеристиками [33]. На сегодняшний день 
идентифицировано как минимум четыре различных 
типа плюрипотентных клеток, имеющих стабильные 
аналоги в условиях культивирования in vitro [33]. 

В ходе предыдущих исследований мы подтверди-
ли, что экспрессия иммунопротеасом индуцируется 
на стадии эпибластоподобных клеток [15], дости-
гая пика на третий день мезодермальной диффе-
ренцировки (неопубликованные данные) и посте-
пенно снижаясь вплоть до полного исчезновения. 
Эпибластоподобные клетки и клетки на третий день 
мезодермальной дифференцировки в культуре со-
ответствуют клеткам постимплантационного эпи-
бласта и первичной полоски в ходе развития эм-
бриона мыши соответственно. Согласно открытым 
данным РНК-секвенирования отдельных клеток 
(ssRNA-seq), пик экспрессии иммунопротеасом так-
же приходится на стадию закладывания первичной 
полоски [34, 35]. При формировании первичной по-

лоски клетки эпибласта подвергаются эпителиаль-
но-мезенхимному переходу, включая изменения 
формы клеток в результате ремоделирования ак-
тинового цитоскелета, разрушения межклеточных 
контактов, деградации базальной мембраны и ак-
тивации взаимодействия клеток с внеклеточным 
матриксом [36]. Кроме того, в этот период скорость 
деления клеток эпибласта сильно увеличивается. 
При переходе к этапу гаструляции клетки эпибла-
ста мыши переключаются с типичного для млеко-
питающих клеточного цикла продолжительностью 
12–14 ч на более короткий – 6–8 ч [37]. При зна-
чительных изменениях, характерных для раннего 
эмбрионального развития, критически важно обе-
спечить быструю адаптацию клеток к внутренним 
и внешним сигналам. Иммунопротеасомы отлича-
ются быстрой кинетикой сборки и коротким вре-
менем полужизни [38]. Полагается, что в условиях 
стресса и провоспалительного сигналинга иммуно-
протеасомы могут более эффективно осуществлять 
деградацию поврежденных и полиубиквитинирован-
ных белков (см. обзор [11]). Можно предположить, 
что роль иммунопротеасом в раннем эмбриональном 
развитии заключается в предотвращении накопле-
ния ненужных и/или поврежденных белков. Однако 
важно отметить, что мыши с нокаутом всех трех ка-
талитических субъединиц иммунопротеасом не име-
ют критических аномалий неонатального развития. 
Это может указывать на наличие компенсаторных 
механизмов, способных замещать их функции. 
Исследования с использованием клеток, лишенных 
как отдельных каталитических субъединиц имму-
нопротеасомы, так и всех трех, позволят уточнить 
роль иммунопротеасомы в поддержании протеоста-
за и участии в дифференцировке ЭСК.

ВЫВОДЫ
Таким образом, нами создана и охарактеризована 
линия ЭСК мыши с нокаутом гена Psmb9, кодиру-
ющего каталитическую субъединицу иммунопро-
теасомы – Lmp2 (β1i). Установлено, что отсутствие 
Lmp2 не влияет на морфологию и пролифератив-
ную активность ЭСК, а также на их плюрипотент-
ный статус. Данная клеточная линия представляет 
перспективный инструмент для изучения роли гена 
Psmb9 и иммунопротеасом в последующих этапах 
дифференцировки ЭСК in vitro. 

Исследование выполнено за счет гранта 
Российского научного фонда (№ 22-14-00390). 
Эксперименты по секвенированию выполнены 
за счет средств, предоставленных в рамках 
соглашения 075-15-2021-1075 с Минобрнауки 

от 28-09-2021.
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