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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 
Актуальность проблемы. Рассеянный склероз (РС) – одно из наиболее со-

циально и экономически значимых неврологических заболеваний современности. 
Особенностью РС является возникновение заболевания в основном у лиц среднего 
возраста, то есть молодой и трудоспособной части населения, ведущей активную 
социальную жизнь. Последствия заболевания за 10-15 лет приводят практически 
к полной потере трудоспособности, а при недостаточно эффективном и своевре-
менном лечении – и к летальному исходу. К сожалению, пробелы в знании этио-
логии РС приводят к отсутствию эффективной терапии данного заболевания.  

Актуальность изучения протеолиза основного белка миелина связана с тем, 
что он является одним из основных аутоантигенов, на которые направлен иммун-
ный ответ при рассеянном склерозе, а также его экспериментальной животной 
модели – экспериментальном аутоиммунном энцефаломиелите (ЕАЕ). Изучение 
протеолитической деградации аутоантигенов имеет важное значение для совре-
менной биохимии и иммунологии, в особенности для понимания молекулярных 
механизмов патогенеза аутоиммунных заболеваний и выявления новых терапев-
тических мишеней.  Пептиды, образующиеся в результате протеолиза внутрикле-
точных антигенных белков, прзентируются на поверхности клетки на молекулах 
главного комплекса гистосовместимости I класса и могут распознаваться цито-
токсическими T-лимфоцитами, что приводит к уничтожению таргетной клетки. 
Ключевую роль в протеолизе внутриклеточных белков до антигенных пептидов 
играет протеасома – многосубъединичный белковый комплекс, обладающий ши-
рокой субстратной специфичностью. Качественный и количественный состав 
пептидов, презентируемых на поверхности клетки, во многом зависит от катали-
тических свойств протеасомы. Механизм деградации основного белка миелина 
протеасомой и особенности протекания этого процесса в норме и при развитии 
аутоиммунных патологий ЦНС до сих пор не были изучены. 

Цели и задачи исследования. В данной работе была изучена роль протеа-
сомного гидролиза MBP в развитии экспериментального аутоиммунного энцефа-
ломиелита (experimental autoimmune encephalomyelitis,EAE), животной модели 
рассеянного склероза. 
Для этого были поставлены следующие задачи: 

– Изучение необходимости модификации убиквитином для гидролиза MBP протеасо-
мой. 

– Сравнение субъединичного состава и субстратной специфичности протеасомы в 
ЦНС в норме и при развитии EAE. Сравнение качественного и количественного 
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спектра пептидов, образующихся при протеасомном гидролизе MBP в норме и при 
развитии аутоиммунной патологии ЦНС.  

– Изучение направленного подавления гидролиза МВР протеасомой как потенци-
ального метода терапии ЕАЕ 

Научная новизна и практическая значимость работы. В настоящей рабо-
те впервые описан факт убиквитин-независимого протеолиза аутоантигенного 
белка. Полученные в настоящей работе данные расширяют знания об убиквитин-
независимой деградации белков 26S протеасомой, указывают на возможную связь 
между протеолитической активностью иммунопротеасомы и развитием аутоим-
мунных патологий ЦНС, а также на перспективность специфических ингибито-
ров иммунопротеасомы как потенциальных лекарственных средств. Диссертаци-
онная работа имеет чётко выраженный фундаментальный характер и вносит су-
щественный вклад в прояснение этиологии и патогенеза рассеянного склероза. 
Детальное изучение данной проблемы позволит в дальнейшем использовать полу-
ченные данные для создания новых методов терапии рассеянного склероза и со-
здания лекарственных препаратов, направленных на подавление протеолитиче-
ской активности иммунопротеасомы в центральной нервной системе. 

Публикация и апробация работы. По теме диссертации опубликовано 5 ста-
тей. Результаты диссертации были представлены на 6 российских и международных 
конференциях: конференции «Ломоносов-2010» (Москва, 2010), IV Всероссий-
ской конференции с элементами научной школы для молодежи «Фундаменталь-
ные вопросы масс-спектрометрии и ее аналитические применения» (Московская 
обл., 2010),  38-ом конгрессе FEBS «Mechanisms in Biology» (Санкт-Петербург, 
Россия, июль 2013), XXVI Зимней молодежной научной школе "Перспективные 
направления физико-химической биологии и биотехнологии", (Москва, 2014), 
конференции «Нейрохимические механизмы формирования адаптивных и пато-
логических состояний мозга» (Санкт-Петербург–Колтуши, 2014), VII Всероссий-
ской конференции «Протеолитические ферменты: структура, функции, эволю-
ция» (Петрозаводск, 2014). 

Структура и объем диссертационной работы. Диссертация изложена на 110 
страницах машинописного текста и содержит следующие разделы: введение, обзор 
литературы, обсуждение результатов, экспериментальную часть, заключение, вы-
воды и список литературы. Материал иллюстрирован 35 рисунками и 4 таблица-
ми. Библиографический указатель включает в себя 187 цитированных работ. 
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ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ. 

1.Изучение необходимости модификации  убиквитином для гидролиза МВР 
протеасомой 

1.1.Деградация MBP протеасомой в клетках млекопитающих 
Внутриклеточный протеолиз MBP изучали с использованием клеток HEK, 

трансфицированных генетической конструкцией, кодирующей рекомбинантный 
MBP человека, слитный с FLAG-эпитопом. Вестерн-блоттинг лизатов клеток, 
обработанных циклогексимидом в течение различного количества времени (Рис. 
1А), показал, что в клетках HEK MBP достаточно быстро подвергается протеоли-
зу со средним временем полужизни около 1 часа. При этом протеолиз МВР оче-
видно осуществляется протеасомой, т.к. в присутствии ингибитора PS-341 его 
протеолиз практически полностью останавливается. Количество GFP, не являю-
щегося субстратом для протеасомы, с течением времени остается практически 
неизменным. Для анализа протеолиза внутриклеточного MBP протеасомой в 
условиях, более приближенных к физиологическим, была получена первичная 
культура олигодендроцитов. Иммуноцитохимический анализ подтвердил наличие 
значительного количество OSP-позитивных клеток (олигодендроцит-
специфический белок), при этом процентное содержание GFAP-позитивных кле-
ток (glial  fibrillary acidic protein, маркер астроцитов) не превышало 10% (Рис. 
1Б). Для усиления экспрессии эндогенного MBP клетки обрабатывали 0.2 мкM 
раствором бензотропина в течение двух суток перед анализом. Важно отметить, 
что внутриклеточный MBP заметно накапливался под действием ингибитора про-
теасомы PS-341 (Рис. 1В), что свидетельствует о протеасомной природе метабо-
лизма МВР в олигодендроцитах. 
Чтобы определить, подвергается ли MBP убиквитинилированию в клетках, ре-
комбинантный MBP-FLAG иммунопреципитировали из гомогената клеток HEK, 
котрансфицированных генетическими конструкциями, кодирующими rhMBP-
FLAG и убиквитин, слитный с HA-эпитопом (HA-Ub) (Рис. 2). В качестве поло-
жительного контроля использовали прекурсор NF-κB белок p105, слитный с 
FLAG-эпитопом. В качестве отрицательного контроля использовали белок Ubc6. 
После обработки клеток ингибитором протеасомы MG132 в преципитатах, со-
держащих MBP-FLAG, отсутствовали даже следовые количества полиубиквити-
новых конъюгатов, в то время как в преципитатах, содержащих p105-FLAG, по-
лиубиквитиновые конъюгаты явно присутствовали. Таким образом, можно пред-
положить, что в клетках млекопитающих MBP подвергается гидролизу протеа-
сомой в отсутствии полиубиквитинилирования. 
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Рисунок 1. А. Определение скорости протеолиза белков в клетке с использовани-
ем циклогексимида (СHX). Б. Иммуноцитохимическое окрашивание культуры 
зрелых олигодендроцитов. HST – ядерный краситель Hoechst 33342, OSP – анти-
OSP антитело, GFAP – анти-GFAP антитело В. Протеолиз MBP в культуре оли-
годендроцитов. Вестерн-блоттинг лизатов культуры зрелых олигодендроцитов, 
обработанных и необработанных PS-341 и бензтропином. Гибридизация с антите-
лами, специфичными к MBP и актину. 
Чтобы определить, необходимо ли полиубиквитинилирование для гидролиза MBP 
протеасомой, были проведены дополнительные эксперименты с использованием 
генетической конструкции, кодирующей вариант убиквитина K0 (UbK0), в кото-
ром все остатки лизина заменены на остатки аргинина, а также малыми интерфе-
рирующими PHK, блокирующими экспрессию убиквитин-лигазы E1 (E1 siRNA). 
Клетки линии HEK были трансфицированы генетическими конструкциями, коди-
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рующими UbK0 или убиквитин дикого типа (Ub WT), слитных с myc эпитопом 
(Рис. 3А и 3Б). 

Рисунок 2. Полиубиквитинилирова-
ние MBP в клетках млекопитающих. 
Исходные лизаты клеток (слева) и 
соответствующие им элюаты после 
иммунопреципитации (справа) анали-
зировали методом вестерн-блоттинга 
с окрашиванием анти-HA антителами. 
ПААГ – полиакриламидный гель, IgG 
– присутствующее в элюате анти-
FLAG антитело, IgG Hc – его тяжелая 
цепь, IgG Lc – его легкая цепь, pUb – 
полиубиквитиновые коньюгаты. 
 
 
 
 
 

Во втором случае клетки были трансфицированы E1 siRNA или иррелевантной 
siRNA в качестве контроля (Рис. 3В и 3Г). Спустя 24 часа клетки были повторно 
трансфицированы генетическими конструкциям, кодирующими белки MBP, с-
Myc (контроль, убиквитин-зависимый субстрат) или орнитиндекарбоксилазу 
(ODC, контроль, убиквитин-независимый субстрат). Еще спустя 24 часа анализи-
ровали внутриклеточный протеолиз с использованием циклогексимида. Как и 
ожидалось, котрансфекция как UbК0, так и E1 siRNA к E1 блокировала протеа-
сомальный гидролиз белка с-Myc и способствовала его накоплению, в то время 
как протеолиз ODC протеасомой в этих условиях не изменялся по сравнению с 
контрольной трансфекцией. MBP подвергался протеолизу с одинаковой скоро-
стью во всех условиях, что свидетельствует об отсутствии необходимости в мо-
дификации MBP убиквитином для его гидролиза протеасомой. 
1.2. Протеолиз MBP 26S протеасомой in vitro 

26S протеасому выделяли из головного мозга мыши по методике, включающей 
осаждение 40% сульфатом аммония, гель-фильтрацию и анионообменную хрома-
тографию, что исключает присутствие каких-либо компонентов системы убикви-
тинилирования.  
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Рисунок 3. Изучение необходимости модификации убиквитином для протеасо-
мального гидролиза MBP в клетках млекопитающих. 

MBP подвергался гидролизу in vitro в отсутствии каких-либо компонентов систе-
мы убиквитинилирования подобной высокоочищенной 26S протеасомой, в отли-
чие от других белков – BSA, тиоредоксина и лизоцима, которые не подвергались 
протеолизу даже после 24 часов инкубации (Рис. 4А). 

Чтобы изучить влияние заряда МВР на эффективность убиквитин-
независимого протеолиза, были получены ацетилированая и деиминированая 
формы MBP, обладающие меньшим положительным зарядом. Скорость гидроли-
за как ацетилированного, так и деиминированного MBP очищенным препаратом 
26S протеасомы  существенно замедляется по сравнению с немодифицированным 
природным MBP (Рис. 4Б), что свидетельствует о том, что возможность убикви-
тин-независимого протеолиза MBP по-видимому в первую очередь обусловлена 
большим положительным зарядом этого белка. Другим очевидным способом 
нейтрализации высокого положительного заряда MBP является образование ком-
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плексов MBP с различными белками, которые частично компенсируют его высо-
кий заряд. 

 

Рисунок 4. А. Электрофоретическое разделение в ПААГ гидролизатов различных 
белков очищенным препаратом 26S протеасомы. Анализ состава субъединичного 
состава очищенных препаратов протеасомы, сверху-вниз электрофоретическое 
разделение в нативном и денатурирующих ПААГ, вестерн-блоттинг с использо-
ванием соответствующих антител. Б. Снижение поверхностного положительного 
заряда MBP путем ацетилирования (слева) и деиминирования (справа) и гидролиз 
полученных модифицированных форм MBP очищенным препаратом 26S протеа-
сомы. 

 Скорость гидролиза MBP протеасомой в присутствии различных белков 
определяли электрофоретическим разделением  реакционных смесей в ПААГ с 
последующим денситометрическим анализом (Рис. 5А). Ни тетраубиквитин, ни 
моноубиквитин не влияли на скорость гидролиза MBP протеасомой, что позволя-
ет предположить, что взаимодействие MBP с убиквитин-связывающими домена-
ми 19S регуляторной субчастицы не является необходимым для его протеасомно-
го гидролиза. Присутствие GST, BSA или лизоцима не влияло на скорость гидро-
лиза MBP, в то время как актин, кальмодулин, гистон H1.3 и глатирамера ацетат 
(GA) ингибировали протеолиз MBP протеасомой. В дальнейшем методом поверх-
ностного плазмонного резонанса было установлено, что MBP взаимодействует с 
актином, но не связывается с GA и гистоном H1.3, в то время как 26S протеасома 
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взаимодействовала с GA и гистоном H1.3, но не взаимодействовала с актином  
(Рис. 5Б). Таким образом, белки, способные ингибировать гидролиз MBP, поде-
лились на 2 подгруппы по механизму своего действия – взаимодействующие с 
MBP и взаимодействующие с протеасомой. 

 

Рисунок 5. А. Электрофореграммы разделения в ПААГ продуктов гидролиза 
MBP 26S протеасомой in vitro в присутствии различных концентраций ряда бел-
ков. Б. Анализ связывания актина, гистона Н1.3 и GA с MBP и 26S протеасомой. 

2. Анализ физиологической значимости деградации МВР иммуно-
протеасомой 

2.1. Изучение баланса протеасома-иммунопротеасома в ЦНС при развитии 
ЕАЕ. 

Нами было исследовано содержание субъединиц конститутивной протеасо-
мы β1/β5, и соответствующих им иммуносубъединиц β1i/β5i в различных отделах 
головного мозга контрольных мышей линии BALB/c, мышей линии SJL, предрас-
положенных к развитию EAE, и мышей линии SJL, развивающих ЕАЕ вследствие 
иммунизации (Рис. 6А). Выяснилось, что содержание иммуносубъединиц протеа-
сомы во всех отделах головного мозга значительно повышается у мышей линии 
SJL при развитии ЕАЕ. Кроме того, статистически значимое увеличение содер-
жания иммуносубъединиц протеасомы в коре, стриатуме и медиабазальном гипо-
таламусе (МБГ)  наблюдалось у неиммунизированных мышей линии SJL  в срав-
нении с мышами линии BALB/c. 
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Рисунок 6. А. Вестерн-блоттинг гомогенатов различных отделов головного 
мозга мышей на предмет наличия субъединиц конститутивной (β1/β5) или иммун-
ной протеасомы (β1i/β5i). МБГ – медиабазальный гипоталамус. Б-Д. Иммуноги-
стохимический анализ срезов головного мозга неиммунизированных мышей ли-
нии SJL (Б) и мышей линии SJL, развивающих EAE (В,Г,Д). 
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Для локализации иммунопротеасомы в ЦНС было проведено иммуно-
гистохимическое исследование срезов головного мозга экспериментальных мы-
шей. У мышей, больных ЕАЕ, повышение экспрессии субъединицы β1i в тканях 
ЦНС коррелирует с пониженной окраской на NeuN (Рис. 6Б и 6В), что свиде-
тельствует о апоптотических процессах в нейронах. Данное наблюдение прямо 
указывает на связь между нейродегенерацией и активностью иммунопротеасомы. 
Интересно, что дальнейшее изучение локализации β1i и β5i в ЦНС мышей с ЕАЕ, 
показало, что β1i накапливается в олигодендроцитах - резидентных клетках ЦНС, 
а β5i скорее всего привносится в ЦНС извне T-клетками, проникающими через 
поврежденный гематоэнцефалический барьер (Рис. 6Г и 6Д). 
2.2. Сравнение спектров деградации MBP конститутивной протеасомой и 
иммунопротеасомой 
Процесс ферментативной деградации основного белка миелина может протекать 
по двум основным путям – с помощью протеасомы и протеаз. Чтобы выяснить, 
как отличается гидролиз MBP протеасомой в норме и патологии, мы провели in 
vitro гидролиз MBP протеасомами из головного мозга здоровых мышей и мышей, 
развивающих ЕАЕ, а также рядом протеолитических ферментов, которые, как 
полагают, ассоциированы с развитием рассеянного склероза. Продукты гидролиза 
анализировали методом тандем-масс-спектрометрии (Рис. 7). Под действием про-
теолитических ферментов в основном образовывались пептиды, относящиеся к 
фрагменту MBP110-130, в то время как в гидролизатах протеасомой обнаружива-
лись пептиды, относимые практически ко всей аминокислотной последовательно-
сти MBP. Особо необходимо отметить, что спектры пептидов, образуемые под 
действием протеасомы из головного мозга здоровых и развивающих ЕАЕ мышей, 
заметно отличаются друг от друга. Пептиды, полученные под действием протеа-
сомы из головного мозга развивающих ЕАЕ мышей, существенно перекрывались 
с основными Т-клеточными эпитопами MBP. Для количественного сравнения от-
носительного содержания пептидов МВР в протеасомных гидролизатах был раз-
работан метод, основанный на применении воды, содержащей нуклид кислорода 
18О (Рис. 8А). Пептиды, полученные при гидролизе MBP протеасомами из раз-
личных источников, отличались друг от друга на 2 единицы молекулярной массы, 
но обладали одинаковым временем удерживания на обращенно-фазовом сорбенте 
и одинаковой эффективностью ионизации. Это позволило осуществить количе-
ственный анализ образования более чем 250 фрагментов MBP под действием про-
теасом из мышей линий BALB/c и SJL с и без ЕАЕ (Рис. 8Б). 
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Рисунок 7. Паттерны деградации MBP протеасомами из головного мозга мышей, 
а также рядом протеаз, ассоциированных с развитием аутоиммунных патологий 
ЦНС. Сверху представлена аминокислотная последовательность MBP, каждая 
стрелка соответствует пептидному фрагменту этой аминокислотной последова-
тельности, детектируемому масс-спектрометрически. Толщина стрелок соответ-
ствует количеству того или иного пептида по результатам безметочного (label-
free) анализа.  

Из этого количества 5 пептидов по структуре подходили для загрузки на 
MHC I. Количество двух из этих пептидов, DTGILDSL (MBP33-40) и ENPVVHFF 
(MBP83-90) увеличивалось в 10 раз при гидролизе MBP протеасомой из мозга EAE 
SJL в сравнении с гидролизом МВР протеасомой из мозга мышей линии BALB/c. 

Пептид MBP83-90 является частью энцефалитогенного фрагмента MBP, по-
этому мы более детально изучили его образование при действии различных типов 
протеасомы на MBP. Для этого был синтезирован химически идентичный пептид 
с С-концевым фенилаланином, все атомы углерода и азота которого обладали 
массовыми числами 15 и 13, соответственно. Скорость образования пептида 
MBP83-90, рассчитанная исходя из известного количества внутреннего стандарта, 
оказалась до 8 раз больше при гидролизе MBP протеасомой из мозга EAE SJL, 
чем при гидролизе протеасомой из мозга неиммунизированных мышей линии SJL 
и мышей линии BALB/c (Рис. 9). За 24 часа под действием протеасомы из голов-
ного мозга EAE-SJL образуется порядка 0.83 моль пептида ENPVVHFF на 1 моль 
изначального MBP. 
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Рисунок 8. А. 
Схематичное 
изображение 

метода количе-
ственно анали-
за паттернов 

деградации 
MBP протеа-
сомой с ис-
пользованием 

воды, содер-
жащей нуклид 
кислорода 18О. 
Б. Пример 
участка масс-
спектра, полу-
ченного дан-
ным методом. 
В. Количе-
ственная оцен-
ка некоторых 
пептидов МВР, 
образующихся 
под действием 
протеасом. 

 

 

 

 

 

2.3. Свидетельство презентации пептида MBP83-90 на MHC I и анализ цито-
токсического действия MBP83-90-специфических T-клеток на олигодендроци-
ты. 
Для изучения возможности презентации пептида ENPVVHFF на молекулах глав-
ного комплекса гистосовмечстимости первого класса (MHC I) были выделены 
мононуклеарные клетки из периферической крови мышей линии SJL, интересу-
ющего нас гаплотипа H-2s, C3H (H-2k) – в качестве положительного контроля и 
BALB/c (H-2d) в качестве отрицательного контроля. Мононуклеарные клетки ин-
кубировали с синтетическим пептидом ENPVVHFF в течение 5 часов, тщательно 
отмывали, лизировали и определяли содержание ENPVVHFF  методом количе-
ственной масс-спектрометрии с мониторингом множественных реакций (MRM) 
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Рисунок 9. Участок масс-спектра (А), зависимость количества образовавшегося 
пептида ENPVVHFF от времени протеолиза (Б) и количество ENPVVHFF, обра-
зовавшегося за 24 часа гидролиза MBP протеасомой из головного мозга мышей 
BALB/c, SJL и EAE SJL (в процентах от количества исходного MBP) (В). 

 

Рисунок 10. Анализ связывания пептида ENPVVHFF с MHC I мыши методом 
МRМ масс-спектрометрии. Хроматограммы по полному ионному току (слева) и 
пик, соответствующий данному пептиду (время удерживания 18,3 мин) для 5 
МRМ транзиций (справа). 
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(Рис. 10). В результате анализа исследуемый пептид был обнаружен в образцах 
клеток с гаплотипами H-2k и H-2s , но не обнаружен в клетках с гаплотипом H-2d. 
Методом MRM также было показано, что количество ENPVVHFF, образованного 
из эндогенного МВР, увеличивается в культуре олигодендроцитов при обработке 
интерфероном-гамма. 

На следующем этапе работы из мышей линии SJL методом активации ex vivo 
были получены цитотоксические T-лимфоциты, специфичные к ENPVVHFF. В 
качестве контроля использовались цитотоксические T-лимфоциты, специфичные 
к пептиду вируса энцефалита Тейлера FNFTAPFI. Цитотоксические ENPVVHFF-
реактивные T-лимфоциты специфически лизировали олигодендроциты, получен-
ные из мышей линии SJL, при этом этот процесс ингибировался анти-MHC I ан-
тителами и его эффективность значительно увеличивалась в случае олигодендро-
цитов, обработанных интерфероном-гамма (Рис. 11). 

 

Рисунок 11. А.  Иммуноцитохимия культуры зрелых олигодендроцитов, обрабо-
танных (внизу) и не обработанных (вверху) интерфероном-гамма. Гибридизация с 
антителами к O4 (маркер олигодендроцитов) и иммуносубъединице протеасомы 
β1i. Б. Лизис олигодендроцитов, обработанных (IFNγ+) и не обраотанных (IFNγ-) 
интерфероном-гамма, цитотоксическими T-лимфоцитами. 
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3. Подходы к направленному подавлению гидролиза МВР протеасомой для 
терапии ЕАЕ 

Как показали результаты предыдущих экспериментов, протеолиз MBP им-
мунопротеасомой может быть одним из этапов CTL-опосредованного разрушения 
миелиновой оболочки нервных волокон и развития аутоиммунных патологий 
ЦНС. Если блокировать этот процесс, то это, возможно, остановит или замедлит 
аутоиммунную демиелинизацию. Подавление экспрессии иммуносубъединиц про-
теасомы с помощью соответствующих siRNA является способом воздействия на 
процесс протеолиза MBP иммунопротеасомой. Проведение предварительной 
трансфекции клеточной культуры siRNA к иммуносубъединицам протеасомы β1i 
и β5i в сравнении с контрольной siRNA не только понижало уровень экспресии 
соответствующих иммуносубъединиц, но и ингибировало внутриклеточный про-
теолиз МВР (Рис. 12).  

 

Рисунок 12. А. Иммуноцитохимический анализ клеток линии HeLa, трансфици-
рованных генетической конструкцией, кодирующей MBP, слитный с Flag эпито-
пом. Контрольная трансфекция – HA-c-Myc. Б. Вестерн_блоттинг лизатов клеток 
линии HeLa, экспрессирующих рекомбинантный MBP, обработанных (IFNγ+) и 
необработанных (IFNγ–) интерфероном γ, а также клеток, в которых понижен 
уровень иммуносубъединиц β1i и β5i в результате воздействия малых интерфери-
рующих РНК. 

Другой подход к блокированию протеолитической активности иммунопроте-
асомы заключается в применении низкомолекулярных ингибиторов. Для этого 
были проанализированы 3 ингибитора протеасомы: PS-341, воздействующий на 
все каталитические субъединицы конститутивной и иммунопротеасомы; MG-132, 
ингибирующий преимущественно химотрипсин-подобную активность конститу-
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тивной и  иммунопротеасомы, и β1i-специфический пептидилэпоксикетон, необ-
ратимо ковалентно связывающий остаток треонина в активном центре данной 
субъединицы. Констнты ингибирования для PS-341 и MG-132 (Табл. 1) соответ-
ствовали ранее опубликованным данным. Константа ассоциации kobs/[I] для β5i-
специфического пептидилэпоксикетона составила около 240 M-1сек-1. PS-341 и 
MG-132 одинаково воздействовали на протеасому из головного мозга здоровых и 
развивающих ЕАЕ мышей. В случае β1i-специфического пептидилэпоксикетона, 
как и следовало ожидать, эффективность ингибирования напрямую зависела от 
количества конститутивных и иммуносубъединиц протеасомы. Наиболее эффек-
тивно данный ингибитор подавлял активность протеасомы из головного мозга 
EAE-SJL мышей, при этом он практически не воздействовал на протеасому из го-
ловного мозга мышей линии BALB/c (Рис. 13А). Все три протестированных ин-
гибитора существенно замедляли гидролиз MBP 26S протеасомой in vitro (Рис. 
13Б).  

Таблица 1. Ингибирование химотрипсин-подобной активности протеасомы из головного мозга 
мышей. 

26S протеасома из 
головного мозга 

PS-341* Ki, нМ MG-132† Ki, нМ β1i-PEk 
kobs/[I], M-1с-1 

BALB/c 7±2 28±8 не определена 

Контрольные SJL 10±3 35±8 230±60 

EAE SJL 6±2 26±4 250±40 

 

На конечном этапе была протестирована способность ингибиторов PS-341 и β1i-
специфического пептидилэпоксикетона подавлять развитие EAE у мышей линии 
SJL. Указанные препараты вводили внутривенно в хвостовую вену 2 раза в неде-
лю с первого по 21й день после иммунизации. Результаты эксперимента свиде-
тельствуют о том, что β1i-специфический пептидилэпоксикетон снижает тяжесть 
протекания заболевания эффективнее, чем PS-341 в той же дозировке (0.5 мг/кг) 
(Рис. 13В). 
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Рисунок 13. А. Химотрипсин-подобная активность протеасомы (в процентах от 
активности протеасомы, не обработанной ингибиторами) при воздействии 1% 
ДМСО (контроль), 1 мкМ PS-341, 1 мкМ MG-132 и 1 мкМ β1i-специфического 
пептидилэпоксикетона Б. Воздействие ингибиторов протеасомы на гидролиз MBP 
in vitro 26S протеасомой из головного мозга мышей SJL-EAE. В. Терапия ЕАЕ 
ингибиторами протеасомы у мышей линии SJL 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ. 

На основании полученных в работе данных можно сделать предположение о роли 
убиквитин-независимого гидролиза MBP иммунопротеасомой в развитии аутоим-
мунных патологий ЦНС (Рис. 14). Рассеянный склероз и ЕАЕ характеризуются 
повреждением гематоэнцефалического барьера и развитием воспаления в ЦНС, 
что приводит к активному траффику аутореактивных лимфоцитов в ЦНС. Секре-
тируемые ими провоспалительные цитокины, в частности интерферон-гамма, вза-
имодействуют с соответствующими рецепторами на поверхности олигодендроци-
тов и посредством сигнальных каскадов активируют экспрессию в этих клетках 
иммуносубъединицы протеасомы β1i. Под действием иммунопротеасомы образу-
ется повышенное количество пептида MBP83-90 [ENPVVHFF], который в контек-
сте MHC I эффективно распознается CD8+ T-лимфоцитами. Непосредственное 
взаимодействие олигодендроцитов с эффекторными клетками, обусловленное 
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этими событиями, приводит к их гибели, разрушению миелиновой оболочки и, как 
следствие, нарушению проведения нервного импульса. 

 
Рисунок 14. Предполагаемая патологическая роль убиквитин-независимого гид-
ролиза MBP иммунопротеасомой в развитии аутоиммунных заболеваний ЦНС 

 
ВЫВОДЫ. 

1. На основе проведенных экспериментов показано, что один из наиболее 
важных аутоантигенов при рассеянном склерозе, основной белок миелина (МВР), 
при физиологически значимых концентрациях гидролизуется 26S протеасомой по 
убиквитин-независимому пути. Возможность убиквитин-независимого протеоли-
за MBP как минимум частично обусловлена его аномально высоким положитель-
ным зарядом. 

2. Продемонстрировано, что количество каталитических иммуносубъединиц 
протеасомы значительно возрастает в ЦНС животных с экспериментальным 
аутоиммунным энцефаломиелитом (ЕАЕ). При этом субъединица β1i локализова-
на преимущественно в олигодендроцитах - резидентных клетках ЦНС, а β5i лока-
лизована преимущественно в Т-лимфоцитах, проникающих в ЦНС через повре-
жденный гематоэнцефалический барьер. 

3. При гидролизе МВР иммунопротеасомой, выделенной из головного мозга 
мышей, развивающих ЕАЕ, образуется повышенное количество ряда пептидов, в 
том числе пептида MBP83-90 [ENPVVHFF], являющегося частью энцефалитоген-
ного фрагмента МВР. СD8+ T-клетки, специфичные к данному пептиду, лизиру-
ют обработанные интерфероном-гамма олигодендроциты ex vivo, что указывает 
на возможную роль иммунопротеасомы в аутоиммунной демиелинизации. 
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4. Специфический ингибитор иммуносубъединицы β1i селективно воздей-
ствует на иммунопротеасому in vitro, а также эффективно подавляет развитие 
EAE in vivo у экспериментальных животных. Это свидетельствует о перспектив-
ности применения ингибиторов иммунопротеасомы, в том числе β1i-
специфических пептидилэпоксикетонов, в качестве терапевтических средств про-
тив аутоиммунных заболеваний ЦНС. 
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