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I. ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность проблемы 

На сегодняшний день известны почти 100 заболеваний человека, имеющих ауто-

иммунную этиологию, и ожидается, что в ближайшие десятилетия этот список станет 

еще более представительным. Аутоиммунные нарушения являются одной из самых 

страшных глобальных угроз для здоровья человечества в XXI веке, и в скором времени 

по значимости могут обойти проблему злокачественной трансформации. Одним из 

наиболее распространенных аутоиммунных заболеваний нейродегенеративной при-

роды является рассеянный склероз (РС). По приблизительным оценкам от 2 до 2.5 мил-

лионов человек во всем мире (с частотой в среднем 30 больных на 100 000 человек 

населения) страдают этим недугом. Пациентов с рассеянным склерозом в нашей стране 

насчитывается более 200 000 человек. Средний возраст проявления первых клиниче-

ских признаков РС колеблется от 20 до 40 лет, что придает этому заболеванию чрезвы-

чайно острое социально-экономическое значение, так как по прошествии 10-15 лет ин-

валидизации подвергаются лица на пике физического и творческого развития. 

Терапия аутоиммунных заболеваний, в частности РС, несмотря на успехи, достиг-

нутые в последние годы с помощью рекомбинантных антител и других полипептидных 

и малых молекул, специфически действующих на компоненты иммунной системы, не 

позволяет добиться полного выздоровления пациента. Существующие на сегодняшний 

момент методики лечения РС включают в себя в основном иммуносупрессирующие 

препараты ненаправленного действия, приводящие в большом количестве случаев к 

системным осложнениям. В связи с этим очевидно, что отечественная медицина крайне 

заинтересована, первое – в усилении существующих подходов или замене их на более 

совершенные, второе – в реализации этих проектов непосредственно на территории 

Российской Федерации. Резюмируя, можно с уверенностью сказать, что успешное осу-

ществление двух этих задач приобретает приоритет национального значения. 

Для разработки лекарств направленного действия необходимо глубокое понима-

ние молекулярно-биологических и биохимических основ процессов, лежащих в основе 

иммунного ответа на собственные антигены. Патогенез РС заключается в нарушении 

целостности миелиновой оболочки нервных волокон, формируемой специализирован-

ными клетками – олигодендроцитами. Первопричиной этого является активация мие-

лин-реактивных лимфоцитов, проникающих за гематоэнцефалический барьер (ГЭБ), 
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что приводит на начальном этапе к демиелинизации, далее к аксональному/нейрональ-

ному повреждению и в конечном итоге – гибели олигодендроцитов. Этот процесс кли-

нически проявляется в постепенном снижении способности аксонов проводить нерв-

ный импульс. Исторически основную роль в развитии РС отводили Т-лимфоцитам, в 

то время как исследования последних двух десятилетий выявили особую значимость 

аутореактивных В-клеток в патогенезе данного заболевания. Однако, последователь-

ности соответствующих им B-клеточных рецепторов (БКР) изучены явно в недостаточ-

ной степени, при этом для подавляющего большинства из них не установлена даже ан-

тигенная специфичность. В связи с вышеизложенным, выявление и анализ последова-

тельности таких БКР может прояснить этиологию РС, в то время как взаимно-одно-

значное соответствие «структура-функция» может способствовать появлению более 

совершенных методов диагностики и направленной терапии РС. Чрезвычайно актуаль-

ной задачей видится детализация вирусных антигенов, способных индуцировать обра-

зование В-клеток, реактивных к компонентам миелиновой оболочки. Наконец, в по-

следнее время становится все более очевидным, что направленная элиминация подоб-

ных аутореактивных клеток может быть предпринята только после детального выясне-

ния уникальных поверхностных детерминант, которые им присущи. Не менее важным 

вопросом является презентация миелиновых антигенов в процессе возникновения 

адаптивного аутоиммунитета. Для реализации своего цитотоксического потенциала Т-

клетки должны опознать фрагменты миелина на поверхности олигодендроцитов. В де-

градации внутриклеточных белков для их последующей презентации особое значение 

имеет многосубъединичный мультикаталитический белковый комплекс, называемый 

протеасомой. На сегодняшний день явным образом выявлена связь молекулярных ме-

ханизмов деградации и последующей презентации миелиновых аутоантигенов с разви-

тием РС. 

Цель работы и основные задачи исследования 

Целью работы является изучение фундаментальных основ аутоиммунной нейро-

дегенерации, а также разработка подходов к терапии этого заболевания. Для достиже-

ния заявленной цели были поставлены и решены следующие экспериментальные за-

дачи: 

1. Изучение репертуара аутореактивных иммуноглобулинов к миелиновым антигенам. 

2. Экспериментальное подтверждение гипотезы молекулярной мимикрии как одного 

из вариантов развития РС. 
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3. Установление связи убиквитин-независимой внутриклеточной деградации физиоло-

гически значимого аутоантигена протеасомой с развитием аутоиммунной нейродеге-

нерации. 

4. Создание модульных бифункциональных иммунотоксинов, позволяющих проводить 

узконаправленную элиминацию заранее предопределенных популяций патологиче-

ских лимфоцитов. 

5. Разработка подходов к индукции толерантности инкапсулированными фрагментами 

аутоантигенов, а также использование ингибиторов каталитических субъединиц имму-

нопротеасомы в качестве средства для терапии аутоиммунной нейродегенерации. 

Научная новизна и практическая значимость работы 

В ходе выполнения диссертационной работы было показано, что оснóвный заряд 

вкупе с развернутой конформацией способствует гидролизу белков протеасомой убик-

витин-независимо, таким образом, был открыт новый класс протеасомных дегронов. 

Несмотря на известные ранее факты гидролиза белков протеасомой без участия убик-

витина, впервые показан факт разрушения протеасомой физиологически значимого 

аутоантигена подобным образом. При протекании экспериментального аутоиммунного 

энцефаломиелита продемонстрировано увеличение количества иммунопротеасом в 

центральной нервной системе, при этом впервые удалось показать стерическую разоб-

щенность каталитических субъединиц протеасомы, экспериментально подтвердив при-

сутствие каталитической иммуносубъединицы протеасомы b1i в олигодендроцитах, а 

b5i – в лимфоцитах, инфильтрирующих через гематоэнцефалический барьер. Проде-

монстрировано ранее неизвестное свойство b1i-специфического пептидилэпоксике-

тона снижать тяжесть протекания экспериментального аутоиммунного энцефаломие-

лита. В настоящей работе создана панель модульных иммунотоксинов и эксперимен-

тально подтверждена возможность селективно подавлять популяцию миелин-реактив-

ных В-клеток in vivo. C использованием эпитопной библиотеки основного белка мие-

лина (МВР) осуществлено профилирование аутореактивного В-клеточного ответа при 

рассеянном склерозе и экспериментальном аутоиммунном энцефаломиелите. Это поз-

волило на первом этапе выбрать релевантную животную модель РС и далее успешно 

осуществить индукцию толерантности иммунной системы к миелиновым аутоантиге-

нам путем введения иммунодоминантных фрагментов МВР в составе маннозилирован-
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ных липосом. При анализе репертуаров аутореактивных иммуноглобулинов, ассоции-

рованных с рассеянным склерозом, с использованием фаг-дисплейных библиотек впер-

вые получены экспериментальные данные, которые напрямую свидетельствуют о вза-

имосвязи вируса Эпштейн-Барр (EBV) и патогенеза рассеянного склероза. 

Полученные в данной работе фундаментальные результаты были с успехом ис-

пользованы для создания первого в отечественной истории оригинального препарата 

для лечения рассеянного склероза. Успешно завершена вторая фаза клинических испы-

таний, проведенная на 20 пациентах с РС. Накопленные клинические данные свиде-

тельствуют о полной безопасности препарата, а также о значимой стабилизации при-

нимавших препарат пациентов, у которых ранее наблюдался прогрессирующий РС. 

Обобщение полученных экспериментальных данных и подходов дает основание сфор-

мулировать идею создания молекулярно-биологической платформы, с одной стороны 

объединяющей в себе определение лигандов В-клеточных рецепторов аутореактивных 

лимфоцитов с использованием комбинации рациональных и комбинаторных эпитоп-

ных библиотек, а также методов высокопроизводительного скрининга, и с другой сто-

роны – с дальнейшим созданием на их основе иммунотоксинов для селективной эли-

минации аутореактивных В-клеток. На настоящий момент очевидно, что внедрение по-

добной платформы в клиническую практику может стать эффективным средством в 

борьбе с аутоиммунными нарушениями. 

Публикация и апробация работы 

Основные научные результаты диссертации опубликованы в 31 работе в рецензи-

руемых отечественных и зарубежных научных журналах, входящих в перечень изда-

ний, рекомендуемых Минобрнауки РФ для опубликования результатов диссертаций, 

из них – 3 обзора, имеется монография и четыре патента. Работа доложена на целом 

ряде российских и международных научных конференций, включая симпозиальные до-

клады на конгрессе FEBS и других съездах. 

Структура и объем работы 

Диссертация состоит из введения, литературного обзора, материалов и методов, 

результатов и обсуждения, заключения, выводов и списка цитируемой литературы. 

Диссертация изложена на 230 страницах и содержит 87 рисунков и 13 таблиц.  
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II. СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Изучение репертуара аутореактивных иммуноглобулинов к миелиновым ауто-

антигенам 

Для решения одной из центральных задач данной диссертации, а именно выявле-

ния триггерных механизмов индукции РС, необходимо было разработать подходы для 

исследования структурных особенностей репертуаров аутоантител при данной патоло-

гии. В силу аномально большого положительного заряда МВР методически достаточно 

трудно исследовать его взаимодействие с аутоантителами. В этой связи в настоящем 

исследовании мы использовали ранее созданную библиотеку эпитопов MBP, чтобы вы-

явить и сравнить характер связывания аутоантител, содержащихся в образцах сыво-

ротки крови пациентов с ремитирующим типом течения РС и грызунов с эксперимен-

тальным аутоиммунным энцефаломиелитом (EAE). Результаты этого исследования 

обобщены на рисунке 1. Как и в наших предыдущих исследованиях, аутоантитела из 

сыворотки крови пациентов с РС связывали фрагменты MBP 42-65, 84-100 и 115-170. 

При анализе сыворотки крови трех линий грызунов, развивающих EAE, мы выявили 

наличие аутоантител к одной иммунодоминантной области (MBP124-147) у мышей 

C57/BL6, к двум областям (MBP24-44 и MBP72-139) у мышей линии SJL/J, и также две 

области (MBP40-60 и MBP107-170) у крыс линии DA. Исходя из профиля связывания ауто-

антител, очевидно, что DA крысы с индуцированным EAE являются наиболее реле-

вантной моделью РС. 

С использованием фаг-дисплейной библиотеки вариабельных фрагментов анти-

тел (scFv), созданной на основе В-клеток из пациентов с РС, нами было отобрано 13 

моноклональных антител, связывающих МВР. Сравнение аминокислотных последова-

тельностей, соответствующих найденным вариабельным фрагментам, с другими из-

вестными антителами с использованием ресурса Protein BLAST выявило высокую го-

мологию (до 95%) между отобранными scFv и вариабельными областями антител, спе-

цифичных к латентному мембранному белку 1 (LMP1) вируса EBV и аутоантител, ра-

нее обнаруженных в цереброспинальной жидкости (ЦСЖ) пациентов с РС (Рис. 2). Де-

сять тяжелых и семь легких цепей из 13 scFv были гомологичны с таковыми у антител, 

связывающих LMP1. Обе цепи клона D12 имели сходную зародышевую линию с анти-

телом F5, связывающим LMP1. Клоны NT5.1, NT12 и B5 состояли из комбинаций тя-
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желых и легких цепей, соответствующих различным анти-LMP1 антителам. Инте-

ресно, что клон NT56 состоял из комбинации тяжелой цепи, соответствующей анти-

LMP1 антителу, и легкой цепи антитела из ЦСЖ пациента с РС. 

 
Рис. 1 Паттерны связывания сывороточных аутоантител, изолированных из пациентов с РС. 
Интенсивность связывания обозначена цветовым градиентом. На панели (А) присутствует 
наложение паттерна связывания аутоантител из сыворотки крови животных с индуцирован-
ным ЕАЕ (голубая поверхность). На панели (Б) показано интегральное значение связывания 
аутоантител из различных источников в размерности аминокислотной последовательности 
МВР. Указаны пептиды, составляющие эпитопную библиотеку МВР. 

Клон F11, в свою очередь, содержал тяжелую и легкую цепи, соответствующие анти-

телу из ЦСЖ пациента с РС и LMP1-специфичному антителу. Одной из наиболее ин-

тересных комбинаций был клон E2, который был гомологичен как антителу MS2 из 
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пациента с РС, так и антителу A4, связывающему LMP1. В целом эти наблюдения сви-

детельствуют о том, что нам удалось отобрать из фаг-дисплейной библиотеки ряд ан-

тител, очень близких по своей структуре природным. 

	 	

Рис. 2 Филогенетическое 
древо вариабельных фраг-
ментов отобранных scFv, а 
также их гомология с антите-
лами к белку LMP1 EBV (по-
казаны курсивом) и последо-
вательностями антител, вы-
явленных по результатам се-
квенирования одиночных В-
клеток из ЦСЖ пациентов с 
РС (обозначенных жирным 
шрифтом).	

Рис. 3 (A) Очищенный растворимый scFv E2 (левая панель) 
и полноразмерное человеческое антитело, несущее его вари-
абельные фрагменты (rhAb E2, правая панель), подвергали 
разделению в ПААГ и далее окрашивали Кумасси или ана-
лизировали Вестерн-блоттингом. (Б) Вестерн-блоттинг ана-
лиз связывания scFv E2 с белками MBP и LMP1. (В, Г). Ре-
комбинантное человеческое антитело rhAbE2 связывает 
MBP на вестерн-блоттинге (В) и иммунопреципитирует 
LMP1 из раствора (Г). Рекомбинантное человеческое анти-
тело rhAbE2 и контрольное человеческое рекомбинантное 
антитело, полученное в той же системе экспрессии (Control 
rhAb), а также анти-LMP1 антитело мыши инкубировали с 
клеточными лизатами клеток линии HEK293, трансфициро-
ванными и нетрансфицированными LMP1 с последующим 
осаждением PrA-агарозой. Далее фракции разделяли в 
ПААГ и анализировали Вестерн-блоттингом. (Д) Контроль-
ное прокрашивание антивидовыми антителами.	

Далее нами был осуществлен анализ связывания растворимого scFv Е2 (Рис. 3A, левая 

панель) с белками MBP и LMP1 методом Вестерн-блоттинга. Для этой цели мы исполь-

зовали эукариотическую клеточную линию HEK293, экспрессирующую рекомбинант-

ный LMP1, и нетрансфицированные клетки в качестве отрицательного контроля. Мы 



 10 

показали, что scFv E2 взаимодействует как с LMP1, так и с MBP (Рис. 3Б). Чтобы убе-

диться, что такая комбинация легкой и тяжелой цепей может существовать и быть 

функциональной по своей природе, мы интегрировали вариабельные области клона E2 

в полноразмерное антитело человека (Рис. 3А, правая панель). Полученное антитело 

rhAb E2 также взаимодействовало с MBP на Вестерн-блоттинге (Рис. 3В) и преципи-

тировало LMP1 из раствора (Рис. 3Г и 3Д). 

В рамках развития понимания физиологической значимости найденных вариа-

бельных последовательностей миелин-реактивных антител нами был проведен анализ 

комбинаций VH и VL этих антител в терминах их аффинности к MBP и перекрестной 

реактивности против панели потенциальных аутоантигенов. С этой целью мы интегри-

ровали вариабельные области клонов A10, B5, B5V6, E2 и F11 в соответствующие плаз-

мидные векторы, кодирующие последовательность полноразмерных цепей иммуногло-

булина человека, а затем провели трансфекцию клеток СНО всеми возможными ком-

бинациями VH-VL. 

 
Рис. 4 (А) Изменение аффинности к МВР при варьировании тяжелых и лёгких цепей согласно 
результатам ППР. (Б) Степень флуктуации ka и kd в зависимости от длины HCDR3. (В) Частота 
соматических мутаций на 1000 п.о. (левый рисунок) и анализ антиген-направленного созрева-
ния антител (правый рисунок). Отношение мутаций в H-CDR1 и H-CDR2 (RCDR) к общему 
числу мутаций в вариабельном регионе (MV) относительно MV. Серая и коричневая области 
соответствуют 95% и 90% вероятности случайной мутации. Расположение точки над верхней 
границей доверительного интервала является признаком антиген-направленного созревания. 
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Метод поверхностного плазмонного резонанса (ППР) позволил наиболее де-

тально описать сродство иммуноглобулинов к MBP (Рис. 4). Анализ констант динами-

ческой ассоциации и диссоциации (ka и kd) привел к двум основным выводам: во-пер-

вых, кластеры, образованные иммуноглобулинами с одним и тем же VH, но с разными 

VL доменами (Рис. 4A), характеризуются более низким рассеянием значений ka и kd по 

сравнению с кластерами иммуноглобулинов с одинаковым VL, но с разными VH доме-

нами (Рис. 4Б); во-вторых, значения ka в обоих случаях колеблются в более широком 

диапазоне, чем значения kd. Таким образом, кластеры антител с разными легкими це-

пями, в отличие от антител с разными тяжелыми цепями, не перекрываются и в основ-

ном распределены вдоль, а не перпендикулярно изобарам KD, что свидетельствует об 

устойчивости их результирующей аффинности. Это явление может быть частично объ-

яснено компенсацией частного ka/kd в том случае, когда структура антитела обеспечи-

вает более эффективное динамическое связывание и, одновременно, более легкое вы-

свобождение лиганда. Интересно, что диапазон флуктуаций ka градиентно уменьшался 

с увеличением длины третьего гипервариабельного участка, определяющего компле-

ментарность (H-CDR3), а также степени зрелости антител (Рис. 4В). 

Для более детального анализа репертуаров иммуноглобулинов к миелиновым и 

вирусным антигенам нами был проведен фаговый отбор библиотеки scFv на антигены 

MBP, LMP1, MOG и последовательно на LMP1-MBP (Рис. 5A). Основные количе-

ственные характеристики обнаруженных последовательностей зародышевых линей 

(гермлайнов) IgHV, IgKV и IgLV приведены на рисунке 5Б. В результате проведенного 

анализа зародышевые линии IGHV1-3*01, IGHV1-18*04, IGLV10-54*01, IGLV1-47*01 

были идентифицированы как LMP1-реактивные; IGHV1-69*01, IGHV5-51*01, IGHV6-

1*01 и IGLV3-19*01, IGKV1-39*01, как MBP-реактивные; IGHV4-59*07 показала 

кросс-реактивные свойства; и IGHV1-8*01 была классифицирована как полиреактив-

ная (Рис. 5Г и 5Д). Предварительный анализ показал, что распределение длины H-

CDR3 (Рис. 5В) соответствовало предыдущим данным об особенностях вариабельных 

областей антител против MBP. Наиболее часто встречающаяся длина H-CDR3 MBP-

реактивных и кросс-реактивных-LMP1-MBP scFv составляла 16 аминокислотных 

остатков, в случае MOG-специфичных scFv длина составляла 18 аминокислотных 

остатков. Интересно, что распределение длин H-CDR3 имело очевидный минимум в 

зоне средних длин CDR (Рис. 5В). Проведенный количественный анализ демонстри-

рует, что VH MOG-специфичных антител принадлежали главным образом к сегментам 
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IGHV1-8 и IGHV1-69, тогда как анти-МВР и анти-LMP1 VH – в основном к IGHV4-59, 

IGHV5-51, IGHV3-23 и IGHV4-59. 

 
Рис. 5 Описание фаг-дисплейных библиотек одноцепочечных антител, обогащенных на МВР, 
LMP1 и MOG, с помощью метода широкомасштабного секвенирования. (А) Схема обогаще-
ния фаг-дисплейной библиотеки одноцепочечных антител. (Б) Основные характеристики от-
секвенированных IGHV и IGLV для каждой из полученных библиотек. (В) Распределение 
длин H-CDR3 в отобранных библиотеках. (Г) Преобладание специфических зародышевых се-
мейств в отобранных библиотеках по сравнению с исходной для VH (верхняя диаграмма) и 
VL (нижняя диаграмма). (Д) Отображение специфических зародышевых семейств, для кото-
рых выявлена тенденция к взаимодействию с различными антигенами. 
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Изучение молекулярного механизма убиквитин-независимой внутриклеточной 

деградации оснóвного белка миелина 

Внутриклеточную деградацию MBP изучали на клетках HEK293, трансфициро-

ванных кДНК, кодирующей белки MBP и GFP (Рис. 6A). MBP иммунопреципитиро-

вали из трансфицированных клеток HEK293, обработанных ингибитором протеасомы 

PS-341 (Bortezomib, Velcade) или ДМСО (Рис. 6Б). Анализ вестерн-блоттинга показал, 

что MBP не был убиквитинилирован, несмотря на накопление других полиубиквити-

нилированных белков в клетках, обработанных ингибитором протеасомы. Затем транс-

фицированные клетки обрабатывали циклогексимидом (CHX) в присутствии или в от-

сутствии PS-341 и далее подвергали анализу вестерн-блоттингом (Рис. 6В). Количе-

ство MBP в клеточных 

лизатах быстро уменьша-

лось после добавления 

циклогексимида, в при-

сутствии же PS-341 бе-

лок был стабилен. Полу-

ченные данные явным 

образом свидетельство-

вали, что MBP подверга-

ется гидролизу протеасо-

мой in vivo. Чтобы под-

твердить отсутствие 

необходимости поли-

убиквитинилирования 

для гидролиза MBP в 

клетках млекопитающих, 

мы провели ряд экспери-

ментов с использованием 

myc-слитного варианта 

убиквитина К0 (UbK0) и 

малых интерферирую-

щих РНК (siRNA) к E1. 

	
Рис. 6 (А) Клетки HEK, трансфицированные и не трансфици-
рованные генетическими конструкциями, кодирующими ре-
комбинантный MBP человека (rhMBP) или GFP и вестерн-
блоттинг (ВБ) их лизатов. В качестве контроля процедуры 
нанесения применяли гибридизацию этой же мембраны с мо-
ноклональными антителами к β-актину (актин) (Б) Клетки HEK 
трансфицировали генетической конструкцией, кодирующей 
MBP, через 24 часа обработали PS-341 или ДМСО, лизировали 
и провели иммунопреципитацию (ИП) с использованием анти-
тела к FLAG-эпитопу. Вестерн-блоттинг элюатов (слева), ги-
бридизация с анти-FLAG антителом. Вестерн-блоттинг исход-
ных лизатов (справа), гибридизация с антителом к полиубик-
витиновым конъюгатам. (B) Определение скорости протеолиза 
белков в клетке с использованием циклогексимида (СHX).	
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UbK0 представляет собой неполимеризуемый вариант убиквитина дикого типа и 

предотвращает рост полиубиквитиновых цепей вследствие замены всех функциональ-

ных остатков лизина на остатки аргинина. Лигаза E1 или UBE1 известна как Ub-

активирующий фермент и является первым белком в каскаде полиубиквитинилирова-

ния. Клетки HEK293 трансфицировали кДНК, кодирующими Ub WT или UbK0 (Рис. 

7А), или же siRNA к Е1 (Рис. 7В). 

	
Рис. 7 (A) Вестерн-блоттинг лизатов клеток линии HEK, трансфицированных генетиче-
скими конструкциями, кодирующими вариант убиквитина K0 (UbK0) или убиквитин дикого 
типа (UbWT), слитных с myc-эпитопом, а также генетическими конструкциями, кодирую-
щими MBP (rhMBP-Flag), с-Myc (HA-c-Myc) или орнитиндекарбоксилазу (ODC-Flag). Здесь 
и далее приведены различные временные точки обработки клеток циклогексимидом (СНХ). 
В качестве контроля процедуры нанесения применяли гибридизацию этой же мембраны с 
моноклональными антителами к β-актину (актин). (Б) Вестерн-блоттинг тех же клеточных 
лизатов, что и в (А), гибридизация с анти-myc антителом для наблюдения за накоплением и 
протеолизом полиубиквитиновых конъюгатов. (В) Вестерн-блоттинг лизатов клеток линии 
HEK, трансфицированных генетическими конструкциями, кодирующими MBP, с-Myc или 
ODC, а также контрольной siRNA и E1 siRNA. (Г) Вестерн-блоттинг тех же клеточных ли-
затов, что и в (В), гибридизация с антителом к лигазе Е1. 
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Спустя 24 часа клетки трансфицировали кДНК, кодирующими MBP, онкобелок c-Myc 

или орнитиндекарбоксилазу ODС, и далее обрабатывали циклогексимидом. Мы вы-

брали c-Myc и ODC в качестве функциональных контролей, поскольку протеасомаль-

ная деградация c-Myc происходит строго Ub-зависимо, тогда как ODC подвергается 

гидролизу протеасомой в присутствии белка антизима (AZ) без участия убиквитина. 

Как и ожидалось, ко-трансфекция UbK0 или E1 siRNA приводила к ингибированию 

протеасомального гидролиза и вызывала накопление белка c-Myc. Напротив, деграда-

ция ODC была независима от воздействия на систему убиквитинилирования. В соот-

ветствии с нашими предыдущими наблюдениями, MBP подвергался деградации про-

теасомой при любых условиях, независимо от ингибирующего воздействия на её от-

дельные компоненты. 

Исходя из полученных данных было высказано предположение, что оснóвный за-

ряд является движущей силой гидролиза MBP протеасомой. Для проверки этой гипо-

тезы мы создали три варианта MBP (Рис. 8А): (i) вариант MBP тип [R], в котором все 

12 остатков лизина были замещены на остатки аргинина, (ii) вариант MBP тип [6Q], 

который является рекомбинантным «квази-дииминированным» аналогом природного 

изомера MBP C8 и имеет шесть замен остатков аргинина на остатки глутаминовой кис-

лоты в позициях, где обнаруживается цитруллин у пациентов с РС, и (iii) вариант MBP 

[9Q], который представляет собой «рационально квази-дииминированный» вариант 

MBP с девятью заменами остатков аргинина на остатки глутамина. Варианты MBP 

были наработаны в бактериальных клетках и далее очищены. Электрофорез в ПААГ, 

проведенный в нативных условиях (Рис. 8Б) подтвердил, что, как и ожидалось, общий 

оснóвный заряд вариантов MBP уменьшался в порядке [R] > [WT] > [6Q] > [9Q]. Инку-

бация вариантов МВР с очищенной протеасомой выявила, что скорость их гидролиза 

положительно коррелирует со значением их оснóвного заряда (Рис. 8В). Вариант MBP 

[R] подвергался деградации быстрее, чем [WT], тогда как скорость гидролиза вариан-

тов [6Q] и [9Q] была значительно снижена. Чтобы создать альтернативу МВР – совер-

шенно другой белок с точно таким же аминокислотным составом, мы получили кДНК, 

кодирующую последовательность MBP в обратном порядке от C- до N-конца. Важно 

отметить, что сам MBP и его «зеркальный» двойник были одинаково восприимчивы к 

внутриклеточной протеасомной деградации (Рис. 8Г). Таким образом, в настоящей ра-

боте мы показали, что композиция аминокислот, нежели конкретная аминокислотная 

последовательность, приводит к способности МВР подвергаться Ub-независимому 
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гидролизу протеасомой. На следующем этапе нам показалось интересным разработать 

искусственный MBP-подобный протеасомный дегрон. 

 
Рис. 8 (А) Аминокислотные замены в полученных вариантах MBP по сравнению с белком ди-
кого типа (WT). (Б) Варианты MBP, расположенные в координатах общего заряда белка и тео-
ретической изоэлектрической точки. Структуры, созданные программным обеспечением 
PyMOL (предсказанная модель оснóвного белка миелина человека, PDB ID 1QCL), демонстри-
руют поверхностный электростатический потенциал вариантов MBP. (В) Гидролиз рекомби-
нантного человеческого MBP дикого типа и его вариантов очищенными протеасомами in vitro. 
(Г) Клетки HEK293 трансфицировали кДНК, кодирующей MBP и его «зеркальным» вариан-
том. Через 24 часа клетки обрабатывали циклогексимидом (СНХ) и инкубировали указанное 
время, далее клетки лизировали и анализировали с помощью иммуноблоттинга с использова-
нием антител против 3FLAG-эпитопа и актина. 

Для этого мы проанализировали аминокислотный состав MBP (Рис. 9А) в сравнении с 

нормальным распределением аминокислот в протеоме человека. Для создания искус-

ственного сигнала протеасомной деградации использовали аминокислоты, процент ко-

торых был аномально высоким (Рис. 9А, вставка). Белок дегидрофолатредуктаза 

(DHFR), удлиненный с C-конца 60-аминокислотным неструктурированным фрагмен-

том белка EMB1, использовали в качестве носителя искусственного сигнала, состоя-

щего из девяти повторов 7-аминокислотного фрагмента, названного BEAD (Basic 

Elementary Autonomous Degron) (Рис. 9Бi). Нами была исследована деградация двух 

типов BEAD, содержащих в качестве основных якорей остатки лизина и аргинина (тип 

[KR]) или исключительно остатки аргинина (тип [R]) (Рис. 9Бii). Повторы BEAD обоих 

типов [R] и [KR] придали DHFR способность подвергаться гидролизу протеасомой. В 

то же время замена остатков аргинина на слабоположительный глутамин (тип [Q]) зна-

чительно уменьшала скорость внутриклеточной деградации слитной с DHFR химеры. 

Чтобы определить минимальное количество повторов BEAD, достаточное для 

взаимодействия с протеасомой, мы создали панель субстратов, представляющих собой 

DHFR, слитную с различным количеством повторов BEAD (Рис. 9Вi). Мониторинг их 
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внутриклеточной деградации показал, что 3 повтора BEAD были минимальным сигна-

лом деградации, тогда как оптимальное количество повторов BEAD оценивалось от 3 

до 7, что в свою очередь соответствует 21-49 аминокислотным остаткам (Рис. 9Вii).  

 
Рис. 9 (А) Анализ частоты встречаемости аминокислотных остатков в последовательности 
MBP по сравнению с протеомом человека. (Б) (i) Дизайн модельных субстратов, содержащих 
созданные дегроны, слитные с DHFR и Emb1(1-60). (ii) Клетки HEK293 трансфицировали 
кДНК, кодирующими слитные белки разработанных дегронов с DHFR и Emb1(1-60), через 24 
часа клетки обрабатывали CHX, далее клетки лизировали в указанные временные промежутки 
и анализировали с помощью вестерн-блоттинга с использованием антител против 3FLAG-эпи-
топа. Процент остаточного белка рассчитывали как отношение количества белка в указанные 
временные точки к изначальному количеству белка. (В) (i) Клетки HEK293 трансфицировали 
генетическими конструкциями, кодирующими слитные белки DHFR с различным числом 
BEAD повторов (n=0-13), через 24 часа клетки обрабатывали CHX и инкубировали указанные 
временные промежутки, далее клетки анализировали с помощью иммуноблоттинга с исполь-
зованием антител против 3FLAG-эпитопа. (ii) Процент остаточного белка рассчитывали как 
отношение количества белка в указанные временные точки к изначальному количеству белка. 
(iii) Клетки HEK293 трансфицировали генетическими конструкциями, кодирующими слитные 
белки DHFR с BEAD с делокализованными [+++] и кластеризованными [+] остатками арги-
нина, через 24 часа клетки обрабатывали CHX и инкубировали указанные временные проме-
жутки, далее клетки анализировали, как указано в (А). 
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Интересно, что ингибирование протеасомы в процессе внутриклеточной деградации 

BEAD-DHFR приводило к накоплению частично процессированного субстрата, наибо-

лее вероятно представляющего собой DHFR с полностью транкированными повторами 

BEADs. Далее мы создали две вариации BEADs типа [R], в которых 6 остатков арги-

нина были расположены в центре 35-аминокислотного протеасомного сигнала дегра-

дации или, альтернативно, были равномерно распределены по его длине. В соответ-

ствии с полученными данными можно однозначно утверждать, что кластеризация по-

ложительно заряженных якорных остатков существенно менее предпочтительна в 

сравнении с их делокализацией (Рис. 9Вiii). 

На следующем этапе нашей задачей было найти субъединицу протеасомы, кото-

рая осуществляет прямой захват МВР. Чтобы гарантировать, что наши последующие 

манипуляции не изменят общую экспрессию белка и глобальный клеточный метабо-

лизм, MBP-кодирующая последовательность ДНК была интегрирована в кассету, со-

держащую внутренний сайт посадки рибосомы (IRES), фланкированную последова-

тельностью ДНК, кодирующей зеленый флуоресцентный белок ZsGreen. В результате 

экспрессия МВР была синхронизирована с экспрессией ZsGreen. Чтобы исключить воз-

можность ингибирования или активации общего пула протеасом, мы получили клетки 

линии HEK293, экспрессирующие искусственный Ub-зависимый субстрат – белок 

ZsGreen1, N-терминально слитый с Ub. Мы проверили, требуется ли АТФ для внутри-

клеточного гидролиза MBP. Чтобы выяснить это, мы истощали внутриклеточный АТФ 

путем введения смеси 2-дезокси-D-глюкозы и 2,4-динитрофенола. В отличие от белка 

Ub-ZsGreen, гидролиз MBP все еще обнаруживался, и что еще более удивительно, ис-

тощение АТФ приводило к значительной потере стартового количества внутриклеточ-

ного MBP (Рис. 10A). Ингибирование протеасомы путем добавления PS-341 на фоне 

недостатка АТФ приводило к значительному количеству процессированного MBP, усе-

ченного на N-конце – продукту, который мы не обнаружили ни в каких других усло-

виях (Рис. 10Aii). 

Наблюдаемая Ub- и АТФ-независимость протеасом-опосредованной деградации 

MBP свидетельствует об отсутствии значимой роли 19S-регуляторной субчастицы в 

этом процессе. Известно, что 26S-протеасома, лишенная Rpn10 или Rpn13, несет в ос-

новном тот же 19S регуляторный комплекс, тогда как подавление экспрессии hRpn2 

приводит к появлению протеасомного комплекса, содержащего только гексамерное 

АТФазное кольцо – аналога дрожжевого PAN. Опираясь на эти данные, мы провели  
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трансфекцию 

клеток HEK293 

siRNA, подавляю-

щих экспрессию 

человеческих ор-

тологов Ub-рецеп-

торов hRpn10, 

hRpn13 или струк-

турной субъеди-

ницы hRpn2. 

Как и ожидалось, 

Ub-ZsGreen в зна-

чительной степени 

накапливался при 

трансфекции 

siRNA, подавляю-

щих экспрессию 

hRpn10 и hRpn2, 

тогда как количе-

ство белка ZsGreen 

было стабильным 

в присутствии всех 

исследованных 

siRNA (Рис. 10Б). 

Подавление экс-

прессии ни одной 

из трех субъеди-

ниц hRpn2/10/13 

не оказало замет-

ного влияния на 

протеасомальный 

гидролиз MBP 

(Рис. 10Б). 

	
Рис. 10 (А) (i) Внутриклеточный гидролиз MBP и Ub-ZsGreen1 в клет-
ках HEK293 в нормальных условиях (Glc) и при удалении ATP [инку-
бация с 2-дезокси-D-глюкозой (dGlc) и 2,4-динитрофенолом (2,4-
dNP)]. (ii) Образование частично процессированного продукта MBP. 
(iii) Процент остаточного белка рассчитывали как отношение количе-
ства белка в указанные временные точки к изначальному количеству 
белка. (Б) (i) Клетки HEK293, стабильно экспрессирующие MBP-
IRES-ZsGreen и Ub-ZsGreen, трансфицировали siRNA к указанным 
субъединицам 19S регуляторного комплекса. Через 48 часов клетки 
обработали циклогексимидом (СНХ) и инкубировали в течение ука-
занных промежутков времени. Далее клеточные лизаты анализиро-
вали на предмет флуоресценции в ПААГ, а также иммуноблоттингом 
с использованием антител против 3FLAG-эпитопа. (ii) Относительное 
количество белка рассчитывали как отношение количества белка в 
клетках, трансфицированных соответствующими siRNA, к количе-
ству белка в клетках, трансфицированных контрольными siRNA 
(nonTarg). (В) (i) Клетки HEK293, стабильно экспрессирующие MBP-
IRES-ZsGreen и Ub-ZsGreen, трансфицировали siRNA к указанным 
субъединицам REG, а также субъединицам Rpt1 и Rpn13. Через 48 ча-
сов клетки обработали циклогексимидом и инкубировали в течение 
указанных промежутков времени. Далее клетки анализировали как 
указано выше; (ii) Клетки HEK293 трансфицировали конструкциями, 
кодирующими p21, DHFR или BEAD[R]-DHFR, через 24 часа клетки 
дополнительно трансфицировали siRNA к субъединицам REG и далее 
анализировали, как указано выше. (iii) Оценку относительного коли-
чества белка проводили, как описано выше. 
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Затем мы проверили вклад других регуляторных частиц, известных как PA28 или 

11S/REG, образующих гептамер, который стыкуется с 20S протеолитическим ядром в 

АТФ-независимом режиме. Результаты трансфекции siRNA, подавляющих экспрессию 

REG, свидетельствуют, что MBP накапливается в случае siRNA к REGa и REGg, но не 

REGb (Рис. 10Вi). Количество Ub-ZsGreen, наоборот, не изменялось при ингибирова-

нии синтеза субъединиц REG, тогда как подавление синтеза АТФазы Rpt1 значительно 

увеличивало его внутриклеточную концентрацию (Рис. 10Вi). Затем мы оценили, зави-

сит ли деградация BEAD от REG субъединиц. Подобно МВР, количество BEADs-

DHFR было увели-

чено в клетках, транс-

фицированных REGa  

siRNA, тогда как бе-

лок p21, который, как 

известно, подверга-

ется гидролизу REGg-

20S протеасомами, 

накапливался только 

при подавлении экс-

прессии REGg (Рис. 

10Вii). 

Проведенная транс-

фекция клеток 

HEK293, экспресси-

рующих MBP, раз-

личными количе-

ствами кДНК, коди-

рующими субъеди-

ницы REG, показала, 

что суперэкспрессия 

REGa и REGg увели-

чивала скорость внут-

	
Рис. 11 (А) Клетки HEK293, стабильно экспрессирующие MBP-
IRES-ZsGreen и Ub-ZsGreen, трансфицировали генетическими кон-
струкциями, кодирующими субъединицы REG, как указано. Через 
48 часов клеточные лизаты анализировали на предмет флуоресцен-
ции в ПААГ, а также вестерн-блоттингом с использованием антител 
против 3FLAG-эпитопа и актина. (Б) Аминокислотные последова-
тельности петли субъединиц REG. (В) Клетки HEK293, стабильно 
экспрессирующие MBP-IRES-ZsGreen и Ub-ZsGreen, трансфициро-
вали генетическими конструкциями, кодирующими субъединицы 
REG дикого типа и с заменой полярной петли на линкер (G4S)6 
(REGaD). Через 48 часов клеточные лизаты анализировали на пред-
мет флуоресценции в ПААГ, а также иммуноблоттингом с исполь-
зованием антител против FLAG-эпитопа и актина. (Г) Анализ ак-
тивности протеасомы при добавлении REG дикого типа и REGaD. 
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риклеточного гидролиза MBP (Рис. 11А). Известно, что a- и b-субъединицы субча-

стицы REG образуют гетерогептамер, поэтому мы ко-трансфицировали кДНК, кодиру-

ющую REGa/b субъединицы, тем не менее каких-либо синергетических эффектов на 

внутриклеточный гидролиз МВР не наблюдалось. Детальный анализ аминокислотной 

последовательности субъединиц REG типа (Рис. 11Б) и доступной пространственной 

структуры гептамера REGa показал, что гибкие петли каждого из семи REG-мономе-

ров обогащены полярными аминокислотами, включая кластеры аспартата и глутамата 

с результирующим pI ≈ 5.0. Эти данные натолкнули нас на мысль, что оснóвный заряд, 

присущий MBP и BEADs, должен иметь антипода в структуре REG анионного харак-

тера. Трансфекция MBP-экспрессирующих клеток линии HEK293 кДНК, кодирующей 

REGa без гибкой полярной петли, замещенной SG-линкером (REGaD), по сравнению 

с REGa дикого типа, привела к повышению стабильности MBP (Рис. 11В). При этом 

важно отметить, что и дикий тип, и REGaD активируют протеасому с одинаковой эф-

фективностью (Рис. 11Г). 

Анализ гидролиза MBP проте-

асомами in vitro показал, что 

добавление REGa и REGg к 

20S протеасоме значительно 

ускоряло гидролиз MBP, то-

гда как регуляторная частица 

19S и REGb имели лишь уме-

ренный эффект (Рис. 12А). 

Интересно, что усиление хи-

мотрипсиновой активности 

20S протеасомы, нагруженной 

различными регуляторами 

(Рис. 12Б), не имело явной 

корреляции со скоростью гид-

ролиза МВР (Рис. 12В). 

Наиболее явная разница была получена в случае REGg, которая активировала протеа-

сому по меньшей мере в три и в два раза менее эффективно, чем REGa и REGb соот-

ветственно, и в то же время усиливала гидролиз MBP более эффективно, чем REGb, и 

	
Рис. 12 (А) Гидролиз MBP очищенными препаратами 20S 
и 26S протеасомы, а также 20S протеасомой с различ-
ными регуляторами REG in vitro. Отмечена реакция с до-
бавлением PS-341. BSA, инкубированный с комплексом 
20S-REGα в аналогичных условиях, показан снизу. (Б) 
Активность протеасом с различными регуляторами, изме-
ренная с использованием субстрата LLVY-AMC. (В) Про-
цент остаточного белка рассчитывали как отношение ко-
личества белка в указанные моменты времени к исход-
ному количеству белка.	
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сравнимо с REGa. Чтобы исследовать силу взаимодействия MBP с REG, мы использо-

вали метод SPR. Субъединица REGa, слитая с мальтозосвязывающим белком (MaltBP), 

пропускалась через сенсорный чип, содержащий иммобилизованный МВР. Нами была 

определена константа диссоциации комплекса MBP с REGa, которая составила 0.2 

мкМ, что в два раза слабее взаимодействия Ub4-hRpn10 и в десять раз сильнее взаимо-

действия MBP-hRpn10 (Рис. 13). Важно отметить, что «квазидеиминированный» вари-

ант MBP [9Q] связывал REGa значительно менее эффективно при результирующей KD 

2 мкМ (Рис. 13, верхняя панель). 

Теоретическое 

осмысление прин-

ципа заряд-опосре-

дованного гидро-

лиза МВР протеасо-

мой без убиквитина 

приводит к выводу, 

что подобного эф-

фекта возможно до-

биться не только ос-

новными аминокис-

лотами, но и различ-

ными катионными 

химическими веще-

ствами. Для про-

верки этой гипотезы 

мы осуществили хи-

мическую конъюга-

цию BSA со спер-

мином, 1,3-диами-

нопропаном и 3-

аминопропанолом 

через бифункциональный NHS-PEG6-малеимидный линкер. Анализ in vitro гидролиза 

очищенных конъюгатов BSA изолированной 20S протеасомой с добавлением или без 

	

Рис. 13 Кривые насыщения, полу-
ченные методом поверхностного 
плазмонного резонанса, отражаю-
щие взаимодействие между иммо-
билизованным на чипе MBP или 
«псевдо-деиминированным» MBP 
(6Q) c MaBiP-REGα (верхняя па-
нель). Кривые титрования, отра-
жающие взаимодействие между 
иммобилизованным на чипе MBP 
или тетра-убиквитином с субъеди-
ницей протеасомы hRpn10 (ниж-
няя панель). Rmax – уровень мак-
симального насыщения, рассчи-
танный для каждой кривой, исходя 
из теории мономолекулярной ад-
сорбции Ленгмюра 1:1. 

	
Рис. 14 Конъюгаты BSA со спермином, 1,3-диаминопропаном и 3-
аминопропанолом инкубировали с протеасомой в присутствии и от-
сутствии REGa. Реакционные смеси анализировали электрофорети-
чески в ПААГ. 
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REGa показал, что конъюгация со спермином и в значительно меньшей степени с 1,3-

диаминопропаном в отличие от 1,3-диаминопропанола конвертирует BSA в Ub-неза-

висимый протеасомный субстрат (Рис. 14). 

Изучение патофизиологической значимости расщепления миелина различными 

типами протеасом 

Чтобы определить, накапливаются ли иммунопротеасомы в ЦНС при протекании EAE, 

мы окрашивали лизаты различных отделов головного мозга мышей линии BALB/c и 

неиммунизированных SJL, а также SJL мышей, развивающих ЕАЕ, на предмет наличия 

конститутивных и иммуносубъединиц протеасомы. Вестерн-блот анализ показал, что 

экспрессия β1i и β5i была значительно повышена во всех отделах головного мозга мы-

шей SJL с ЕАЕ по сравнению с интактными мышами SJL и BALB/c (Рис. 15). Следую-

щей задачей было определение источника иммунопротеасомы в головном мозге мы-

шей при протекании аутоиммунной демиелинизации. В частности, мы хотели опреде-

лить, привносится ли иммунопротеасома нерезидентными клетками внутрь ЦНС или 

же она образуется непосредственно в церебральных клетках. По сравнению с неимму-

низированными мышами линии SJL, мыши, развивающие ЕАЕ, содержали в головном 

мозге значительно большее количество β1i и меньшее нейрального маркера NeuN (Рис. 

16A и 16Б). Поскольку содержание β1i по сравнению с β5i было значительно увеличено 

в головном мозге мышей с EAE, нами было проведено окрашивание срезов головного 

мозга мышей линии SJL с ЕАЕ на иммуносубъединицы β1i и β5i. 

	

Рис. 15 (А) Вестерн-блот-
тинг гомогенатов различ-
ных отделов головного 
мозга мышей на предмет 
наличия субъединиц кон-
ститутивной (β1/β5) или им-
мунной протеасомы 
(β1i/β5i). МБГ – медиаба-
зальный гипоталамус. 
 

Полученные результаты свидетельствуют, что эти иммуносубъединицы не колокали-

зованы, а значит находятся в разных клетках (Рис. 16В). Далее мы провели окрашива-

ние срезов головного мозга мышей линии SJL с ЕАЕ антителами, распознающими MBP 
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и CD3, маркеры олигодендроцитов и T-клеток, соответственно (Рис. 16Г). Таким обра-

зом нами было показано, что β1i колокализуется с MBP, а значит присутствует в оли-

годендроцитах, в то время как β5i была ассоциирована с CD3-положительными клет-

ками, которые представляют собой инфильтрируюшие через ГЭБ лимфоциты. 

Важно отметить, что в 

первичной культуре зре-

лых олигодендроцитов 

также наблюдалось уве-

личение количества β1i 

при воздействии интер-

ферона-гамма (Рис. 17). 

Исходя из полученных 

данных, стало очевид-

ным, что убиквитин-не-

зависимый протеолиз 

МВР протеасомами из 

ЦНС здоровых мышей и 

мышей с ЕАЕ может при-

водить к различным 

спектрам пептидных 

фрагментов. Проведен-

ный безметочный анализ 

явно продемонстрировал  

	
Рис. 17 Иммуноцитохимический анализ культуры олигодендроцитов, обработанных (правая 
панель) и не обработанных интерфероном-гамма (левая и средняя). О4 – маркер олигоденд-
роцитов (красный), HST – Hoechst (синий), 20S или b1i (зеленый). 

	
Рис. 16 Иммуногистохимический анализ срезов головного 
мозга неиммунизированных мышей линии SJL (А) и мышей 
линии SJL, развивающих EAE (Б–Г). 



 25 

необходимость строго количественного сравнения относительного содержания пепти-

дов МВР в протеасомных гидролизатах. Для этого был разработан метод, основанный 

на применении воды, содержащей нуклид кислорода 18О. При каждом элементарном 

гидролитическом акте разрушения пептидной связи под действием протеасомы на С-

конец образующегося пептида встраивается атом кислорода из молекулы воды. Про-

теолиз MBP протеасомой из головного мозга мышей линии BALB/c проводили в воде, 

содержащей 18О, в то время как гидролиз протеасомой из мышей SJL проводили в 

обычной воде, содержащей 16О. Таким образом, пептиды, полученные при гидролизе 

MBP соответствующими протеасомами, будут отличаться друг от друга на 2 единицы 

молекулярной массы, но обладать в точности одинаковым временем удерживания на 

обращенно-фазовом сорбенте и одинаковой эффективностью ионизации. Количество 

протеасомы, необходимой для гидролиза, выравнивали исходя из ее активности по пеп-

тидному субстрату Suc-LLVY-AMC. Для компенсации природного изотопного распре-

деления 13С/12С гидролизаты MBP двумя типами протеасом смешивали в нескольких 

разных молярных соотношениях. Это позволило осуществить количественный анализ 

образования более чем 250 фрагментов MBP под действием протеасом из мышей линий 

BALB/c и SJL с и без ЕАЕ (Рис. 18). Из этого количества 5 пептидов по структуре под-

ходили 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. 

В отличие от других проанализированных пептидов, согласно результатам MS2 спек-

тра, MBP83-90 содержал на С-конце два атома 18О вместо одного. Предположительно, 

	

Рис. 18 Пример 
участка масс-спектра, 
полученного при ана-
лизе с использованием 
воды, содержащей 
нуклид кислорода 18О 
(левая панель). Коли-
чественная оценка не-
которых пептидов 
МВР, образующихся 
под действием протеа-
сом. Данные пептиды 
по длине подходят для 
загрузки на MHC I 
(правая панель). 
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это результат двойной реакции гидролиза, которая становится возможной в результате 

повышенного сродства этого пептида к каталитической полости протеасомы. 

Пептид MBP83-90 является частью энцефалитогенного фрагмента MBP, поэтому 

мы более детально изучили его образование при действии различных типов протеа-

сомы на MBP. Для этого был синтезирован химически идентичный пептид с С-конце-

вым остатком фенилаланина, все атомы углерода и азота которого обладали массовыми 

числами 15 и 13, соответственно. Результаты количественного анализа с использова-

нием подобного внутреннего стандарта полностью подтвердили ранее полученные 

данные. Скорость образования пептида MBP83-90, рассчитанная исходя из известного 

количества внутреннего стандарта, заранее введенного в гидролизат МВР протеасо-

мой, 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. 19). За 24 часа под действием протеасомы из головного мозга EAE-

SJL образуется порядка 0.83 моль пептида ENPVVHFF на 1 моль изначального MBP. 

	

Рис. 19 Определение 
скорости образования 
пептида ENPVVHFF с 
использованием синте-
тического изотопно-ме-
ченного аналога. Масс-
спектр (А), зависимость 
количества образовав-
шегося пептида от вре-
мени протеолиза (Б) и 
количество 
ENPVVHFF, образовав-
шегося за 24 часа гид-
ролиза MBP протеасо-
мой из головного мозга 
мышей BALB/c, SJL и 
EAE SJL (в процентах 
от количества исход-
ного MBP) (В). 

На следующем этапе работы из мышей линии SJL методом активации ex vivo были 

получены цитотоксические T-лимфоциты, специфичные к ENPVVHFF. В качестве кон-

троля использовались цитотоксические T-лимфоциты, специфичные к пептиду вируса 

энцефалита Тэйлера FNFTAPFI. Цитотоксические ENPVVHFF-реактивные T-лимфо-

циты специфически лизировали олигодендроциты, полученные из мышей линии SJL, 

при этом этот процесс ингибировался анти-MHC I антителами и его эффективность 
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значительно увеличивалась в случае олигодендроцитов, обработанных интерфероном-

гамма. 

Создание модульных бифункциональных иммунотоксинов, способных к узкона-

правленной элиминации заранее предопределенных популяций патологических 

лимфоцитов. 

Сложность и неоднородность аутоиммунных аномалий, даже в рамках одного 

классифицированного заболевания, такого как рассеянный склероз, приводят к отсут-

ствию эффективного лечения. Сложившаяся ситуация, вероятно, потребует дальней-

шего развития терапии благодаря так называемой персонализированной медицине. 

Хотя известно, что CD4+ Т-клетки играют первую скрипку в патогенезе РС, роль В-

клеток не следует недооценивать. Терапевтическое вмешательство, направленное на 

патогенные аутореактивные В-клетки, может стать универсальным подходом для ле-

чения различных аутоиммунных аномалий, включая РС. Для решения поставленной 

задачи – разработать белки-киллеры патологических В-клеток – вместо антитела воз-

можно использование иммунодоминантных фрагментов антигенов, по отношению к 

которым В-клеточные рецепторы (БКР) аутореактивных лимфоцитов обладают высо-

кой аффинностью и избирательностью. 

 
Рис. 20 Схематическое изображение выбранных механизмов специфической элиминации 
аутореактивных В-клеток. 

В результате анализа литературных данных в качестве цитотоксической состав-

ляющей иммунотоксинов были выбраны: РНКаза барназа, каталитические домены 

Ингибирование 
белкового 
синтеза 
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псевдомонадного токсина (ЕТА) и шига-подобного токсина E. coli (ШПТ), а также кон-

стантный домен иммуноглобулина мыши и человека (Fc домен IgG), каждый из кото-

рых приводит к гибели клетки-мишени по различному механизму (Рис. 20). 

Для сравнения цитотоксического потенциала полученных иммунотоксинов (ИТ) 

выделенные рекомбинантные белки, сопряженные с myc эпитопом, инкубировали с ги-

бридомной линией клеток C-MYC; в качестве отрицательного контроля использовали 

гибридомную линию клеток 1B4F4, не несущую на своей поверхности анти-myc БКР. 

В качестве отрицательного контроля для белков барназа-myc и Fc-linker-myc исполь-

зовали барназу и Fc-linker, не содержащих myc эпитопа. На основании полученных ре-

зультатов была определена LD50 рекомбинантных ИТ для клеток линии C-MYC (Табл. 

1). Наиболее сильным цитотоксическим действием обладает рекомбинантный псевдо-

монадный токсин, однако данный ИТ продемонстрировал и наиболее высокую неспе-

цифическую цитотоксичность. Шига-подобный токсин показал средние показатели 

специфичности и цитотоксичности на модельных клетках. Для дальнейшей работы 

нами были выбраны ИТ на основе барназы и Fc домена антитела, так как они показали 

наименьшую степень неспецифического цитотоксического действия, и эффективно 

элиминировали клетки-мишени. 

Далее, в контексте изучения тера-

певтического потенциала созданных 

ИТ являлось проведение селектив-

ной элиминации аутореактивных 

МВР-специфичных В-клеток in vivo 

в мышах линии SJL с индуцирован-

ным ЕАЕ. В результате тестирова-

ния панели созданных ИТ на предыдущих этапах наиболее перспективными оказались 

ИТ на основе барназы и константного домена иммуноглобулина. Для финального теста 

из двух озвученных кандидатов нами был выбран константный домен иммуноглобу-

лина. Для формирования популяции аутореактивных В-клеток, специфичных к МВР, 

ЕАЕ был индуцирован у мышей линии SJL. Для этого животным производили двукрат-

ные подкожные инъекции гомогената спинного мозга мыши в эмульсии ПАФ, допол-

нительно для усиления развития ЕАЕ в те же дни животным внутривенно вводили рас-

твор Pertussis toxin. 

Табл. 1 Значения LD50 действия полученных им-
мунотоксинов на модельную линию клеток C-
MYC. 

Рекомбинантный ИТ myc LD50 

псевдомонадный токсин + 0,05 мкМ 
шига-подобный токсин E.coli + 0,44 мкМ 

барназа + 0,11 мкМ 
– > 10 мкМ 

Fc домен IgGγ1 + ~0.002 мкМ 
– > 10 мкМ 
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Мышей с индуцированным ЕАЕ разделили на 5 экспериментальных групп по 10 голов 

в каждой: (1) без терапии; (2) животным однократно вводили 200 мкг Copaxone (группа 

– Copaxone); (3) животным в каждой группе дважды внутривенно вводили pFm (кон-

стантный фрагмент иммуноглобулина, группа - pFm), (4) pFm-7 (константный фраг-

мент иммуноглобулина, слитный с фрагментом МВР QDENPVVHFFKNIVTPRTPPP-

SQG, группа – pFm7) или (5) pFm-11 (константный фрагмент иммуноглобулина, слит-

ный с фрагментом МВР RASDYKSAHKGFKGVDAQGTLSKIFKL, группа – pFm-11). На 

23 день после начала эксперимента культуры спленоцитов, полученные из этих мышей, 

анализировали на наличие В-клеток, специфичных к иммунодоминантному и С-конце-

вому фрагментам МВР. Для этого клетки инкубировали с пептидами МВР81-104 (7) и 

МВР146-170 (12), конъюгированными с биотином. Для визуализации В-клеток использо-

вали конъюгат анти-

B220 антител с флуо-

рофором APC 

(eBioscience), в свою 

очередь биотинили-

рованные пептиды 

МВР, связанные с по-

верхностными БКР, 

детектировали добав-

лением конъюгата 

стрептавидина с флу-

орофором Pacific 

Blue. Образцы анали-

зировали методом 

проточной цитофлуо-

риметрии на приборе 

FACSDiva (BD), ре-

зультаты представ-

лены на (Рис. 21). Как 

видно из рисунка, у 

мыши из группы 

	
Рис. 21 Анализ изолированных спленоцитов на наличие В-кле-
ток, специфичных к 7 и 12 фрагментам МВР, методом проточной 
цитофлуориметрии.	
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“контроль” отсутствовала популяция В-клеток, специфичных к МВР, в то время как в 

культуре спленоцитов, полученной из животного из группы “без терапии”, существует 

значительная популяция В-клеток, специфичных к обоим пептидам МВР. При одно-

кратном введении препарата Copaxone, в культуре клеток оставалась популяция В-кле-

ток, имеющих на своей поверхности БКР, специфичный только к 12 фрагменту МВР. 

Данное наблюдение в очередной раз подтверждает, что терапевтическое действие 

Copaxone направленно на популяцию В-клеток, специфичных к иммунодоминантному 

эпитопу МВР (7 пептиду). Как и ожидалось, внутривенные инъекции контрольного 

белка pFm, не содержащего пептидов МВР, а также контрольного белка pFm-11 не при-

вело к подавлению целевой популяции В-клеток. В свою очередь, введение pFm-7 при-

водило к полной элиминации В-клеток, специфичных не только к 7 фрагменту, кото-

рый присутствует в составе ИТ pFm-7, но и к 12 фрагменту. Таким образом, после те-

рапии ИТ pFm-7, пул В-клеток, специфичных к МВР, в культуре спленоцитов из лече-

ной мыши совпадал с профилем здорового неиммунизированного животного. Полу-

ченные результаты позволяют предположить, что ИТ pFm-7 наряду с селективной эли-

минацией В-клеток, специфичных к иммунодоминантному фрагменту МВР (7), также 

подавляет формирование В-клеток, специфичных к 12 фрагменту МВР. 

Разработка подходов к индукции иммунотолерантности при аутоиммунной 

нейродегенерации инкапсулированными фрагментами аутоантигенов 

На основе имеющихся данных мы выбрали три иммунодоминантных пептида 

MBP46-62 (p1), MBP124-139 (p2) и MBP147-170 (p3) для оценки их терапевтического потен-

циала. Для проведения процедуры инкапсуляции (Рис. 22А) липосомы получали из 

яичного фаосфатидилхолина с добавлением одного молярного процента ManDOG 

(mSUV) или без него (SUV). Для получения количественных данных, демонстрирую-

щих интернализацию липосомных препаратов, мы выделили периферические дендрит-

ные клетки из крови крыс и далее инкубировали их с маннозилированными и неманно-

зилированными липосомами, нагруженными c-myc-пептидом, в различных концентра-

циях (Рис. 22Б). Результаты эксперимента свидетельствуют, что дендритные клетки 

поглощают маннозилированные липосомы значительно более эффективно, нежели не-

маннозилированные. Далее мы протестировали наличие усиления терапевтического 

действия при инкапсуляции MBP-пептидов в липосомы и добавлении маннозилиро-

ванного компонента к липидной композиции. С этой целью DA-крысам с EAE,  
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индуцированным имму-

низацией MBP62-84, подкожно 

вводили пептид p1 как тако-

вой или инкапсулированный в 

маннозилированные или не-

маннозилированные липо-

сомы (Рис. 22В). Непосред-

ственно сам пептид не прояв-

лял обнаружимого терапевти-

ческого эффекта, тогда как тот 

же пептид, инкапсулирован-

ный в липосомы, значительно 

ингибировал развитие ЕАЕ. 

Более того, маннозилирован-

ные липосомы, нагруженные 

p1, были, очевидно, более эф-

фективными, чем аналогич-

ные по заполнению неманно-

зилированные липосомы. 

Для анализа действия 

каждого из трех пептидов 

МВР и их смеси, мы подгото-

вили четыре липосомных пре-

парата, в которых эти три пеп-

тида по отдельности и их экви-

молярная смесь были инкапсу-

лированы в липосомы, несу-

щие остатки маннозы на их 

поверхности (Рис. 23А). Полученные липосомы имели диаметр приблизительно 85 нм, 

обладали слегка отрицательным зарядом (от -7,5 до -10,5 мВ) и содержали в инкапсу-

лированном виде более 90% исходного количества пептида. Для тестирования этих 

mSUV в терминах их терапевтической эффективности, полученные композиции под-

кожно вводили крысам DA с индуцированным EAE (Рис. 23Б). 

	

Рис. 22 (А) Химические формулы липидов Egg PC и 
MannDOG, использованных для создания липосом. Ниже 
представлен процесс получения липосомных нанокон-
тейнеров. (Б) Сравнение эффективности интернализации 
полипептида, содержащего myc эпитоп, в составе липо-
сом с MannDOG и без. Гибридизация клеточного лизата 
дендритных клеток с антителами к myc эпитопу и актину. 
Справа представлен денситометрический анализ количе-
ства интернализованного myc пептида. (В) Профили раз-
вития ЕАЕ у крыс линии DA при различных видах тера-
пии.	

у 
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Рис. 23 Терапия экспериментального аутоиммунного энцефаломиелита в крысах линии DA 
иммунодоминантными петидами МВР, инкапсулированными в липосомы. (А) Схематическое 
изображение вводимых композиций с указанием состава и количества инкапсулированных 
пептидов. (Б) Экспериментальные группы животных оценивали по усредненной степени раз-
вития симптомов заболевания. (В) Сравнительный анализ средней кумулятивной и средней 
максимальной степени развития ЕАЕ у DA крыс в различных экспериментальных группах (В, 
левая и средняя панель, соответственно). Сопоставление интегральной терапевтической эф-
фективности (произведение тяжести развития заболевания на дни) пептидов МВР в составе 
липосом по сравнению с контролем (В, левая панель). (Г) Из каждой экспериментальной 
группы было выбрано животное с профилем развития ЕАЕ (сплошная линия), наиболее при-
ближенным к среднему профилю по всей группе (продольные зеленые и красные линии). 
Ниже представлен гистологический анализ повреждений в ЦНС у соответствующих крыс ли-
нии DA с индуцированным ЕАЕ в различных экспериментальных группах. 

Терапия была начата на 7-й день после индукции EAE, то есть во время первых клини-

ческих проявлений заболевания. Каждая крыса получила шесть ежедневных инъекций 

тестируемых варинатов mSUV. По окончании эксперимента для каждой группы были 

рассчитаны средняя тяжесть ЕАЕ, а также средняя кумулятивная и максимальная тя-
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жесть протекания ЕАЕ (Рис. 23В). Препараты спинного мозга, окрашенные гематокси-

лин-эозином, были получены для оценки степеней глиоза и демиелинизации (Рис. 

23Г). Нами было обнаружено, что группа p1 mSUV значительно отличается от группы 

плацебо (mSUV) как по максимальным, так и по кумулятивным показателям тяжести 

заболевания, в то время как подобная разница не наблюдалась для группы p2 mSUV 

или p3 mSUV (Рис. 23В). С другой стороны, средние профили оценки тяжести заболе-

вания (Рис. 23Б, правая панель) и оценки степени демиелинизации (Рис. 23Г) наглядно 

демонстрируют, что окончательное восстановление в группах p2 mSUV и p3 mSUV 

было заметно лучше, чем в группе p1 mSUV. Важно отметить, что препарат p123 mSUV 

значительно снизил тяжесть протекания EAE, уменьшив как общий профиль тяжести 

заболевания, так и в итоге обеспечив полное восстановление (Рис. 23Б, центральная 

панель), таким образом, сочетая лечебные свойства отдельных пептидов. Группа p123 

mSUV значительно отличалась от группы плацебо по средней максимальной тяжести 

болезни (Рис. 23В, центральная панель) и имела самый низкий средний показатель со-

вокупной тяжести заболевания (14, IQR = 5,25) среди всех тестовых групп (Рис. 23В, 

левая панель). При расчете параметра, характеризующего величину дельты между экс-

периментальными группами и плацебо (Рис. 23В, правая панель), группы расположи-

лись в следующем порядке p1 << p2 mSUV ≈ p3 mSUV <p1 mSUV ≈ Copaxone <p123 

mSUV; В последней группе значение этого параметра было самым высоким (20,3 ед. 

MDS×день). Глатирамера ацетат (Copaxone), который использовался в качестве поло-

жительного контроля, был аналогичен формуляции p123 mSUV в терминах профиля 

подавления EAE (Рис. 23Б, центральная панель) и средней максимальной тяжести раз-

вития ЕАЕ (Рис. 23В, центральная панель). Как и ожидалось, введение пептида p1 без 

липосом не обладало значимым терапевтическим эффектом (Рис. 23Б, правая панель, 

23В и 23Г). 

Чтобы прояснить иммунологический статус животных, подвергшихся терапии, 

мы проанализировали уровень сывороточных аутоантител и провели окрашивание ци-

токинов в ЦНС (Рис. 24). Значительное снижение концентрации аутоантител к полно-

размерному MBP по сравнению с контрольной группой наблюдалось только у крыс, 

получавших p1 mSUV, p123 mSUV и Copaxone (Рис. 24А, левая панель). Титр антител 

к иммунодоминантным фрагментам MBP 81-103 и 146-170 также был снижен в этих 

группах (Рис. 24А, центральная и правая панели). Важно отметить, что пептид MBP81-

103 не входил в состав ни одной из композиций липосом, тем не менее концентрация 



 34 

аутоантител, специфичных к этому фрагменту, снизилась в той же степени, как и анти-

MBP антитела. 

Окрашивание Th1-цитокинов в спинном мозге крыс, получавших композиции p1 

mSUV, p123 mSUV и глатирамера ацетат, показало, что продукция IL-2 и IFNg была в 

значительной степени подавлена во всех трех группах (Рис. 24Б), что указывает на 

противовоспалительный эффект исследуемых композиций. Как следует из результатов 

проведенных тестов, степень демиелинизации в ЦНС у крыс из этих групп также сни-

жалась. Подавление нейродегенерации коррелировало с усиленным выбросом нейро-

тропного фактора мозга (BDNF), что отчетливо наблюдалось при окраске срезов спин-

ного мозга крыс из различных экспериментальных групп (Рис. 24Б). 

	

Рис. 24 (А) Сравнение титра сыво-
роточных аутоантител к полнораз-
мерному МВР и его иммунодоми-
нантным фрагментам МВР81-103 и 
МВР146-170 у крыс линии DA с ЕАЕ, 
подвергнутых терапии, в сравне-
нии животными из контрольной 
группы с ЕАЕ без лечения и ин-
тактными животными. (Б) Гистоло-
гические срезы спинного мозга 
крыс линии DA из групп mSUV, 
Copaxone, p1 mSUV и p123 mSUV. 
Для выявления повреждений мие-
линовой оболочки аксонов исполь-
зовали краситель luxol fast blue. Ги-
бридизация срезов с антителами, 
специфичными к IFNγ, IL-2 и 
BDNF, для определения цитокино-
вого статуса ЦНС.	
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Клинические испытания препарата для лечения рассеянного склероза нового по-

коления Xemys 

В период с апреля 2013 года по июль 2014 года 20 пациентов с RR-MS и SP-MS были 

привлечены к участию в клиническом исследовании композиции p123 mSUV (Xemys), 

которое проходило в четырех медицинских центрах на территории Российской Феде-

рации. Исследованные дозировки Xemys признаны безопасными и хорошо переноси-

мыми. МРТ-сканирование было проведено для всех пациентов на стартовом этапе (не-

деля -2) и после лечения на 7, 10 и 18 неделях, используя режимы T1 (с контрастом), 

T2 (Рис. 25A).  

 

Рис. 25 (А) Бляшки демиелинизации у пациетов по данным МРТ в режиме Т1 и Т2 по неделям. 
(Б) Изменение количества активных бляшек на момент окончания исследования. (В) Уровень 
сывороточных цитокинов по неделям. (Г) Индивидуальная динамика изменения концентрации 
сывороточного TNF в зависимости от количества активных бляшек демиелинизации. 

На исходном этапе у 16 (84%) пациентов не было накапливающих гадолиний бляшек. 

Однако, к 7-й неделе активные бляшки были обнаружены у 10 (56%) пациентов и, на 

момент окончания исследования, – у 8 (33,7%) пациентов были активные поражения 

ЦНС. Несмотря на тенденцию к увеличению числа накапливающих гадолиний бляшек, 

ги
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пациент-специфический анализ результатов МРТ на момент окончания исследования 

(Рис. 25Б) свидетельствует о том, что у 83% пациентов было от 0 до 1 новых пораже-

ний, причем только у 3 пациентов (17%) число активных бляшек увеличилось более 

чем на одну. Дополнительно нами были проанализированы концентрации 17 сыворо-

точных цитокинов и хемокинов у пациентов, получавших Xemys (Рис. 25В). По срав-

нению с исходным уровнем на момент окончания исследования концентрации MCP-1, 

MIP-1 и IL-7 были ниже, а TNF - значительно выше (неделя 18). Наблюдалась положи-

тельная корреляция между увеличением уровня сывороточного TNF и количеством ак-

тивных очагов. 

Для выяснения влияния пептидов MBP, содержащихся в вакцине Xemys, на плаз-

моцитоидные дендритные клетки (pDC), мы анализировали экспрессию поверхност-

ных маркеров активаци, а также продукцию цитокинов в ответ на инкубацию с GH17 

(р1), GK16 (р2) и QR24 (р3). рDC, обработанные каждым из трех пептидов, значительно 

увеличивали экспрессию HLA-DR, CD80 и CD123 (Рис. 26). Примечательно, что было 

отмечено 5-10-кратное различие в увеличении экспрессии поверхностных маркеров 

между клетками, изолированными из пациентов с РС и здоровых доноров (ЗД), в то 

время как пептид QR24 вызывал наиболее выраженное влияние на pDC. 

	

Рис. 26 Определе-
ние экспрессии по-
верхностных мар-
керов HLA-DR (A), 
CD80 (Б) и CD123 
(B) на поверхности 
pDC при инкубации 
с различными пеп-
тидами, входящими 
в состав Xemys.	

Профиль продукции цитокинов популяцией pDCs, подвергнутой воздействию пепти-

дов MBP, в общем был аналогичен тому, который ранее наблюдался в случае РВМС 

(Рис. 27). Инкубация с любым из пептидов MBP вызывала ранний выброс (происходя-

щий менее чем за 30 минут) IFN-α культурой pDCs из ЗД, концентрация которого через 

6 часов постепенно снижалась. Напротив, только пептид QR24 активировал продукцию 

IFN-α в pDCs из пациентов с РС, в то время как уровни цитокинов оставались в целом 

неизменными в случае инкубации с GK16 и GH17. 
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Уровень IFN-γ после 12 часов 

инкубации с каждым из трех пеп-

тидов MBP увеличился в 2-3 раза 

в культуре pDC как из пациентов 

с РС, так и ЗД. Не было статисти-

чески значимого различия в кон-

центрации TNF в культуре pDCs 

из пациентов с РС, обработанной 

пептидами MBP, тогда как 2-3 

кратное увеличение уровня TNF 

наблюдалось в культуре pDCs из 

ЗД, обработанной любым из 

MBP-пептидов. Уровень IL-6 

был увеличен в культуре pDCs из 

ЗД в ответ на инкубацию с лю-

бым из MBP-пептидов, в то 

время как после 12 часов инкуба-

ции только GK16 и QR24 приво-

дили к увеличению концентра-

ции IL-6 в культуре pDC из паци-

ентов с РС в 3-6 раз. Концентра-

ция IL-8 в культуре pDC из ЗД и 

пациентов с РС возрастала в 10-

20 раз при инкубации клеток с 

GK16 и QR24, но не в случае до-

бавления GH17. Напротив, кон-

центрация IL-10 увеличивалась в 

культуре pDC, подвергнутых 

воздействию GH17, тогда как ни QR24, ни GK16 значимо не влияли на уровень этого 

цитокина. 

  

	

Рис. 27 Анализ экспрессии цитокинов при инкубации 
pDC с различными пептидами, входящими в состав 
Xemys.	
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Изучение низкомолекулярных ингибиторов иммунопротеасомы в качестве сред-

ства для терапии аутоиммунной нейродегенерации 

Из трех протестированных ингибиторов протеасомы, PS-341 и MG-132 одинаково 

воздействовали на протеасому, изолированную из головного мозга как здоровых, так и 

развивающих ЕАЕ мышей. В случае β1i-специфического пептидилэпоксикетона 

наблюдалось эффективное подавление активности протеасомы из головного мозга мы-

шей линии SJL с ЕАЕ, при этом он практически не воздействовал на протеасому из 

головного мозга мышей линии BALB/c (Рис. 28А). Все три протестированных ингиби-

тора существенно замедляли гидролиз MBP протеасомой in vitro (Рис. 28Б). 

Далее нами 

была протести-

рована способ-

ность ингиби-

торов PS-341 и 

β1i-специфиче-

ского пептиди-

лэпоксикетона 

подавлять раз-

витие EAE у 

мышей линии 

SJL. Указанные препараты вводили 

внутривенно в хвостовую вену 2 раза 

в неделю с первого по 21й день после 

иммунизации. Результаты экспери-

мента свидетельствуют о том, что 

β1i-специфический пептидилэпокси-

кетон снижает тяжесть протекания 

заболевания эффективнее, чем PS-

341 в той же дозировке (0.5 мг/кг) 

(Рис. 29). 

  

	

Рис. 28 (А) Химотрипсин-подобная активность протеасомы (в процентах 
от активности протеасомы, не обработанной ингибиторами) при воздей-
ствии 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, изолированной 
из головного мозга мышей линии SJL, развивающих EAE. 

	

Рис. 29 Развитие EAE у мышей линии SJL без те-
рапии и при введении ингибиторов PS-341 и β1i-
специфического пептидилэпоксикетона в дозе 
0,5 мг/кг 2 раза в неделю в течение 21 дня после 
иммунизации. 
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Заключение. 

В рамках настоящей работы нами было установлено, что МВР принадлежит к 

крайне малочисленной группе белков, способных подвергаться протеолизу 26S 

протеасомой в отсутствии молекул убиквитина.  

Поиск структурных элементов, необходимых для убиквитин-независимого 

гидролиза МВР протеасомой, выявил в составе МВР множественные 

«композиционные дегроны», инвариантные их линейной последовательности. На 

основе полученных данных можно утверждать, что механизм убиквитин-

независимого гидролиза МВР протеасомой включает в себя заряд-опосредованное 

взаимодействие множественных положительно заряженных дегронов МВР с 

отрицательно заряженными мотивами субъединиц протеасомы с последующей 

транслокацией в протеолитическую камеру коровой 20S субчастицы. Показано, что 

гидролиз МВР протеасомой АТФ-независим и ускоряется в присутствии 

регуляторных элементов типа REG альфа и гамма. Путем широкомасштабного 

транскриптомного анализа зафиксирован повышенный уровень регуляторной 

субчастицы REG альфа в первичной глиальной культуре при воздействии 

воспалительного стимула. 

Протеасома является главным протеолитическим комплексом, генерирующим 

пептиды, презентируемые на поверхности клетки в контексте комплексов 

гистосовместимости I класса. Отсутствие контроля за гидролизом МВР со стороны 

системы убиквитинилирования означает, что качественный и количественный спектр 

пептидов МВР, презентируемых на поверхности олигодендроцитов, практически 

полностью определяется каталитическими субъединицами протеасомы. Нами было 

установлено, что при развитии экспериментального аутоиммунного энцефаломиелита 

(ЕАЕ) – животной модели рассеянного склероза – в головном мозге 

иммунизированных животных конститутивная протеасома в значительной степени 

замещается иммунопротеасомой, при этом иммуносубъединица β1i локализуется 

преимущественно в олигодендроцитах. Показано, что увеличенное содержание 

иммунопротеасомы в головном мозге мышей с ЕАЕ приводит к образованию 

повышенного количества ряда патогенных пептидов МВР, включая пептид 

ENPVVHFF, являющийся частью энцефалитогенного региона MBP. Активированные 

СD8+ T-клетки, специфичные к данному пептиду, эффективно лизировали 
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олигодендроциты, обработанные интерфероном-гамма. Специфический ингибитор 

иммуносубъединицы β1i селективно воздействовал на иммунопротеасому in vitro, а 

также эффективно подавлял развитие EAE in vivo у экспериментальных животных. 

Полученные факты указывают на возможную связь между убиквитин-независимой 

протеолитической активностью иммунопротеасомы в отношении оснóвного белка 

миелина и развитием рассеянного склероза, а также на перспективность 

специфических ингибиторов иммунопротеасомы как потенциальных лекарственных 

средств (Рис. 30). 

 

Рис. 30 Роль иммунопротеасомы в развитии аутоиммунной нейродегенерации, а также пер-
спективные способы её направленной терапии. 

Анализ репертуаров миелин-реактивных антител может выявить особенности 

механизма индукции и прогрессии РС. В данной работе с целью расширения 

репертуара анализируемых аутоантител была создана фаг-дисплейная библиотека 

одноцепочечных антител на основе лимфоцитов, изолированных из крови пациентов 

с РС. Антитела, изначально отобранные на способность связывать МВР, оказались 

высокогомологичны антителам против вирусного белка LMP1 вируса Эпштейн-Барр. 

Для одного такого антитела способность к взаимодействию с белками MBP и LMP1 

была показана in vitro, что указывает на наличие природной кросс-реактивности. 
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Основным выводом из этих экспериментов является то, что антитела против LMP1, 

образующиеся во время инфекции вирусом Эпштейн-Барр, могут в дальнейшем, 

связываясь с МВР, выступать в качестве воспалительного триггера (Рис. 31). 

Проведенное нами широкомасштабное секвенирование библиотек антител, 

отобранных на миелиновые и вирусные антигены, позволил выявить зародышевые 

линии, наиболее характерные для кросс-реактивных аутоантител. 

 
Рис. 31 Схема развития В-клеточного ответа у модельных животных при иммунизации бел-
ками МВР и LMP1, которая обосновывает предполагаемый механизм индукции миелин-реак-
тивных аутоантител на фоне хронической инфекции вирусом EBV. 

Чтобы выявить наиболее эффективный способ подавления аутореактивных 

клеток, в данной работе нами был протестирован целый ряд бактериальных токсинов, 

а также константный фрагмент антитела человека класса G. Результаты 

свидетельствуют, что РНКаза барназа и константный фрагмент антитела человека 

класса G являются наиболее перспективными «боеголовками» создаваемых 

иммунотоксинов. В настоящей работе была показана принципиальная возможность 

выборочного удаления аутореактивных В-клеток с применением константного 

фрагмента антитела, слитного с иммунодоминантной последовательностью MBP82-105. 

Для специфической элиминации MOG-реактивных B-клеток нами были разработаны 

иммунотоксины на основе каталитических и транслокационных субъединиц 

дифтерийного токсина (DT), слитного с иммунодоминантной последовательностью 

MOG. 
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В данном исследовании нами апробированы подходы к индукции 

иммунологической толерантности путем введения антигенных детерминант МВР в 

составе маннозилированных однослойных липосом. Результаты этого исследования 

показывают, что фрагменты MBP, инкапсулированные в маннозилированные 

липосомы, эффективно подавляют развитие EAE у крыс DA, снижая тяжесть первой 

атаки и существенно облегчая восстановление после стадии обострения. При введении 

препарата наблюдалось снижение Th1 цитокинов, индукция экспрессии BDNF в ЦНС 

и ингибирование продукции анти-MBP антител. Детализация механизма действия 

созданного препарата свидетельствует о его двухстадийности. На первом этапе 

интернализация фрагментов МВР дендритными клетками приводит к выбросу 

противовоспалительного цитокина IL-10 и Th2-поляризации, в то время как на втором 

этапе происходит «перезагрузка» иммунной системы благодаря образованию 

популяции регуляторных Т-клеток (Рис. 32). 

 
Рис. 32 Молекулярный механизм действия препарата Xemys 
 

Успешно завершенные клинические испытания второй стадии препарата Xemys, 

созданного на основе данных разработок, показали, что его введение является 

безопасным и хорошо переносится больными. При введении Xemys наблюдалась 

стабилизация развития РС у пациентов с ранее некупируемой прогрессией. 

Имеющиеся данные о профиле цитокинов свидетельствуют, что введение Xemys 

пациентам с РС приводит к нормализации уровней цитокинов до значений, 

характерных для условно здоровых индивидов. Таким образом, имеющиеся 

результаты свидетельствуют о перспективности дальнейшего тестирования Xemys в 
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качестве препарата нового поколения, изменяющего течение РС.  

Накопленные в настоящей работе знания можно суммировать как платформу, 

объединяющую определение лигандов БКР с использованием рациональных и 

комбинаторных эпитопных библиотек и методов высокопроизводительного 

скрининга с дальнейшим созданием на их основе иммунотоксинов для селективной 

элиминации аутореактивных В-клеток (Рис. 33). Подобная платформа показала свою 

эффективность и позволила в рамках данной работы проделать путь от простейших 

экспериментов in vitro до успешно проводимых клинических испытаний. В будущем 

описанная платформа может стать основой для исследования аутоантигенных 

эпитопов, которые в составе бимодальных токсинов имеют шанс стать 

высокоспецифичными препаратами в борьбе с аутоиммунными нарушениями. 

 
Рис. 33 Концепция молекулярно-иммунобиологической платформы, объединяющей 
определение лигандов БКР с использованием рациональных и комбинаторных эпитопных 
библиотек и методов высокопроизводительного скрининга с дальнейшим созданием на их 
основе иммунотоксинов для селективной элиминации аутореактивных В-клеток.  
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III. ВЫВОДЫ 

 

1. На структурном уровне изучен репертуар аутореактивных иммуноглобулинов к 

ряду нейральных аутоантигенов в сыворотке крови пациентов с рассеянным 

склерозом, а также модельных животных. 

2. Экспериментально подтверждена гипотеза молекулярной мимикрии как одного из 

вариантов возникновения рассеянного склероза. 

3. Впервые продемонстрирован факт убиквитин-независимости внутриклеточной 

деградации физиологически значимого аутоантигена протеасомой, показана 

непосредственная связь данного факта с развитием аутоиммунной нейродегенерации. 

4. Детализирован молекулярный механизм убиквитин-независимой деградации 

оснóвного белка миелина протеасомой. Высказана гипотеза об универсальности 

данного механизма, обуславливающего прямой захват оснóвных полипептидных 

субстратов регуляторными комплексами протеасомы. 

5. Созданы модульные бифункциональные иммунотоксины, позволяющие проводить 

узконаправленную элиминацию заранее предопределенных популяций 

патологических лимфоцитов. 

6. Разработаны подходы к индукции толерантности инкапсулированными 

фрагментами аутоантигенов. Предложенный на их основе препарат Xemys успешно 

прошел I и II фазы клинических испытаний с имеющимся одобренным синопсисом на 

фазу III. 

7. Продемонстрирована потенциальная возможность блокады каталитических 

субъединиц иммунопротеасомы в качестве средства для терапии аутоиммунной 

нейродегенерации. 
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