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Процессинг антигенов микобактерий туберкулеза иммунопротеасомой необходим для контроля инфек>
ции и предотвращения развития активной формы туберкулеза. Изучена активация транскрипции генов
субъединиц иммунопротеасомы при заражении перитонеальных моноцитов мышей линии C57Bl/6 вак>
цинным, Mycobacterium bovis BCG, и вирулентным, M. tuberculosis H37Rv, штаммами микобактерий.
Обнаружено, что при однократном инфицировании моноцитов микобактериями уровень транскрипции
генов субъединиц LMP2, LMP7, MECL1 иммунопротеасомы не повышается как на первый, так и на
второй день после заражения. Двукратное инфицирование моноцитов M. bovis BCG приводило к усиле>
нию транскрипции только гена субъединицы LMP7. Однако при инфицировании моноцитов сначала
вакцинным, а затем вирулентным штаммами транскрипция генов всех субъединиц иммунопротеасомы
многократно возрастала. Транскрипция гена субъединицы PA28α регуляторного комплекса PA28 проте>
асомы повышалась только при однократном инфицировании моноцитов штаммом M. bovis BCG. Таким
образом, вакцинация штаммом M. bovis BCG способствует активации генов иммунопротеасомы при по>
следующей встрече с вирулентным штаммом M. tuberculosis H37Rv.

Ключевые слова: иммунопротеасома, Mycobacterium bovis (BCG), Mycobacterium tuberculosis (H37Rv),
перитонеальные макрофаги.

ACTIVATION OF IMMUNOPROTEASOME SUBUNIT GENES TRANSCRIPTION IN MICE MONO>
CYTES INFECTED WITH DIFFERENT STRAINS OF MYCOBACTERIA, by A. V. Timofeev, Y. V. Kuz�
menko*, I. I. Zharkova, E. S. Starodubova, V. L. Karpov (Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian
Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia; *e>mail: Kuzmenko>yulia@mail.ru). Immunoproteasomal
processing of mycobacterial antigens is necessary to control the infection and to protect the organism from de>
velopment of active form of tuberculosis. Here we investigate the activation of immunoproteasome subunit
genes transcription in peritoneal monocytes of C57Bl/6 mice infected with vaccine M. bovis BCG and virulent
strain M. tuberculosis H37Rv. The level of transcription of LMP2, LMP7, MECL1 subunits didn’t increase
for one and two days after a single infection. Two rounds of infection with BCG strain M. bovis led to enhance>
ment of the only LMP7 subunit gene transcription. However after subsequent infection of monocytes with vac>
cine followed by virulent strain infection the dramatic rise of all immunoproteasomal subunit genes transcrip>
tion was observed. Activation of transcription of the gene coding the PA28α subunit of regulatory complex
PA28 was observed only after a single infection of monocytes with strain M. bovis BCG. Thus, vaccination
with strain M. bovis BCG promotes effective activation of immunoproteasomal genes in case of subsequent
contact with virulent strain M. tuberculosis H37Rv.
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МОЛЕКУЛЯРНАЯ 
БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ

От туберкулеза, инфекционного заболева�
ния, вызываемого Mycobacterium tuberculosis,
ежегодно умирают более 1.5 млн. человек [1]. На

сегодняшний день единственным средством,
способным эффективно защитить население от
туберкулеза легких, остается вакцина Кальмет�
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та–Герена (BCG), созданная на основе ослаб�
ленного штамма M. bovis [2].

Большинство микобактерий, попавших в ор�
ганизм, задерживается в верхних дыхательных
путях и удаляется мерцательным эпителием. Не�
которые микобактерии достигают альвеол, где за�
хватываются макрофагами [3, 4]. Известно, что
микобактерии персистируют преимущественно в
макрофагах [3], где они и реплицируются. При
воздействии интерферона�γ (ИФН�γ) и фактора
некроза опухолей�α (ФНО�α) в клетке индуциру�
ется иммунопротеасома, в которой более эффек�
тивно образуются пептиды для представления их
в составе МНС класса I. Под действием этих ци�
токинов конститутивные ß�субъединицы протеа�
сомы заменяются их изоформами (LMP2, LMP7,
MECL1). Кроме того, регуляторный активирую�
щий комплекс 19S конститутивной протеасомы
заменяется комплексом PA28 иммунопротеасомы
[5–7]. Для представления белков микобактерий в
комплексе с молекулами МНС�I необходима де�
градация антигенов при помощи субъединиц им�
мунопротеасомы с последующим переносом пеп�
тидных фрагментов TAP�белками [8, 9]. Установле�
но, что активация субъединиц иммунопротеасомы
важна для контроля инфекции и предотвращения
развития активной формы туберкулеза [10].

Ранее показали, что в перитонеальных моно�
цитах мышей линии C57Bl/6 при их инфицирова�
нии вакцинным штаммом M. bovis BCG и особен�
но вирулентным штаммом M. tuberculosis H37Rv
индуцируются ИФН�γ и ФНО�α [11]. Однако
данные об активации генов иммунопротеасомы
при инфицировании перитонеальных моноцитов
различными штаммами микобактерий отсутство�
вали. В представленной работе методом ОТ�ПЦР
в реальном времени (ПЦР в реальном времени,
сопряженная с обратной транскрипцией) анали�
зировали активацию транскрипции генов субъ�
единиц иммунопротеасомы при заражении пери�
тонеальных моноцитов мышей вакцинным и/или
вирулентным штаммами микобактерий. Оказа�
лось, что транскрипция генов всех субъединиц
многократно увеличивается только при последо�
вательном инфицировании моноцитов сначала
M. bovis BCG, а затем M. tuberculosis H37Rv. Таким
образом, можно предположить, что первичное
воздействие вакцинного штамма необходимо для

активации транскрипции генов субъединиц им�
мунопротеасомы при вторичном заражении кле�
ток вирулентным штаммом.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение и инфицирование перитонеальных
моноцитов мыши. Получение перитонеальных мо�
ноцитов мыши, условия их инфицирования
штаммами M. bovis BCG и M. tuberculosis H37Rv и
инкубации со штаммом Escherichia coli описано
ранее [11]. Моноциты инфицировали однократно
или двукратно с интервалом 24 ч. После одно�
кратного заражения клетки инкубировали в тече�
ние 1–2 сут, а после двукратного – 1 сут. Затем
клетки собирали и выделяли РНК.

Выделение РНК из моноцитов мышей. Моноци�
ты суспендировали в ледяном 4 М растворе гуани�
динизотиоцианата (“Sigma”). РНК получали при
помощи специального набора для выделения
РНК из тканей, инфицированных микобактерия�
ми (“ДНК�технология”), в соответствии с реко�
мендациями фирмы. Чистоту образцов контро�
лировали электрофорезом в 1%�ном агарозном
геле (“Sigma”). Образцы хранили при –70°С.

ОТ>ПЦР в реальном времени. На первом этапе
проводили реакцию обратной транскрипции.
Для синтеза первой цепи кДНК в реакцию вно�
сили 10 мкл очищенной РНК и 0.5 мкг праймера
олиго(dT)18. Полученную смесь инкубировали в
течение 5 мин при 70°С, а затем помещали на
лед. К образцам добавляли 4 мкл 5× ОТ�буфера
(10 мМ Трис�HCl, рН 8.3, 50 мМ KCl), 2 мкл 10 мМ
смеси dNTP, содержащей по 10 мМ каждого
dNTP (“СибЭнзим”), 1 мкл ингибитора рибону�
клеазы и инкубировали в течение 5 мин при 37°С.
Затем вносили 1 мкл (200 ед. акт.) обратной тран�
скриптазы вируса лейкоза мышей (“Fermentas”) и
инкубировали в течение 1 ч при 42°С. Реакцию
останавливали прогреванием образца в течение
10 мин при 70°С.

На втором этапе проводили ПЦР в реальном
времени с полученной кДНК. Для определения
количества транскриптов генов субъединиц им�
мунопротеасомы использовали праймеры (“Сиб�
Энзим”) и флуоресцентно меченные олигонук�
леотиды (“Амплик”):

LMP2: прямой праймер – 5'�GGATGAACAAAGTGATCGAGATTAAC�3'

обратный праймер – 5'�GATAATACAACCCTGCACTCCTTGG�3'

метка – 5'�FAM�TCGGCTGCACAACCAGACATGGT�BHQ1;

LMP7: прямой праймер – 5'�GTTTCACCACAGATGCCATCAC�3'

обратный праймер – 5'�CCCAGGATGACTCGATGGTC�3'

метка – 5'�FAM�CCCACTAGAGCCATCTCGGTTCATG�BHQ1�3';
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MECL1: прямой праймер – 5'�CGAGCCTGTGCAGAGAGCT�3'

обратный праймер – 5'�CACAGTTTCCTCAAGAAGTTCCA�3'

метка – 5'�FAM�CTGGAACCACACCTGTCCTGACCC�BHQ1�3';

РА28α: прямой праймер – 5'�TGAGCAATCTGAAGGCTCCAT�3'

обратный праймер – 5'�GTCTTCGTCCCCTTTCTTCTTCT�3'

метка – 5'�FAM�ACATCCCAGTACCCGATCCAGTCAAA�BHQ2�3'.

ПЦР в реальном времени проводили в 100 мкл
смеси, содержащей по 50 пмолей праймеров и мет�
ки, 2.5 мкл 10× буфера для ПЦР (10 мМ Трис�HCl,
рН 8.3, 50 мМ KCl, 1.5 мМ MgCl2), 0.5 мкл 10 мМ
смеси dNTP, 5 мкл кДНК, 1 ед. акт. (0.5 мкл) Taq�
полимеразы (“Fermentas”). Проводили 55 циклов
амплификации с параметрами: денатурация –
94°С, 15 мин; отжиг – 60°С, 1 мин. В качестве внут�
реннего стандарта использовали ген GAPDH (гли�
церальдегид�3�фосфатдегидрогеназа), количество
транскриптов которого определяли с применением
набора “SYBR Green” (“Applied Biosystems”). Отно�
сительное количество транскриптов всех генов
подсчитывали по формуле N1/N2 = 2n2 – n1, где N1 –
абсолютное количество транскриптов исследуемо�
го гена; N2 – абсолютное количество транскриптов
гена GAPDH; n1 и n2 – пороговые значения числа
циклов для исследуемого гена и гена GAPDH со�
ответственно. Из трех независимых эксперимен�
тов получены средние значения количества тран�
скриптов генов и указаны средние квадратичные
отклонения. Затем рассчитывали отношение ко�
личества транскриптов генов субъединиц имму�
нопротеасомы в моноцитах, инфицированных
микобактериями туберкулеза, к количеству тран�
скриптов в неинфицированных клетках.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Перитонеальные моноциты мышей инфици�
ровали вакцинным штаммом M. bovis BCG или
вирулентным штаммом M. tuberculosis H37Rv по
следующей схеме: 1) однократное инфицирование
M. bovis BCG или M. tuberculosis H37Rv; 2) двукрат�
ное инфицирование каждым из этих штаммов с
промежутком 24 ч между заражениями; 3) последо�
вательное инфицирование моноцитов штаммами
M. bovis BCG и M. tuberculosis H37Rv. Положитель�
ным контролем служили моноциты, инкубирован�
ные с клетками E. coli, отрицательным – неинфи�
цированные клетки. Далее через определенные
промежутки времени после инфицирования моно�
циты собирали и выделяли из них РНК. Каждый
образец РНК анализировали при помощи ПЦР в
реальном времени, определяли относительные ко�
личества транскриптов генов субъединиц LMP2,
LMP7, MECL1 и РА28α в инфицированных пери�
тонеальных моноцитах мыши (рисунок).

При инкубации моноцитов с клетками E. coli
наблюдали значительное увеличение количества
транскриптов генов субъединиц LMP2, LMP7,
MECL1 и субъединицы PA28α активатора РА28
протеасомы. Инфицирование моноцитов вак�
цинным штаммом M. bovis BCG не приводило к
усилению транскрипции генов субъединиц
LMP2, LMP7, MECL1 через 1 сут после зараже�
ния, тогда как количество транскриптов генов
субъединицы PA28α в 2 раза превышало количе�
ство транскриптов остальных субъединиц. В мо�
ноцитах, инфицированных вакцинным штаммом
M. bovis BCG, через 2 сут после однократного за�
ражения уровень транскрипции генов субъеди�
ниц LMP2, LMP7, MECL1 и PA28α был в 2 раза
ниже, чем в первый день. При инфицировании
моноцитов вирулентным штаммом M. tuberculosis
H37Rv уровень транскриптов всех трех субъеди�
ниц и субъединицы PA28α был низким как через
один, так и через два дня после заражения.

При повторном инфицировании штаммом
M. bovis BCG моноцитов, уже инфицированных
этим штаммом (рисунок, BCG + BCG), усили�
валась транскрипция только гена субъединицы
LMP7. Транскрипция генов остальных субъединиц
оставалась на низком уровне. При инфицировании
моноцитов вирулентным штаммом M. tuberculosis
H37Rv после вакцинного штамма M. bovis BCG
(рисунок, BCG + H37Rv) число транскриптов
субъединиц LMP2, LMP7 и MECL1 многократно
увеличивалось. При этом уровень транскрипции
генов субъединиц LMP2 и MECL1 был сравним с
их уровнем, наблюдаемым при инкубации с клет�
ками E. coli, а у субъединицы LMP7 этот показа�
тель был даже в 1.6 раза выше. Уровень транскрип�
ции гена субъединицы РА28α регуляторного ком�
плекса РА28 протеасомы оставался низким.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Часть микобактерий, попавших в организм
человека, элиминируется мукоцилиарной си�
стемой. Нарушение этого процесса приводит к
проникновению микобактерий в бронхиолы и
альвеолы, где они захватываются макрофагами.
Макрофаги представляют бактериальные анти�
гены Т�клеткам в составе комплекса с молеку�
лами МНС�I и МНС�II. В ответ на попадание
микобактерий Т�клетки секретируют ИФН�γ,

9
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необходимый для активации инфицированных
макрофагов и стимуляции антимикробных функ�
ций [12–15]. ИФН�γ индуцирует образование
иммунопротеасом. В клетке синтезируются но�
вые субъединицы протеасомы: β1i (LMP2), β2i
(MECL1) и β5i (LMP7) [16, 17]. Под действием
ИФН�γ помимо субъединиц корового комплек�
са образуется регуляторный активирующий
комплекс – PA28 [6, 18, 19]. При деградации
белков�антигенов иммунопротеасомой образу�
ются длинные олигопептиды, которые содержат
на С�конце гидрофобный или положительно за�
ряженный аминокислотный остаток, необходи�
мый для встраивания эпитопа в щель Бьоркмана
молекул MHC�I. В результате повышается эффек�
тивность представления эпитопов [20] на поверх�
ности клетки и формируется цитотоксический от�
вет [5–7, 21, 22].

Механизм, лежащий в основе презентации ан�
тигенов микобактерий туберкулеза в составе ком�
плекса с молекулами МНС�I, остается неясным
до сих пор. Известно, что антигены микобакте�
рий подвергаются многоступенчатому процес�
сингу [23, 24] и деградации в протеасоме с после�
дующим переносом TAP�белками [9, 10]. Уста�
новлено также, что представление антигенов по
пути МНС�I имеет важное значение для контроля
микобактериальной инфекции и предупрежде�
ния развития активной формы туберкулеза [10].

Ранее мы оценили способность перитонеаль�
ных моноцитов мышей линии C57Bl/6 продуци�
ровать цитокины в ответ на воздействие вакцин�
ного M. bovis BCG и вирулентного M. tuberculosis

H37Rv штаммов в различных комбинациях [11].
Оказалось, что инфицирование макрофагов вак�
цинным и вирулентным штаммами микобакте�
рий по�разному влияет на продукцию ИФН�γ и
ФНО�α. Инфицирование макрофагов штаммом
M. bovis BCG существенно влияло на уровень
ФНО�α, что приводило к апоптозу макрофагов.
Усиление апоптоза инфицированных макрофагов
можно рассматривать как защитный механизм,
вовлеченный в борьбу с внутриклеточной инфек�
цией [25]. Высокий уровень ИФН�γ наблюдали
при инфицировании перитонеальных моноцитов
вирулентным штаммом M. tuberculosis H37Rv.
Важно отметить, что в макрофагах, зараженных
вакцинным штаммом, после их повторного ин�
фицирования значительно усиливалась продук�
ция ИФН�γ [11].

В представленной работе изучена активация
транскрипции генов субъединиц иммунопротеасо�
мы в перитонеальных моноцитах мышей, инфици�
рованных вакцинным M. bovis BCG и вирулентным
M. tuberculosis H37Rv штаммами микобактерий.
Известно, что неинфицированные моноциты со�
держат минимальное количество транскриптов ге�
нов субъединиц иммунопротеасомы [26]. Из пери�
тонеальных моноцитов мышей, инфицированных
микобактериями в различных комбинациях, выде�
ляли РНК и методом ПЦР в реальном времени
определяли относительные количества транскрип�
тов генов субъединиц LMP2, LMP7, MECL1, а так�
же субъединицы PA28α активатора РА28 протеасо�
мы. Обнаружено, что при однократном заражении
вакцинным штаммом в моноцитах значительно
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Относительное содержание транскриптов генов субъединиц LMP2, LMP7, MECL1 и субъединицы РА28α активатора
РА28 протеасомы при инфицировании моноцитов мыши штаммами M. bovis BCG и M. tuberculosis H37Rv.



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 47  № 2  2013

АКТИВАЦИЯ ТРАНСКРИПЦИИ ГЕНОВ СУБЪЕДИНИЦ ИММУНОПРОТЕАСОМЫ 315

усиливается транскрипция только генов субъеди�
ницы PA28α регуляторного комплекса РА28. При
инкубации моноцитов с этим штаммом в течение
2 сут уровень транскрипции генов субъединиц
LMP2, LMP7, MECL1 оставался таким же, как и
после инкубации в течение 1 сут, тогда как тран�
скрипция гена субъединицы PA28α снижалась в
2 раза. При инфицировании моноцитов виру�
лентным штаммом M. tuberculosis H37Rv уровень
транскрипции генов всех субъединиц иммуно�
протеасомы был низким как через одни, так и че�
рез двое суток после заражения. Таким образом,
однократное инфицирование каким�либо из двух
штаммов микобактерий оказывается недостаточ�
ным для эффективной активации субъединиц
иммунопротеасомы.

Двукратное инфицирование моноцитов штам�
мом M. bovis BCG приводило к незначительному
увеличению транскрипции только гена субъеди�
ницы LMP7. Транскрипция генов остальных
субъединиц оставалась на низком уровне. Только
в случае, когда моноциты заражали сначала вак�
цинным M. bovis BCG, а затем вирулентным
штаммом M. tuberculosis H37Rv уровень тран�
скрипции всех трех субъединиц иммунопротеасо�
мы многократно повышался. При этом уровень
транскрипции генов субъединиц LMP2 и MECL1
был сравним с уровнем, наблюдаемым при инку�
бации с клетками E. coli. Для субъединицы LMP7
этот показатель в 1.6 раза превысил значение, по�
лученное при действии бактериального штамма.
Уровень транскрипции гена субъединицы PA28α
был низким и сравнимым с уровнем, наблюдае�
мым при двукратном инфицировании вакцин�
ным штаммом. Таким образом, гены субъединиц
иммунопротеасомы активируются по�разному в
зависимости от штамма микобактерий. Так, мо�
жет активироваться только транскрипция гена
субъединицы LMP7 или генов всех трех иммун�
ных субъединиц, причем характер активации
транскрипции гена субъединицы LMP7 отлича�
ется от характера транскрипции генов субъеди�
ниц LMP2 и MECL1. Это согласуется с данными
о независимом встраивании субъединицы LMP7
в протеасому [27, 28].

Активация субъединиц иммунопротеасомы
играет важную роль в контроле микобактериаль�
ной инфекции [10]. В результате наших экспери�
ментов показано, что транскрипция генов всех
субъединиц иммунопротеасомы многократно уси�
ливалась только после последовательного инфи�
цирования моноцитов – сначала M. bovis BCG, а
затем M. tuberculosis H37Rv. В моноцитах, не инфи�
цированных сначала вакцинным штаммом, тран�
скрипция генов субъединиц иммунопротеасомно�
го комплекса не активировалась. Следовательно,
первоначальное воздействие штамма M. bovis BCG
необходимо для эффективной активации субъеди�
ниц иммунопротеасомы при повторном инфици�

ровании моноцитов вирулентным штаммом M. tu'
berculosis H37Rv. Таким образом, предварительная
подготовка иммунной системы в виде вакцинации
штаммом M. bovis BCG крайне важна для развития
клеточного иммунного ответа при последующей
встрече организма с вирулентным штаммом. Сле�
довательно, изучение механизмов активации ком�
понентов иммунной системы необходимо для
улучшения существующих и создания новых вак�
цин и схем вакцинации.
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