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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) представляют собой уникальные клетки, полученные из эпи-
бласта ранних преимплантационных эмбрионов млекопитающих. Они обладают способностью к неограниченному де-
лению в культуре и сохранению недифференцированного состояния. Потенциал к дифференцировке в любые клеточ-
ные типы делает ЭСК важным инструментом в регенеративной медицине. Кроме того, они используются при изучении 
механизмов эмбрионального развития и моделировании заболеваний. Поддержание плюрипотентности и направ-
ленной дифференцировки ЭСК зависит от строго регулируемых клеточных процессов, включая деградацию белков 
через убиквитин-протеасомную систему. Нарушения в работе убиквитин-протеасомной системы могут приводить к вы-
ходу ЭСК из состояния плюрипотентности или к апоптозу. Известно, что регуляторная частица протеасом PA28αβ, 
состоящая из α- и β-субъединиц, кодируемых генами Psme1 и Psme2, играет ключевую роль в этих процессах, осо-
бенно в условиях окислительного стресса. Показано, что на ранних этапах дифференцировки в ЭСК мыши происхо-
дит увеличение экспрессии PA28αβ, а нокдаун α-субъединицы приводит к накоплению карбонилированных белков, 
что указывает на участие PA28αβ в ранних этапах дифференцировки ЭСК. Однако функции PA28αβ в поддержании 
плюрипотентности ЭСК остаются недостаточно изученными. 
Цель. Определить влияние нокаута гена Psme1, кодирующего α-субъединицу регулятора протеасомы PA28αβ, на про-
лиферацию ЭСК мыши и накопление активных форм кислорода (АФК). 
Методы. В исследовании с помощью геномного редактирования была создана линия ЭСК мыши с нокаутом гена 
Psme1. Способность к дифференцировке in vivo оценивали методом тератомного анализа. Экспрессию маркёров плю-
рипотентности в ЭСК определяли методом полимеразной цепной реакции в режиме реального времени и иммуноблот-
тинга. Проведён также анализ клеточной пролиферации и продукции АФК с помощью проточной цитофлуориметрии. 
Результаты. Получена линия ЭСК мыши с нокаутом гена Psme1. Анализ экспрессии ключевых маркёров плюрипо-
тентности не выявил статистически значимых различий между контрольными и мутантными ЭСК. Тератомный анализ 
подтвердил сохранение плюрипотентного статуса ЭСК с нокаутом гена Psme1, продемонстрировав их способность 
к дифференцировке в производные всех трёх зародышевых листков: эктодерму, мезодерму и энтодерму. При этом 
скорость пролиферации мутантных ЭСК была снижена по сравнению с контрольными клетками, тогда как уровень 
АФК оставался неизменным. 
Заключение. ЭСК мыши с нокаутом гена Psme1 сохраняют плюрипотентность и способность дифференцироваться 
в производные всех трёх зародышевых листков in vivo. Хотя нокаут гена α-субъединицы регулятора PA28αβ не из-
меняет уровень АФК, он приводит к снижению темпов пролиферации, что подчёркивает важную роль PA28αβ в под-
держании пролиферативного потенциала ЭСК.

Ключевые слова: PA28αβ; Psme1; протеасома; эмбриональные стволовые клетки мыши; дифференцировка; актив-
ные формы кислорода; пролиферация.
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Psme1 Gene Knockout Reduces Proliferation of Mouse 
Embryonic Stem Cells Without Affecting Reactive 
Oxygen Species Levels
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Institute of Cytology of the Russian Academy of Sciences, Saint Petersburg, Russia

ABSTRACT
BACKGROUND: Embryonic stem cells are a unique type of cells derived from the pre-implantation epiblast of mammalian 
embryos. These cells demonstrate the ability to undergo indefinite division and maintain an undifferentiated state. The potential 
for differentiation into any cell type renders embryonic stem cells a significant tool for regenerative medicine. Furthermore, they 
may be used in investigating the mechanisms of embryogenesis and disease modeling. The maintenance of pluripotency and 
the directed differentiation of embryonic stem cells rely on strictly regulated cell processes, including ubiquitin-proteasome-
mediated protein degradation. Aberrant functions of the ubiquitin-proteasome pathway are linked to loss of embryonic stem cell 
pluripotency and apoptosis initiation. These processes are driven, particularly under oxidative stress, by the regulatory complex 
PA28αβ, which consists of Psme1- and Psme2-encoded α- and β-subunits. The early stages of mouse embryonic stem cell 
differentiation are accompanied by an increase in the expression of PA28αβ, and the knockdown of the α-subunit results in 
the accumulation of carbonylated proteins. This suggests that PA28αβ plays a role in the early stages of embryonic stem cell 
differentiation. However, the functions of PA28αβ in maintaining embryonic stem cell pluripotency remain insufficiently studied. 
AIM: To determine the effects of knockout of the Psme1 gene, which encodes the α-subunit of the PA28αβ regulator, on mouse 
embryonic stem cell proliferation and accumulation of reactive oxygen species (ROS). 
METHODS: In the study, a Psme1 knockout mouse embryonic stem cell line was generated through the use of genome editing. 
Teratoma assay was used to assess the ability to differentiate in vivo. The expression of pluripotency markers in embryonic 
stem cells was determined by real-time polymerase chain reaction and western blotting. The experimental stage also included 
flow cytometry to assess cell proliferation and production of ROS. 
RESULTS: A Psme1 knockout mouse embryonic stem cell line was successfully obtained. The analysis of the expression of 
key pluripotency markers did not show statistically significant differences between the control and mutant embryonic stem 
cells. The teratoma assay confirmed the maintenance of pluripotency in Psme1 knockout embryonic stem cells, demonstrating 
their ability to differentiate into derivatives of all three germ layers (i.e., ectoderm, mesoderm, and endoderm). The mutant 
embryonic stem cells demonstrated a lower proliferation rate compared to the control cells, whereas the ROS level remained 
unchanged. 
CONCLUSION: Psme1 knockout mouse embryonic stem cells have been demonstrated to maintain pluripotency and the ability 
to differentiate into derivatives of all three germ layers in vivo. Although the ROS level remained unchanged, the knockout of the 
α-subunit of the PA28αβ regulator caused a reduction in the proliferation rate, thereby emphasizing the critical role of PA28αβ 
in maintaining the proliferative potential of embryonic stem cells.
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ВВЕДЕНИЕ
Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) представляют 

собой плюрипотентные клетки, способные к неограничен-
ному самовоспроизведению и дифференцировке во все 
типы соматических клеток, за исключением внезаро-
дышевых тканей. Они обладают высоким потенциалом 
для использования в регенеративной медицине и фунда-
ментальных исследованиях благодаря способности диф-
ференцироваться в различные типы клеток, формировать 
тканеподобные структуры и органоиды, моделирующие 
процессы развития и патогенеза заболеваний [1, 2]. Такие 
подходы открывают возможности для создания новых 
методов лечения и для изучения механизмов патогенеза 
множества болезней. 

Поддержание плюрипотентности ЭСК и выход из неё 
в результате дифференцировки зависят от чётко ско-
ординированной работы внутриклеточных систем, в том 
числе обеспечивающих протеостаз. Протеостаз — это 
динамическое равновесие белков в клетке, включа-
ющее контроль за их синтезом, сворачиванием, мо-
дификацией и деградацией. Такой баланс необходим 
для сохранения функционального состояния клетки. 
Одной из ключевых клеточных систем, регулирующих 
протеостаз, является убиквитин-протеасомная система 
(УПС). Она отвечает за деградацию короткоживущих ре-
гуляторных белков, а также неправильно свёрнутых, по-
вреждённых или ненужных белков, что предотвращает 
их накопление и негативное влияние на жизнеспособ-
ность клеток. Функционирование УПС в клетках зависит 
от скоординированного взаимодействия многих компо-
нентов. Белки, подлежащие деградации, маркируются 
убиквитиновыми цепочками с помощью каскада фер-
ментов и направляются на деградацию в протеасому — 
мультисубъединичный белковый комплекс, состоящий 
из 20S-протеолитического ядра, связанного с одним 
или двумя 19S-регуляторными комплексами [3]. Такой 
путь деградации белков называется убиквитин-зависи-
мым протеолизом. Протеасома существует в нескольких 
формах, отличающихся по составу и функциональной 
специфичности к субстратам. Эффективность работы 
УПС зависит от способности протеасомы распознавать 
и разрушать белковые субстраты, что определяется 
субъединичным составом 20S-протеасомы [4] и типом 
взаимодействующих с ней регуляторных частиц [5]. 

Ещё одной регуляторной частицей протеасомы яв-
ляется PA28 (или 11S). Семейство белков-активаторов 
PA28 включает три гомолога: PA28α (кодируется ге-
ном Psme1), PA28β (кодируется геном Psme2) и PA28γ 
(кодируется геном Psme3). Белки PA28α и PA28β фор-
мируют гетерогептамерные комплексы PA28αβ, игра-
ющие важнейшую роль в убиквитин-независимом 
протеасомном протеолизе [6]. Известно, что экспрес-
сия PA28αβ усиливается под воздействием провоспа-
лительных медиаторов, таких как интерферон-гамма, 

что способствует формированию комплексов, состоя-
щих из PA28-регулятора и специализированного типа 
20S-протеасомы, называемой иммунопротеасомой [7]. 
Для такого протеасомного комплекса показана важная 
роль в антигенной презентации молекулами главно-
го комплекса гистосовместимости типа I [8]. Известно 
также, что PA28αβ активируется в условиях окисли-
тельного стресса и играет важную роль в деградации 
повреждённых в результате окисления белков [9]. 
Так, например, в ЭСК мыши показаны высокие уров-
ни карбонилированных белков [10]. Обнаружено также, 
что на ранних этапах дифференцировки ЭСК мыши на-
блюдается увеличение экспрессии генов регулятора 
PA28αβ и иммунопротеасомы [11]. С  другой стороны, 
ранняя дифференцировка ЭСК сопровождается рез-
ким снижением количества белков, повреждённых 
в результате окисления. Предполагается, что это до-
стигается, в частности, за счёт усиленной деградации 
дефектных белков (важно для поддержания клеточного 
гомеостаза). Это особенно критично в условиях актив-
ного клеточного деления и перестройки метаболических 
путей в процессе дифференцировки ЭСК [12]. Однако 
функциональная значимость регулятора PA28αβ в под-
держании плюрипотентности и в дифференцировке 
ЭСК остаётся недостаточно изученной. Изучение роли 
PA28αβ в ЭСК может способствовать выявлению новых 
молекулярных механизмов, лежащих в основе вышеу-
казанных процессов, что позволит улучшить протоколы 
направленной дифференцировки ЭСК в биомедицин-
ских исследованиях.

ЦЕЛЬ 
Исследовать влияние нокаута гена Psme1, кодиру-

ющего α-субъединицу регулятора протеасомы PA28αβ, 
на скорость пролиферации и продукцию активных форм 
кислорода (АФК) ЭСК мыши.

МЕТОДЫ

Культивирование клеток
Культивирование клеток осуществляли при 37  °C 

в увлажнённой атмосфере с содержанием 5% CO₂ на ад-
гезивном пластике, покрытом 0,1% раствором желатина 
(Sigma-Aldrich, Германия), в среде SLM, содержащей 
DMEM («ПанЭко», Россия), 15% фетальную бычью сыво-
ротку (HyClone, США), 2 мМ L-глутамина (Capricorn, Герма-
ния), 100 Ед./мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомици-
на (Capricorn, Германия), 1× раствор аминокислот (NEEA; 
Thermo Fisher Scientific, США), 100 мкМ β-меркаптоэтанола 
(Sigma-Aldrich, Германия) и 10 000 Ед./мл лейкемия-инги-
бирующего фактора (Lif, ранее получен авторами в соб-
ственной лаборатории). В работе использовали ЭСК мыши 
линии Е14 Tg2a (Bay Genomics, США). 
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Создание эмбриональных стволовых клеток 
мыши с нокаутом гена Psme1

Для получения клеток с нокаутом гена Psme1 использо-
вали систему геномного редактирования CRISPR/Cas9. ЭСК 
мыши трансфицировали модифицированной плазмидой 
pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 (Addgene #42230), ко-
дирующей флуоресцентный маркёр GFP (green fluorescent 
protein), Cas9 и направляющую РНК (guide ribonucleic acid, 
gRNA) 5’-GGAGGAGCGGAAGAAGCAAC-3’, нацеленную на 4-й 
экзон гена Psme1, последовательность которой была по-
добрана с использованием онлайн-инструмента Benchling 
(https://www.benchling.com). Через 3 сут после трансфекции 
GFP-положительные клетки отбирали с помощью клеточно-
го сортера S3e (Bio-Rad, США). Аналогичным образом были 
получены три линии контрольных клеток Scr (scrambled), 
содержащих плазмиду с gRNA, последовательность ко-
торой не была комплементарна никакому участку генома 
мыши. Нокаут в отобранных клеточных линиях проверяли 
секвенированием области гена Psme1 по наличию мутаций 
в месте посадки gRNA и методом иммуноблоттинга с ис-
пользованием специфических антител к α-субъединице 
регулятора PA28αβ. 

Выделение геномной ДНК и секвенирование
Геномную ДНК выделяли из клеток согласно прото-

колу, описанному ранее [13]. Целевые фрагменты, соот-
ветствующие участку редактирования системой CRISPR/
Cas9, амплифицировали с образцов геномной ДНК с по-
мощью полимеразной цепной реакции (ПЦР). Для ампли-
фикации использовали высокоточную полимеразу (Tersus 
Plus PCR kit; «Евроген», Россия) и праймеры, фланки-
рующие сайт редактирования на расстоянии не менее 
100  п.  о. в обе стороны (5’-ATGTGTTCCGTGAAGACCTGT-3’ 
и 5’-TGGAAAGGGGAAAGCAGAACC-3’). Продукты ПЦР кло-
нировали в составе вектора pAL-2T (Quick-TA ligase kit; 
«Евроген», Россия). Секвенирование осуществляли с по-
мощью универсальных праймеров M13 в компании «Ев-
роген» (Россия). 

Поиск пяти наиболее вероятных нецелевых участ-
ков посадки gRNA (off-target) осуществили с помощью 
онлайн-инструмента Benchling. Геномные области, со-
держащие предполагаемые участки off-target, амплифи-
цировали методом ПЦР с использованием специфичных 
праймеров (табл.  1) и анализировали секвенированием 
(«Евроген», Россия).

Иммуноблоттинг
Иммуноблоттинг проводили согласно описанному ра-

нее протоколу [14]. Клетки лизировали в буфере, состоя-
щем из 100  мМ NaCl, 50  мМ Na₂PO₄, pH 7,5, 10% глице-
рина, 5  мМ аденозинтрифосфата, 1  мМ дитиотреитола, 
5 мМ MgCl₂, 1× ингибиторов протеаз, 0,5% NP-40. Образцы 
лизатов (15–20  мкг белка) разделяли в 13% полиакрила-
мидном геле с додецил сульфатом натрия и переносили 

на PVDF-мембрану (0,45  мкм; Bio-Rad, США). Мембрану 
блокировали в 5% обезжиренном молоке (Santa Cruz, США) 
в фосфатно-солевом буфере (phosphate buffered saline, 
PBS) («БиоЛот», Россия) с 0,1% Tween-20 (Amresco, США), 
после чего инкубировали со специфичными первичными 
антителами в течение ночи при 4 °C. Затем мембрану об-
рабатывали вторичными антителами, конъюгированными 
с пероксидазой хрена (1:5000; Jackson Laboratories, США), 
и визуализировали с использованием реагента SuperSignal 
(Thermo Fisher Scientific, США) при помощи ChemiDoc Touch 
Imaging System (Bio-Rad, США). В  работе использовали 
следующие антитела в различных разведениях: anti-PA28α 
(A5358; 1:500; ABclonal, Китай), anti-Oct4 (sc-5279; 1:500; 
Santa Cruz Biotechnology, США), anti-Nanog (#8822; 1:500; 
Cell Signaling Technology, США), anti-α7 (PW8110; 1:1000; 
Enzo Life Sciences, США), anti-β2 (PW9300; 1:1000; Enzo 
Life Sciences, США), anti-β1 (A4053; 1:1000; ABclonal, Ки-
тай), anti-β5 (A303-847; 1:1000; Bethyl Laboratories, США), 
anti-Rpn1 (GB113525; 1:1000; ServiceBio, Китай), anti-Rpt2 
(GB114427; 1:1000; ServiceBio, Китай), anti-β-actin (#3700; 
1:5000; Cell Signaling Technology, США), anti-α-tubulin 
(T6074; 1:5000; Sigma-Aldrich, США). 

Тератомный анализ
Клетки с нокаутом и контрольные клетки (по 1,5 млн) 

имплантировали в задние конечности мышей линии Balb/c 
Nude (Национальный исследовательский Нижегородский 
государственный университет имени Н.И. Лобачевского). 
Образовавшиеся тератомы извлекали через 3–4 нед, 
фиксировали в растворе Буэна и заключали в парафин 
(«Вектон», Россия). Срезы толщиной 7 мкм изготавлива-
ли на микротоме с шагом 200  мкм, депарафинировали 
и окрашивали гематоксилином и эозином («БиоВитрум», 
Россия). Обезвоженные срезы заключали в монтирующую 
среду («БиоВитрум», Россия) и накрывали покровным сте-
клом. Фотофиксация проводилась на микроскопе Evos FL 
Auto (Thermo Fisher Scientific, США).

Таблица 1. Праймеры для проверки целостности off-target сайтов
Table 1. Primers used for the verification of off-target sites integrity

Номер 
off-target 

сайта 
Направление Последовательность (5’-3’)

1
Прямой

Обратный
CACCCCACATCCCTTCTACC
GGAGAGTACGACACGATCCC

2
Прямой

Обратный
GGACCACCATCATAGGATCACC
GCGAGGAGAACTAAACTGGCAA

3
Прямой

Обратный
TGCCAACTGCACTCCAAGAT
GATTCGCTTCTGGCTTCCCT

4
Прямой

Обратный
TTCTGGGTGTTCACTGTTCAGA
AGCATGGACTCCCACTTTTTCT

5
Прямой

Обратный
GTTGCGGTTTGCACATCAGA
GTTACTCCCACAAACGGGGA

https://www.benchling.com
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Определение экспрессии генов методом 
полимеразной цепной реакции с обратной 
транскрипцией в реальном времени

Тотальную РНК из клеток выделяли методом гуани-
дин-тиоцианат-фенол-хлороформной экстракции с ис-
пользованием реагента RNA-Extract («Евроген», Россия) 
согласно инструкции производителя. Комплементарную 
ДНК синтезировали из 2 мкг тотальной РНК с использо-
ванием гексамерных праймеров и обратной транскрипта-
зы MMLV («Евроген», Россия). Реакции ПЦР в реальном 
времени выполняли с использованием смеси 5X qPCRmix-
HS SYBR («Евроген», Россия) на термоциклере ABI 7500 
Real-time PCR System (Thermo Fisher Scientific, США). 
Для нормализации уровня экспрессии генов использова-
ли уровень экспрессии гена Gapdh. Эксперименты были 
выполнены в трёх и более биологических повторностях. 
Информация о последовательностях праймеров и темпе-
ратуре отжига представлена в табл. 2.

Пролиферация и смертность клеток
Пролиферацию и смертность клеток оценивали ме-

тодом проточной цитометрии. Клетки с нокаутом гена 
Psme1 и контрольные клетки (Scr) культивировали 
в 24-луночных планшетах в трёх повторностях. За день 
до эксперимента клетки промывали PBS («ПанЭко», Рос-
сия) и сменяли среду на свежую для удаления мёртвых 
клеток. В день анализа клетки собирали после обработ-
ки 0,05% раствором трипсина (Thermo Fisher Scientific, 
США), добавляли раствор пропидия йодида в финальной 

концентрации 50 мкг/мл (Sigma-Aldrich, США) и анализи-
ровали с использованием проточного цитофлуориметра 
Cytoflex (Beckman Coulter, США) для определения обще-
го числа клеток и количества погибших клеток. Экспе-
рименты были выполнены в трёх и более биологических 
повторностях.

Измерение уровней активных форм кислорода
Уровни АФК измеряли методом проточной цитоме-

трии. Клетки с нокаутом гена Psme1 и контрольные клет-
ки (Scr) культивировали в 24-луночных планшетах в трёх 
повторностях. В анализе использовали флуоресцентный 
краситель 2ʹ,7ʹ-дихлородигидрофлуоресцеин диацетата 
(H2DCFDA; Lumiprobe, Россия). Все работы проводили 
в темноте для предотвращения преждевременного воз-
буждения флуоресценции. Клетки промывали раствором 
PBS и инкубировали в 5 мкМ растворе H2DCFDA в бессы-
вороточной среде Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific, США) 
в течение 30  мин при 37  °C и 5% CO₂. После инкубации 
клетки промывали PBS, собирали после обработки 0,05% 
раствором трипсина и оценивали интенсивность флуорес-
ценции с помощью проточного цитофлуориметра Cytoflex 
(Beckman Coulter, США).

Измерение протеолитической активности 
протеасом

Протеолитическую активность протеасом измеряли 
согласно описанному ранее протоколу [15]. Цитозоль-
ные экстракты из клеток ЭСК с нокаутом гена Psme1 
и контрольных (Scr) готовили в условиях, благоприят-
ных для сохранения комплексов 20S-протеасомы с 19S- 
или с PA28-регуляторами, лизируя клетки в буфере 
для 26S-протеасом (25 мМ Tris-HCl, pH 7,5, 100 мМ NaCl, 
20% глицерина, 5 мМ аденозинтрифосфата, 0,5 мМ дити-
отреитола, 1× ингибиторов протеаз, 0,2% NP-40) и в бу-
фере для комплексов PA28-20S (25  мМ Tris-HCl, pH 7,5, 
1× ингибиторов протеаз, 0,2% NP-40) соответственно. Хи-
мотрипсин-подобную пептидазную активность протеасом 
в клеточных экстрактах (~6  мкг) оценивали с использо-
ванием субстрата Suc-LLVY-AMC (сукцинил-Leu-Leu-Val-
Tyr-7-амино-4-метилкумарин; Enzo Life Sciences, США) 
в концентрации 0,25 мМ. Реакции для анализа активности 
26S-, 20S- или PA28-20S протеасомных комплексов про-
водили в буферах для 26S-протеасом (25 мМ Tris-HCl, pH 
7,5, 5  мМ аденозинтрифосфата, 0,5  мМ дитиотреитола), 
для 20S-протеасом (25 мМ Tris-HCl, pH 7,5, 0,02% додецил 
сульфата натрия, 0,5 мМ дитиотреитола) и для комплек-
сов PA28-20S (25 мМ Tris-HCl, pH 7,5, 0,5 мМ дитиотреи-
тола) соответственно. После инкубации в течение 30 мин 
при 37  °C реакцию останавливали добавлением равного 
объёма 2% раствора додецил сульфата натрия. Актив-
ность протеасом определяли по уровню флуоресценции 
свободного 7-амино-4-метилкумарина (AMC) с использо-
ванием флуориметра VersaFluor (Bio-Rad, США) при дли-
нах волн возбуждения 340–380 нм и эмиссии 455–465 нм. 

Таблица 2. Праймеры для полимеразной цепной реакции с обратной 
транскрипцией в реальном времени
Table 2. Primers used for real-time reverse transcription polymerase 
chain reaction

Ген Направление Последовательность (5’-3’)

Gapdh Прямой
Обратный

AGGTCGGTGTGAACGGATTTG
TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

Nanog
Прямой

Обратный
AGGACAGGTTTCAGAAGCAGA
CCATTGCTAGTCTTCAACCACTG

Oct4 Прямой
Обратный

AGTGGAAAGCAACTCAGAGG
AACTGTTCTAGCTCCTTCTGC

Psme1 Прямой
Обратный

GACATCCCAGTACCCGATCCA
GTAGCTGCAACCAGGTGTGA

Psme2 Прямой
Обратный

CTAAGTGTGGCTACCTCCCG
TCCATGTGATTACCAGAATGCAC

Psmc3 Прямой
Обратный

AGCTACCAACCATGTCACTCC
CTTCAAGGATCGCATCACACA

Psma4 Прямой
Обратный

TCCCTGTGAGCAGTTGGTTAC
GCTTATCCCAGCCAATATACAGC

Psmb5 Прямой
Обратный

CCACAGCAGGTGCTTATATTGC
GCTCATAGATTCGACACTGCC
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Полученные значения нормализовали путём вычитания 
фоновой флуоресценции, пересчитывали с учётом урав-
нивающего коэффициента (получен после определения 
концентрации белка в пробах), вычисляли среднее зна-
чение и стандартное отклонение. Эксперименты были 
выполнены в трёх и более биологических повторностях.

Статистическая обработка данных
Анализ экспериментальных данных проводили с ис-

пользованием программного обеспечения SigmaPlot 12.0 
(Systat Software Inc., США). Для оценки статистической 
значимости различий значений применяли t-критерий 
Стьюдента (при нормальном распределении) или кри-
терий Манна–Уитни (для малых выборок и/или когда 
распределение отличается от нормального). Результаты 
представлены в виде среднего значения ± стандартное 
отклонение (M±SD) или как медиана с интерквартильным 
размахом. Статистически значимыми считались различия 
при p <0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для получения линий ЭСК с нокаутом гена Psme1 

(Psme1KO), кодирующего α-субъединицу регулятора 
протеасомы PA28αβ, использовали систему геномного 
редактирования CRISPR/Cas9. Плазмидную конструк-
цию, содержащую систему CRISPR/Cas9 и флуоресцент-
ный маркёр GFP, ввели в ЭСК методом трансфекции. 
Клетки, экспрессирующие конструкцию, были отобраны 
с помощью клеточного сортера. В  результате было по-
лучено не менее 20  отдельных линий клеток, которые 
затем подвергались верификации нокаута. На первом 
этапе верификации полученные клоны анализировали 
методом иммуноблоттинга на предмет наличия целе-
вого белка — PA28α. Следующему этапу верификации 
нокаута гена Psme1 в ЭСК подвергались лишь те клоны, 
в которых не обнаруживался белок PA28α. При помощи 
секвенирования мы отобрали клоны Psme1KO, которые 
несли мутации, приводящие к сдвигу рамки считывания 
и, как следствие, отсутствию функционального продукта, 
транскрибируемого с гена Psme1. Результаты секвениро-
вания представлены на рис. 1, a. Третий и заключитель-
ный этап верификации применимости отобранных линий 
Psme1KO для дальнейших исследований состоял в про-
верке целостности участков генома, выступающих в каче-
стве возможных мест нецелевого связывания направляю-
щей РНК (off-target). Мы проанализировали пять off-target 
сайтов геномной ДНК, которые с наибольшей вероятно-
стью могут выступать в качестве нецелевых мишеней 
для выбранной направляющей РНК, предсказанных с по-
мощью онлайн-инструмента Benchling. Секвенирование 
off-target участков двух отобранных клонов Psme1KO 
подтвердило отсутствие каких-либо изменений в пяти 
наиболее вероятных off-target сайтах. Однако у третьего 
клона Psme1KO (см. рис. 1, a) были выявлены нарушения 

целостности генома в двух из пяти анализируемых off-
target сайтов. Поэтому в дальнейших экспериментах ис-
пользовали только две линии Psme1KO (рис. 1, b, c).

С помощью ПЦР с обратной транскрипцией в реальном 
времени мы проверили экспрессию генов ключевых фак-
торов плюрипотентности, таких как Nanog и Oct4. Мы вы-
явили снижение уровня экспрессии этих факторов в за-
висимости от уровня экспрессии гена Psme1 (рис.  2,  a). 
Однако результаты иммуноблоттинга не подтвердили за-
метного влияния потери белка PA28α на содержание фак-
торов Nanog и Oct4 (рис. 2, b). Для проверки сохранения 
плюрипотентности клеточных линий ЭСК мыши с нокаутом 
гена Psme1 был проведён тест на образование тератом. 
Клетки двух линий Psme1KO и трёх контрольных линий 
(Scr) в двух повторностях для каждой трансплантировали 
мышам Balb/c nude. Через три недели тератомы извлека-
ли, фиксировали и изготавливали гистологические пре-
параты для последующего морфологического анализа. 
Гистологический анализ показал, что как контрольные, 
так и Psme1KO-клетки способны дифференцироваться 
in vivo в производные эктодермы, мезодермы и энтодер-
мы (рис. 2, c).

Следующей задачей было проверить влияние нока-
ута гена Psme1 на пролиферативный статус ЭСК мыши. 
Общее число клеток и доля погибших за сутки опреде-
лялись по окрашиванию пропидием йодидом. В качестве 
контрольной группы выступали клеточные линии ЭСК 
мыши (Scr). Полученные данные проточной цитометрии 
демонстрируют существенное снижение скорости проли-
ферации клеток Psme1KO при сопоставимом уровне кле-
точной гибели у контрольных линий (рис. 3, a). 

Известно, что АФК играют важную роль в проли-
ферации стволовых клеток [16]. Кроме того, показано, 
что нокдаун Psme1 приводил к увеличению уровней АФК 
в клетках ЭСК мыши на ранних стадиях дифференци-
ровки [11]. Исходя из предположения, что протеасомы 
в комплексе с регулятором PA28αβ важны для адапта-
ции клетки к окислительному стрессу, мы оценили уровни 
АФК в Psme1KO и контрольных ЭСК мыши методом про-
точной цитофлуориметрии с использованием красителя 
H2DCFDA. Полученные данные не выявили увеличения 
продукции АФК в ЭСК с нокаутом гена Psme1 (рис. 3, b). 

Согласно литературным данным, 20S-протеасомы 
в комплексе с регулятором PA28αβ осуществляют убик-
витин-независимый протеолиз и активно вовлечены 
в деградацию повреждённых окислением белков [17, 
18], поэтому следствием нокаута гена Psme1 может стать 
снижение удельной протеасомной активности в ЭСК 
и в результате — понижение их пролиферативного по-
тенциала [19]. Пептидазную активность протеасом в ци-
тозольных экстрактах определяли in vitro по гидролизу 
флуорогенного субстрата Suc-LLVY-AMC, специфично-
го для химотрипсин-подобной активности. Учитывая, 
что стабильность комплексов 20S-протеасомы с регу-
ляторами зависит от условий лизиса клеток, ранее был 
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разработан подход, который позволял отдельно анали-
зировать пептидазную активность разных протеасомных 
комплексов: 26S и PA28-20S [15]. На первом этапе под-
хода используются разные условия приготовления цито-
зольных экстрактов, при которых стабильнее сохраняется 
взаимодействие 20S-протеасомы или с регулятором 19S, 
или с PA28αβ. Далее эффективность гидролиза субстра-
та анализируется для каждого протеасомного комплекса 

отдельно: 26S-, 20S-протеасом или комплекса PA28-20S. 
Нокаут гена Psme1 ожидаемо привёл к значительному 
снижению активности протеасомных комплексов PA28-
20S (рис.  3,  c), при этом эффективность гидролиза 26S- 
и 20S-протеасомами значимо не отличалась в контроль-
ных и Psme1KO-клетках. 

Мы наблюдали тенденцию к снижению активно-
сти 26S-протеасом (см.  рис.  3,  c), что можно объяснить 

Рис. 1. Подтверждение нокаута гена Psme1 в эмбриональных стволовых клетках мыши: a — результаты секвенирования трёх линий эмбрио-
нальных стволовых клеток мыши дикого типа (WT) и с нокаутом гена Psme1 (KO4, KO19, KO25). Индел-мутации выделены красными прямоуголь-
никами, del — делеция, in — инсерция; b — анализ экспрессии гена Psme1 в клетках с нокаутом гена Psme1 (KO) относительно контрольных 
линий (Scr). Данные приведены как медиана с интерквартильным размахом (n=3); ** p  <0,01; c — оценка содержания белка PA28α методом 
иммуноблоттинга в клеточных экстрактах, полученных из Psme1KO и контрольных линий (Scr 1–2). β-актин использован как контроль нагрузки 
белка. Молекулярные массы белков-маркёров (в килодальтонах, кДа) указаны справа.
Fig. 1. Confirmation of Psme1 knockout in mouse embryonic stem cells: a, sequencing of three wild-type (WT) and Psme1 knockout (KO4, KO19, KO25) 
mouse embryonic stem cell lines. Indel mutations are indicated by red rectangles; del, deletion; in, insertion; b, Psme1 expression in Psme1 knockout 
(KO) cells compared to the control lines (Scr). The data are presented as medians and interquartile ranges (n = 3); **, p < 0.01; c, western blotting of 
Psme1 KO and control (Scr 1–2) cell extracts for the determination of PA28α. β-actin was used as a protein load control. The molecular weights of the 
marker proteins (kDa) are shown on the right.
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как вкладом гибридных протеасом 19S-20S-PA28 в кон-
трольных клетках, так и снижением экспрессии протеасом 
в клетках Psme1KO. В  связи с этим следующим этапом 
стало определение уровня экспрессии генов субъединиц 

протеасом методом количественной ПЦР. Интересно, 
что тенденция к снижению экспрессии генов, кодирующих 
маркёры плюрипотентности, сохранилась и для генов про-
теасом: как структурных субъединиц Rpt5 (19S-регулятор) 

Рис. 2. Нокаут гена Psme1 в эмбриональных стволовых клетках мыши не влияет на экспрессию маркёров плюрипотентности и дифференцировку 
in vivo: a — анализ экспрессии маркёров плюрипотентности Pou5f1 (Oct4) и Nanog в клетках с нокаутом гена Psme1 (KO) относительно кон-
трольных линий (Scr). Данные приведены как медиана с интерквартильным размахом (n=3); н. д. — статистически недостоверно; * p <0,05; b — 
иммуноблоттинг клеточных экстрактов, полученных из эмбриональных стволовых клеток Psme1KO (KO4, KO19) и контрольных линий (Scr 1–2). 
В качестве контроля загрузки использованы β-актин и α-тубулин. Молекулярные массы белков-маркёров (в килодальтонах, кДа) указаны справа; 
c — репрезентативные изображения гистологического анализа тератом, сформированных эмбриональными стволовыми клетками с нокаутом 
гена Psme1. Во всех тератомах выявлены ткани, происходящие из трёх зародышевых листков: энтодерма (секреторный эпителий), мезодерма 
(мышечные волокна) и эктодерма (кератиновая жемчужина). Окрашивание гематоксилином и эозином. Бар 100 мкм.
Fig. 2. The Psme1 knockout in mouse embryonic stem cells does not affect the expression of pluripotency markers and differentiation in vivo: a, expres-
sion of the pluripotency markers Pou5f1 (Oct4) and Nanog in Psme1 (KO) knockout and control (Scr) cell lines. The data are presented as medians and 
interquartile ranges (n = 3); н. д., not statistically significant; *, p < 0.05; b, western blotting of Psme1 KO (KO4, KO19) and control (Scr 1–2) cell extracts. 
β-actin and α-tubulin were used as load controls. The molecular weights of the marker proteins (kDa) are shown on the right; c, representative histology 
of teratomas formed by Psme1 knockout embryonic stem cells. All teratomas contain tissues originating from three germ layers, i.e., endoderm (secretory 
epithelium), mesoderm (muscle fibers), and ectoderm (keratin pearl). Hematoxylin and eosin staining. Scale bar = 100 μm.
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и α3 (20S-протеасома), так и каталитической β5 (рис. 4, a). 
Однако на уровне белка мы не выявили значимых раз-
личий в Psme1KO-клетках по сравнению с контрольными 
(рис. 4, b). 

ОБСУЖДЕНИЕ
Одним из важных объектов исследований в современ-

ной биомедицине являются плюрипотентные стволовые 
клетки, что обусловлено широкими возможностями их 

применения в клеточной терапии, а также при моделиро-
вании заболеваний человека и поиске эффективных те-
рапевтических средств in vitro. Понимание молекулярных 
механизмов, задействованных в поддержании клеточной 
плюрипотентности и обусловливающих приверженность 
к определённому пути дифференцировки, позволяет 
управлять этими процессами, минимизируя возмож-
ность появления осложнений при использовании плюри-
потентных стволовых клеток в биомедицине. Известно, 
что сохранение протеостаза является одним из ключевых 

Рис. 3. Инактивация гена Psme1 вызывает снижение пролиферативных характеристик эмбриональных стволовых клеток мыши, уменьшая пеп-
тидазную активность протеасом, но не влияя на уровни продукции активных форм кислорода (АФК); a — оценка пролиферативного потенциала 
линий Psme1KO в сравнении с контрольными клетками (Scr). Анализ клеточной гибели проводили с использованием окрашивания пропидием 
йодидом; b — оценка уровня продукции АФК с помощью окрашивания клеток красителем H2DCFDA; c — сравнение химотрипсин-подобной 
активности 20S-, 26S-протеасом и 20S-PA28 протеасомных комплексов в цитозольных экстрактах, полученных из эмбриональных стволовых 
клеток Psme1KO и контрольных линий (Scr). Активность протеасом оценивали по уровню флуоресценции 7-амино-4-метилкумарина (AMC). Данные 
приведены как среднее ± стандартное отклонение (n=3); н. д. — статистически недостоверно; *** p <0,0001.
Fig. 3. Psme1 knockout causes a decrease in the proliferative properties of mouse embryonic stem cells, reducing the peptidase activity of proteasomes, 
but without affecting the production of reactive oxygen species; a, proliferative potential of Psme1 KO and control (Scr) cell lines. Cell death was assayed 
using propidium iodide staining; b, reactive oxygen species production by H2DCFDA staining; c, chymotrypsin-like activity of 20S-, 26S-proteasomes and 
20S-PA28 proteasome complexes in cytosolic extracts of Psme1 KO and control (Scr) embryonic stem cell lines. The proteasome activity was evaluated by 
7-amino-4-methylcoumarin fluorescence. The data are presented as means ± standard deviations (n = 3); н. д., not statistically significant; ***, p < 0.0001. 
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факторов в поддержании плюрипотентности и в опреде-
лении дальнейшей судьбы плюрипотентных стволовых 
клеток. Всё больше данных свидетельствуют, что УПС 
играет важную роль как в плюрипотентности, так и в вы-
ходе из неё в процессе дифференцировки [20]. 

В работе с использованием технологии CRISPR/Cas9 
создана клеточная модель ЭСК мыши с нокаутом гена 
Psme1, кодирующего α-субъединицу регулятора про-
теасомы PA28αβ. У  полученных линий ЭСК не наблюда-
лось заметных изменений в экспрессии ключевых мар-
кёров плюрипотентности Oct4 и Nanog по сравнению 

с контрольными линиями и была сохранена способность 
дифференцироваться в составе тератом в производные 
трёх зародышевых листков, что подтверждает сохра-
нение плюрипотентных свойств этих клеток. Отсутствие 
экспрессии гена Psme1 в ЭСК не вызывало также из-
менений в уровне белков тестируемых нами субъеди-
ниц 20S-протеасомы: как структурной α7, так и трёх 
каталитических β1, β2 и β5, а также двух субъединиц 
19S-регулятора: Rpn1 и Rpt2.

Полученные линии ЭСК с нокаутом гена Psme1 проде-
монстрировали нарушения в скорости роста. Из литературы 

Рис. 4. Анализ экспрессии субъединиц протеасом в в клетках с нокаутом гена Psme1 (KO) эмбриональных стволовых клеток мыши: a — анализ 
экспрессии субъединиц 20S-протеасомы (α3 и β5), 19S-регулятора (Rpt5) и β-субъединицы PA28αβ-регулятора в клетках Psme1KO относительно 
контрольных линий (Scr). Данные приведены как медиана с интерквартильным размахом (n=3); н. д. — статистически недостоверно; * p <0,05; 
** p <0,01; b — оценка уровней субъединиц 20S-протеасомы (α7, β1, β2 и β5) и 19S-регулятора (Rpn1 и Rpt2) с помощью иммуноблоттинга кле-
точных экстрактов, полученных из эмбриональных стволовых клеток Psme1KO (KO4, KO19) и контрольных линий (Scr 1–2). В качестве контроля 
загрузки использованы β-актин и α-тубулин. Молекулярные массы белков-маркёров (в килодальтонах, кДа) указаны справа.
Fig. 4. Expression of proteasome subunits in Psme1 (KO) knockout mouse embryonic stem cells: a, expression of the 20S proteasome subunits (α3 
and β5), 19S regulator (Rpt5), and β-subunit of the PA28αβ regulator in Psme1 KO and control (Scr) cell lines. The data are presented as medians and 
interquartile ranges (n = 3); н. д., not statistically significant; *, p < 0.05; **, p < 0.01; b, western blotting of Psme1 KO (KO4, KO19) and control (Scr 1–2) 
cell extracts to determine 20S proteasome subunits (α7, β1, β2, and β5) and 19S regulator (Rpn1, and Rpt2). β-actin and α-tubulin were used as load 
controls. The molecular weights of the marker proteins (kDa) are shown on the right. 
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известна связь между уровнями АФК и пролиферацией, 
причем данная связь является сложной и может быть 
двухфазной [21]. Это означает, что низкие уровни АФК 
могут стимулировать пролиферацию, в то время как вы-
сокие — ингибировать. На примере раковых клеток по-
казано, что накопление АФК может нарушать способность 
клеток синтезировать нуклеотиды и аденозинтрифосфат, 
необходимые для деления клеток [22]. Сообщалось так-
же, что накопление АФК ингибирует гликолиз, вызывая 
энергетический кризис [23]. Известно, что в условиях 
окислительного стресса происходит активация регуля-
тора PA28αβ. Показана его важная роль в деградации 
повреждённых в результате окисления белков [9]. Кроме 
того, нокдаун гена Psme1 в клетках ЭСК мыши вызывал 
некоторое увеличение уровней АФК в ранней дифферен-
цировке [11]. Однако мы не наблюдали повышения уровня 
АФК в ЭСК с нокаутом гена Psme1. 

Известно, что сниженная пролиферация клеток мо-
жет быть связана с пониженной активностью протеасом 
[24], поскольку дефекты в системе деградации белков 
ведут к их накоплению, дестабилизируя клеточный цикл 
и препятствуя дальнейшему делению. Мы проверили 
активность различных субпопуляций протеасомных ком-
плексов и ожидаемо обнаружили значительное сниже-
ние активности протеасом формата 20S-PA28. Поскольку 
активность ни свободных 20S-протеасом, ни комплексов 
26S не была нарушена в ЭСК с нокаутом гена Psme1, это 
не вызывало нарушений в регуляции ключевых факторов 
плюрипотентности, таких как Oct4, Sox2, Nanog и c-Myc, 
что, как следствие, не нарушало самообновление ЭСК 
и способность к дифференцировке. Тем не менее, для ре-
гулятора PA28αβ показана роль в деградации неправиль-
но свёрнутых и окисленных белков, а также в удалении 
белковых агрегатов в клетке [9, 25–27]. Возможно, 
что дефицит этого регулятора в ЭСК приводит к накопле-
нию белковых агрегатов в таких клетках, что в конечном 
итоге обусловливает снижение пролиферативной актив-
ности нокаутных линий клеток. 

Полученные данные позволяют предположить важ-
ную роль регулятора PA28αβ в поддержании гомео-
стаза стволовых клеток. Дальнейшее исследование 
влияния дефицита PA28αβ на гомеостаз ЭСК мыши в ус-
ловиях клеточного стресса будет иметь большое значение 
для понимания его роли в поддержании плюрипотентно-
сти и процессе дифференцировки. Эти знания могут стать 
основой для разработки новых подходов в регенератив-
ной медицине, а также для создания более эффективных 
терапевтических стратегий, направленных на восстанов-
ление повреждённых тканей и органов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Настоящая работа демонстрирует, что отсутствие 

белка PA28α в ЭСК мыши не оказывает влияния на их 
способность поддерживать плюрипотентное состояние 

in vitro и дифференцироваться in vivo. Однако наруше-
ние работы регулятора PA28αβ, вызванное нокаутом гена 
Psme1, приводит к снижению пролиферации ЭСК, не ока-
зывая влияния на продукцию АФК. Результаты данной 
работы позволяют предположить, что одной из причин 
снижения пролиферации стало общее снижение актив-
ности протеасом в ЭСК мыши с нокаутом гена Psme1. 
Дальнейшие исследования позволят более подробно 
изучить роль PA28αβ в поддержании плюрипотентности 
ЭСК и их дифференцировке, а также определить влияние 
этого регулятора на процессы эмбрионального развития 
в условиях стресса.
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