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Список сокращений 

 

GFP- зеленый флуоресцирующий белок (green fluorescent protein) 

RFP- красный флуоресцирующий белок (red fluorescent protein) 

AT – антитела 

ГуГх(GuHCl) – гидрохлорид гуанидина 

Рис. – рисунок 

ПААГ- полиакриламидный гель 

ДСН-додецил сульфат натрия 

SDD-AGE - агарозный форез в полуденатурирующих условиях (semi-denaturating detergen 

agarose gel electrophoresis)  

PrPС- нормальная форма белка PrP 

PrPSc-патологическая форма белка PrP 

ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота 

nQX (например 120QY) – белок, имеющий N-концевой  полиглутаминовый домен со вставками 

аминокислотных остатков X, приводящихся в однобуквенном коде. Число n, стоящее перед QX 

обозначает число остатков в этом домене. 

PMSF – фенилметилсульфонил фторид, ингибитор сериновых протеаз 

TAE – буфер трис-ацетат-ЭДТА 

TBS – трис-солевой буфер 

Гал – галактоза 

Глю – глюкоза 

Htt103Q – белковый продукт первого экзона гена гентингтина с полиглутаминовой областью, 

имеющей длину 103 аминокислотных остатка 

Htt25Q - белковый продукт первого экзона гена гентингтина с полиглутаминовой областью, 

имеющей длину 25 аминокислотных остатков 
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Введение 

Актуальность проблемы 

В данной диссертационной работе рассмотрены патологические процессы, связанные с 

образованием амилоидов некоторыми клеточными и рекомбинантными глутамин-богатыми 

белками, в норме существующими в растворимой форме и имеющими неструктурированные 

домены.  

Амилоиды – агрегаты с регулярной структурой, образованной за счет возникновения 

межмолекулярных β-слоев. Они обладают повышенной устойчивостью к физическим и 

химическим воздействиям. Амилоиды устойчивы к протеолизу, поэтому могут накапливаться 

внутри и вне клеток, что может приводить к развитию заболеваний, называемых амилоидозами.  

Амилоидозы широко распространены и вероятность их возникновения увеличивается с 

возрастом. Эти болезни поражают различные типы тканей и в настоящее время являются 

неизлечимыми. К ним относятся болезни Альцгеймера, Паркинсона, Гентингтона, 

Крейцфельдта-Якоба, куру, амиотрофический латеральный склероз и другие.  

Амилоиды могут быть образованы самыми разнообразными, структурно различающимися 

белками, однако целый класс амилоидных заболеваний связан с агрегацией белков с 

полиглутаминовыми доменами. Среди этих заболеваний наиболее изучена болезнь Гентингтона 

– нейродегенеративное заболевание, которое сопровождается агрегацией белка гентингтина. 

Гентингтин содержит полиглутаминовый участок, длина которого может варьировать. При 

этом, чем длиннее этот участок, тем раньше начинается болезнь и тем тяжелее она протекает.  

Для изучения молекулярных основ болезни Гентингтона используют целый ряд 

модельных организмов, в том числе дрожжи Saccharomyces сerevisiae. 

Дрожжи Saccharomyces сerevisiae являются удобным организмом для изучения 

амилоидозов, поскольку клетки дрожжей быстро делятся, просты для культивирования и 

удобны для молекулярно-генетических манипуляций. Кроме того, ряд  амилоидогенных белков 

дрожжей имеет неструктурированные домены, обогащенные аспарагином и глутамином, 

напоминающие глутамин-богатые амилоидообразующие домены некоторых патологических 

амилоидогенных белков млекопитающих. 

В работах по моделированию болезни Гентингтона в дрожжевых клетках, 

продуцирующих белковый продукт первого экзона гена гентингтина, показано, что 

токсический эффект этого белка также, как и в клетках млекопитающих, зависит от длины его 

глутаминового домена. Данный участок у мутантного гентингтина содержит 103 остатка 

глутамина (Htt103Q), при этом мутантный белок агрегирует и вызывает цитотоксический 
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эффект, тогда как гентингтин дикого типа, содержащий 25 остатков глутамина (Htt25Q), в 

норме не агрегирует и не токсичен для клеток дрожжей. 

Образование амилоидов является первопричиной патологии при амилоидозах, но 

механизмы развития патологии могут различаться. Переход белков в амилоидную форму 

обычно нарушает их функцию. Кроме того, различные  функциональные белки клетки могут 

включаться в эти амилоидные агрегаты, приобретая амилоидную конформацию и внося вклад в 

цитотоксический эффект. 

Как правило, при болезни Гентингтона одна из аллелей гентингтина не является 

мутантной. В настоящее время нет ясных представлений о том, какую роль в патогенезе 

болезни Гентингтона играет эта аллель. Имеются данные о том, что немутантный гентингтин 

может включаться в агрегаты мутантного гентингтина [1], однако какой вклад в токсический 

эффект вносит эта агрегация - неизвестно. Неизвестно также, может ли нормальный гентингтин 

агрегировать и вызывать токсичность в отсутствие агрегатов мутантного гентингтина, но в 

присутствии других амилоидов. Помимо “внутренних” взаимодействий между разными 

вариантами белковых продуктов одного гена, можно предположить, что существуют 

взаимодействия между белками, агрегация которых сопряжена с разными амилоидными 

заболеваниями. Возможность такого рода физических взаимодействий между белками уже 

показана, однако роль таких взаимодействий в токсичности тех или иных амилоидов не ясна.  

В данной диссертационной работе мы попытались изучить некоторые неясные аспекты в 

механизмах токсичности, которая возникает вследствие агрегации полиглутаминовых и 

глутамин-богатых белков; установить принципиальную возможность наличия сложных схем 

взаимодействия между амилоидогенными белками, которые приводили бы к передаче 

амилоидной конформации от одних белков другим; установить роль немутантных аллей в 

патогенезе наследственных нейродегенеративных амилоидозов на примере болезни 

Гентингтона. 
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Цель исследования 

Целью данной работы явилось изучение способности нормального гентингтина человека 

- белка 25Q-GFP к переходу в амилоидное состояние и его токсичности для клеток дрожжей, а 

также сравнение механизмов токсичности мутантного гентингтина человека, белка 103Q у 

двух разных штаммов дрожжей BY4742 и 74D-694. 

 

Для достижения этих целей были поставлены следующие задачи: 

 

1. Выяснить, будет ли сверхпродукция белка Htt25Q-GFP в присутствии амилоидов других 

белков токсична для клеток дрожжей. Выявить амилоидогенные белки, которые при 

совместной продукции с белком 25Q-GFP  ингибируют рост клеток дрожжей. 

2. Установить, может ли белок Htt25Q-GFP переходить в амилоидное состояние в присутствии 

амилоидов других белков. 

3. Изучить механизм токсического эффекта, связанного с продукцией белка 25Q-GFP. 

4. Выяснить, связан ли механизм токсического эффекта мутантного гентигтина человека 103Q 

в штамме BY4742 с уменьшением количества растворимых белков Sup35 и Sup45. 

5. Изучить влияние делеции гена DEF1 на токсичность 103Q в штамме 74D-694. 

 

Научная новизна и практическая значимость 

 

В данной диссертационной работе впервые показано, что белок Htt25Q-GFP может быть 

токсичен для дрожжевых клеток как в агрегированной, так и в растворимой форме. Был 

выяснен механизм, лежащий в основе токсичности, связанной с агрегацией белка Htt25Q-GFP. 

Показано, что ключевую роль в токсичности Htt25Q-GFP играет уменьшение количества 

растворимой формы жизненно важного белка Sup35 в результате его полимеризации, а также 

снижение уровня белка Sup45 в результате его включения в амилоидные агрегаты, 

образованные белком Sup35. Также впервые обнаружен “эффект посредника” в передаче 

амилоидной конформации от одних амилоидов другим. Показан эффект асимметрии в 

передаче амилоидной конформации. Продемонстрировано, что в основе токсичности 

мутантного гентингтина могут лежать механизмы, различающиеся для разных дрожжевых 

штаммов. 

Результаты, полученные в данной диссертационной работе, могут быть использованы для 

более детального понимания механизмов патогенеза полиглутаминовых заболеваний, что 

может способствовать разработке более совершенных методов диагностики этих заболеваний, 

а также выявлению новых факторов, влияющих на развитие этих заболеваний. 
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Основные положения диссеритации, выносимые на защиту 

1. Непатогенная форма гентингтина человека (белок-Htt25Q-GFP) в присутствии амилоидов 

других белков может образовывать амилоидные полимеры в клетках дрожжей и вызывать 

токсичность. 

2. Токсичность амилоидных полимеров белка Htt25Q-GFP для клеток дрожжей в штамме 74D-

694 связана с инактивацией жизненно-важных факторов терминации трансляции Sup35 и 

Sup45.  

3. Амилоиды белка Htt25Q-GFP являются посредником в передаче амилоидной конформации. 

4. Амилоиды белка Htt25Q-GFP индуцируют переход белка Sup35 в амилоидное состояние, 

однако прионные амилоиды белка Sup35 не индуцируют амилоидную полимеризацию 

белка Htt25Q-GFP (эффект асимметрии амилоидной полимеризации). 

5. Токсический эффект мутантного гентигтина человека Htt103Q в штамме BY4742, в отличие 

от штамма 74-D694, не связан с уменьшением количества растворимых белков Sup35 и 

Sup45. 

6. Делеция гена DEF1 в штамме 74-D694, в отличие от штамма BY4742, не снимает 

токсический эффект, связанный со сверхпродукцией белка Htt103Q. Делеция гена DEF1 

ингибирует рост клеток дрожжей штамма 74-D694, но не BY4742. 

Личный вклад диссертанта 

 

Диссертантом выполнена вся экспериментальная часть диссертационной работы, а также 

анализ и подготовка данных для публикации в научных журналах. 

 

Методы исследования 

 

В диссертации использованы классические биохимические методы работы с белками, 

микробиологические методы работы с бактериальными и дрожжевыми клетками, молекулярно-

генетические методы, а также метод флуоресцентной корреляционной спектроскопии. 
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Степень достоверности и апробация работы 

Для решения поставленных задач использовались классические и современные 

биохимические, микробиологические и молекулярно генетические методы. Материалы, 

изложенные в диссертации, опубликованы в зарубежных рецензируемых журналах: Plos One, 

Scientific Reports, Prion, FEMS Yeast Research. Основные результаты работы представлены на 

следующих отечественных и международных конференциях: Конференции “Ломоносов” 

(Москва, Россия, 2013), Съезде Федерации Европейских Биохимических сообществ FEBS 
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Глава 1. Обзор литературы 

1.1.Амилоиды 

Амилоиды - это фибриллярные белковые агрегаты, состоящие из белков, которые в норме 

растворимы. Амилоидогенные белки в растворимой форме обычно имеют 

слабоструктурированные или нестабильные участки и приобретение белком амилоидной 

конформации энергетически выгодно [2]. В результате автокаталитической нековалентной 

полимеризации молекулы амилоидогенного белка образуют иную структуру, обладающую  

высокой прочностью. Прочность этой структуры  обусловлена образованием межмолекулярных 

β-слоев. В амилоидной фибрилле β-тяжи, формирующие β-слой,  располагаются 

перпендикулярно оси фибриллы, а водородные связи, соединяющие молекулы белка, 

параллельно ее оси [3]. Такая организация амилоидной фибриллы носит название кросс-β-

структуры (Рис. 1). Амилоиды имеют ряд уникальных свойств, которые отличают их от других 

белковых агрегатов: они имеют повышенную устойчивость к действию протеаз и детергентов, в 

частности к обработке ДСН и саркозилом. Кроме того, отличительной особенностью 

амилоидных фибрилл является их способность связывать специфические красители. Например, 

они связываются с красителями Конго красным и тиофлавином Т [4]. Тиофлавин связывается с 

амилоидами более специфично, чем Конго красный, поскольку последний  также может 

связывать  белки, не находящиеся в амилоидной  форме, например, цитратсинтазу, 

вариабельный домен легкой цепи иммуноглобулина, инсулин и ряд других [4, 5]. Несмотря на 

сходство формы, амилоидные фибриллы отличаются от актиновых филаментов и 

микротрубочек способностью к самопроизвольной полимеризации, то есть без участия молекул 

АТФ и ГТФ, как в живой клетке, так и in vitro. 
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Рисунок 1. Различные варианты амилоидной структуры. (А) Het-S Podospora anserina, 

мономеры уложены в β-спираль [6], (Б) Aβ(1-40) человека [7], (В) Ure 2 дрожжей, 

предполагаемая суперскладчатая β-структура [8]. 

 

Амилоиды были выявлены, как причина группы болезней человека, но также они могут 

быть неотъемлемой составляющей некоторых важных биологических механизмов. “Полезные” 

амилоиды обнаружены у широкого круга организмов - от бактерий до млекопитающих.   

Так, например, белки гидрофобины (SC3 и др.) - небольшие гидрофобные белки 

базидиального гриба Schizophyllum commune образуют функциональные амилоиды, которые 

позволяют гифам гриба уменьшать поверхностное натяжение воды. Молекулы гидрофобина 

SC3 секретируются гифами Schizophyllum commune в водную среду и располагаются на границе 

раздела водной и воздушной фаз, где происходит объединение нескольких молекул белка с 

образованием амилоидной структуры. Это приводит к существенному снижению 

поверхностного натяжения поверхности воды, что позволяет гифам гриба преодолевать 

границу раздела фаз для формирования репродуктивных структур (находящихся в воздушной 

среде) [9].  

Белки чаплины ChpA, ChpB и другие выполняют сходную функцию у актинобактерий 

Streptomyces coelicolor.  Чаплины располагаются на поверхности спор и воздушных гиф S. 

coelicolor и образуют фибриллы, обогащенные β-слоями. Это придает  гифам гидрофобные 

свойства, позволяя преодолевать границу раздела фаз, а также предотвращая склеивание гиф в 

воздушной среде [10, 11]. 

Другим примером жизненно важной функции амилоидов могут служить функциональные 

амилоиды хориона шелкопряда. Хорион - главный компонент оболочки яйца, защищающий 
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ооцит и формирующийся зародыш от неблагоприятных условий окружающей среды. На 95%  

своей сухой массы хорион состоит из белков, и некоторые из них, принадлежащие к A-классу 

белков хориона (сA белок), образуют амилоидную структуру [12].  

Другим примером функциональных амилоидов может служить семейство РНК-

связывающих белков, которые участвуют в процессах регуляции памяти.  Первый из этих 

белков - ApCPEB (CPEB), глутамин/аспарагин-богатый белок, принимающий участие в 

формировании долговременной памяти у моллюска Aplysia californica. В основе 

долговременной памяти лежит синаптическая пластичность - способность синапсов к 

функциональным и морфологическим перестройкам, что в свою очередь обусловлено 

активацией трансляции ряда мРНК. Белок CPEB является трансляционным регулятором, 

стимулирующим полиаденилирование цитоплазматических мРНК, что активирует их 

трансляцию. При гетерологичной экспрессии данного белка в дрожжах S. cerevisiae было 

продемонстрировано, что именно агрегированная форма этого белка участвует в активации 

трансляции мРНК [13]. 

Другой представитель семейства белков CPEB, белок Orb2 организма Drosophila 

melanogaster, образует амилоидо-подобные олигомеры, которые располагаются в области 

синаптической мембраны. Было продемонстрировано, что точечные мутации в амилоидогенном 

домене белка Orb2, снижающие олигомеризацию Orb2, ухудшали долговременную память у 

Drosophila melanogaster. Делеция гена CPEB-1 у мышей также приводила к аналогичному 

эффекту [14]. Образование амилоидов также может служить причиной патологии, вызывая 

амилоидные, или конформационные заболевания человека и животных. Известно около 50 

таких заболеваний: болезни Альцгеймера, Паркинсона, Гентингтона, Крейцфельдта-Якоба, и 

др. 

Существует ряд признаков, по которым можно классифицировать амилоидные болезни. 

Выделяют системные (поражается несколько тканей и органов) и локализованные 

(органоспецифические) амилоидные болезни, первичные (накопление амилоидов приводит к 

заболеванию) и вторичные (возникновение амилоидов связано с другим заболеванием) 

амилоидозы, неинфекционные и инфекционные, или прионные амилоидозы. 

1.2. Прионы. Прионные болезни 

Согласно классическому определению, данному Стенли Прузинером в 1982 году, прионы 

это - инфекционные агенты, состоящие исключительно из белка (англ. prion – proteinaceous 

infectious particle). Прионы можно определить и как самовоспроизводящиеся белковые 

изоформы, способные, подобно нуклеиновым кислотам, “кодировать” информацию, которая 
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заключена в пространственной структуре белка. Прионы являются причиной ряда неизлечимых 

нейродегенеративных заболеваний человека и животных. 

Прионные заболевания, также известные как инфекционные спонгиформные 

энцефалопатии, относятся к конформационным заболеваниям и связаны с неправильным 

сворачиванием белка PrPС и переходом его в амилоидную инфекционную форму PrPSс. Они 

могут возникать спонтанно или в результате инфекции [15]. К прионным болезням относятся 

бычья губчатая энцефалопатия, или коровье бешенство, скрэйпи овец, болезни Крейцфельдта-

Якоба и Герстмана-Штраусслера-Шейнкера, семейная фатальная бессонница и куру. В отличие 

от остальных инфекционных заболеваний, вызываемых вирусами и патогенными 

микроорганизмами, причиной прионных болезней является попадание в организм или 

спонтанное возникновение в организме особой прионной формы белка PrP. Таким образом, 

инфекционный агент, вызывающий прионное заболевание, не содержит нуклеиновой кислоты и 

состоит исключительно из белка. Вследствие этого, прионы отличаются повышенной 

устойчивостью к инактивирующим воздействиям, таким как автоклавирование (121ºС, 20 мин) 

и обработка ультрафиолетовым излучением, а также обработка формальдегидом. Обработка 

70% этанолом, эффективным против бактерий и вирусов, также не оказывает 

дезинфицирующего воздействия на прионы. Для инактивации прионных частиц разработано 

несколько методов: автоклавирование в жестких условиях, обработка щелочью (1 Н NaOH, 

20oC, 1 час), ДСН (30%, 100oС, 10 мин), или гипохлоридом натрия (2%, 20˚C, 1 мин) [16]. 

Ортологи гена PRNP белка PrP обнаружены у большого числа видов животных [15].  PrPС 

- это гликозилированный белок, состоящий из 209 аминокислотных остатков. После синтеза в 

цитоплазме PrP транспортируется к плазматической мембране клетки через ЭПР и комплекс 

Гольджи. В нервных клетках белок PrP сконцентрирован в участках плазматической мембраны, 

обогащенных липидами (кавеолино-подобные домены), встраиваясь в плазматическую 

мембрану с помощью гликозилфосфатидилинозитольного якоря. Однако некоторая часть белка 

выходит во внеклеточное пространство [15, 17, 18]. В исследованиях с использованием 

различных генетических линий мышей было продемонстрировано, что делеция PrP не 

оказывает существенного влияния на поведение и физиологические процессы [19, 20, 21]. 

Однако изучение поведения этого белка в различных экспериментальных модельных системах 

позволило выявить ряд возможных функций PrPC. Белок PrPC принимает участие в активации 

лимфоцитов [22], синаптической пластичности [23], нейропротекции [24]. 

PrPC связывает медь, и поэтому участвует в процессах метаболизма меди [25]. Вероятно, 

белок PrPC принимает участие в дифференциации и пролиферации стволовых нервных клеток 

[26], а также в процессах обновления гематопоэтических стволовых клеток [27]. 
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Причины патогенеза, связанные с конформационным переходом PrPC → PrPSc до сих пор 

не вполне ясны. В результате прионного перехода нормальной формы белка PrPC в 

патологическую PrPSc, вызванного прионной инфекцией, мутациями в гене PRNP или другими 

неизвестными причинами, происходит накопление амилоидов PrPSc в нервных клетках 

головного мозга [28]. Однако остается неясным, как именно наличие патологической формы 

PrPSc связано c нейродегенеративными процессами, такими как нейротоксичность, клеточный 

стресс и клеточная смерть. Результаты, полученные в ряде исследований, позволяют 

предполагать, что PrPSc может напрямую вызывать токсические эффекты в нервных клетках 

или опосредованно через клетки глии. В последнем случае патологическая форма белка PrP 

может запускать каскады реакций, ведущих к апоптозу нейронов [29, 30]. В то же время, утрата 

нормальной функции PrP в результате его амилоидизации может приводить к нарушению 

передачи различных сигналов [31, 32] и в итоге вызывать слабый токсический эффект, который 

вносит свой вклад в процессы патогенеза, связанные с накоплением PrPSc. 

1.3. Прионы дрожжей 

Фактор [PSI+] был обнаружен Брайаном Коксом в 1965 году.  Согласно его наблюдениям, 

[PSI+] был доминантен и имел не-менделевский тип наследования. Наличие этого фактора в 

клетке проявлялось в супрессии нонсенс мутаций [33]. 

Исследуя метаболизм азота у дрожжей, Франсуа Лакру в 1971 описал еще один не-

менделевски наследуемый детерминант [URE3].  Исследования основывались на том, что в 

присутствии ионов аммония клетки дрожжей теряют способность метаболизировать 

уреидосукцинат. Однако наличие мутаций в гене Ure2 или наличие детерминанта [URE3]  

восстанавливают эту способность [34].  

В 1994 году Рид Викнер предположил, что открытые ранее неменделевски-наследуемые 

элементы [URE3] и [PSI+], представляют собой прионные формы белков Ure2 и Sup35, 

соответственно. Эта революционная гипотеза позволила объяснить, почему фенотипы [URE3] и 

[PSI+] сходны по фенотипическому проявлению с "мутациями потери функции" в генах URE2 

или SUP35. Им были сформулированы генетические критерии, обуславливающие природу 

прионов дрожжей [URE3] и [PSI+], а именно: [URE3] и [PSI+] наследуются с цитоплазмой, 

наследование  [URE3] и [PSI+] требует наличия прионных доменов белков Ure2 и Sup35, потеря 

фенотипов [URE3] и [PSI+] обратима (прионогенный белок может самопроизвольно переходить 

в прионную форму), временная сверхпродукция белков Ure2 или Sup35 индуцирует de novo 

возникновение прионов [URE3] и [PSI+] [35]. 
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В дальнейшем было открыто еще 8 дрожжевых прионов, в частности детерминант [PIN+], 

участвующий в возникновении прионов и амилоидов других белков, о котором будет сказано 

ниже (Таблица 1) [111]. 
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Таблица 1. Прионы дрожжей и гриба Podospora anserina 

Белок 
Организм-

хозяин 

Нормальная 

функция 
Прион Прионный фенотип Ссылка 

Sup35 S. cerevisiae 
Фактор терминации 

трансляции 
[PSI+] 

Супрессия нонсенс 

мутаций 
[36] 

Rnq1 S. cerevisiae Функция неизвестна [PIN+] 

Инициация агрегации 

других 

амилоидогенных 

белков 

[37] 

Ure2 S. cerevisiae 
Репрессор 

катаболизма азота 
[URE3] 

Рост на средах с 

альтернативными 

источниками азота 

[35] 

Mot3 S. cerevisiae 
Транскрипционный 

фактор 
[MOT3+] 

Транскрипционная 

дерепрессия генов 

анаэробного 

метаболизма 

[38] 

Mod5 S. cerevisiae 
тРНК 

изопентенилизомераза 
[MOD+] 

Чувствительность к 5-

фтор урацилу, 

устойчивость к 

противогрибковым 

препаратам 

[39] 

Cyc8 S. cerevisiae 
Транскрипционный 

репрессор 
[OCT+] 

Транскрипционная 

дерепрессия многих 

генов 

[40] 

Swi1 S. cerevisiae 

Фактор 

ремоделирования 

хроматина 

[SWI+] 

Неспособность 

метаболизировать 

некоторые простые 

сахара 

[41] 

HET-S 
Podospora 

anserine 

Контроль 

несовместимости 

гетерокариона 

[HET-s] 

Программированная 

гибель несовместимых 

штаммов 

[42] 

Rnq1+ 

Swi1 
S. cerevisiae Неизвестна [NSI+] 

Трансляционная 

супрессия 
[43] 

Pma, 

Std1 
S. cerevisiae 

Pma1 – протонная 

помпа; 

Std1 – неизвестна 

[GAR+] 

Потребление 

глицерола в 

присутствии 

глюкозамина 

[44] 

[β] S. cerevisiae 
Вакуолярная 

протеиназа 
Prb1 Деградация белков [45]  
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На сегодняшний день можно предполагать два основных механизма возникновения 

фенотипов, связанных с амилоидной агрегацией белков, в частности прионогенных белков 

дрожжей. Фенотип может возникать либо в результате уменьшения исходной функции белка в 

результате его перехода в амилоидное состояние, либо в результате приобретения амилоидом 

новой функции. Большинство прионных фенотипов в дрожжевых клетках возникает в 

результате потери функции соответствующим белком.  

Такой механизм  реализуется в случаях дрожжевых прионогенных белков Ure2, Swi1, 

Cyc8, Mot3, Sfp1. Фенотипы, возникающие при переходе данных белков в амилоидное 

состояние, сходны с фенотипами, возникающими при делеции соответствующих генов. Кроме 

того, в работе Pezza на примере белка Sup35 показано, что мономерный белок, входящий в 

состав амилоидной фибриллы, способен сохранять свою нормальную функцию даже в составе 

амилоида. Таким образом, происходит лишь частичная потеря функции мономерного белка 

[46].  

Большинство прионов имеет амилоидную структуру, однако встречаются неамилоидные 

наследуемые белковые конформации. Так, например, Ярош с соавторами продемонстрировали, 

что временная сверхпродукция ряда белков приводила к появлению наследуемых фенотипов, 

многие из которых могли иметь адаптивное значение. В частности, сверхпродукция Psp1 

улучшала рост клеток в условиях низкого pH (pH 4) и осмотического стресса, сверхпродукция 

Bud2 приводила к улучшенному росту в присутствии 5% этанола. Всего было обнаружено 

около 9 белков, сверхпродукция которых увеличивала скорость роста дрожжевых клеток в 

условиях стресса и 1 белок, сверхпродукция которого вызывала цитостатический эффект. Все 

обнаруженные фенотипы наследовались с цитоплазмой, и были обусловлены прионной 

неамилодной конформацией соответствующих белков [47]. Механизм такого неамилоидного 

наследования пока неясен.  

Еще один необычный прионный детерминант [GAR+], не имеющий амилоидной 

структуры, был описан Braun с соавторами. Он представляет собой олигомерный комплекс, 

состоящий из двух белков: Std1-белка участвующего в сигналинге, связанном с присутствием 

глюкозы в среде, и белка Pma1 H+-АТФ-азы P-типа. Обнаружение [GAR+] произошло благодаря 

исследованиям Ball с соавторами [48].  

Исследования были основаны на том, что дрожжевые клетки S. cerevisiae не растут на 

среде с глицеролом в присутствии глюкозы. Если глюкоза содержится в питательной среде, 

происходит репрессия метаболических путей, необходимых для усвоения альтернативных 

источников углерода, в частности глицерола. Сходным действием обладает 

неметаболизируемый аналог глюкозы - D-(+)-глюкозамин. В присутствии последнего клетки 

теряют способность расти на среде с глицеролом.  
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Были обнаружены мутанты, у которых спонтанно возникала способность усваивать 

глицерол, из среды, содержащей глюкозамин. Braun показала, что данный фенотип имеет 

неменделевский тип наследования, не связан с митохондриальной или плазмидной ДНК и 

передается с цитоплазмой. Впоследствии было выявлено, что данный фенотип обусловлен 

наличием приона [GAR+] [44].  

Рид Викнер описал прион β, который представляет собой форму протеазы B, 

участвующую в собственной активации. Прион β является инфекционным, обратимо 

излечимым, и его возникновение de novo индуцируется при его сверхпродукции [45]. 
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1.3.1 Прионы [PSI+] и [PIN+] 

[PSI+] является наиболее исследованным дрожжевым прионом. Он возникает в результате 

перехода белка Sup35 (фактор терминации трансляции eRF3) в прионное состояние. Sup35 – 

жизненно-важный белок, принимающий участие в терминации трансляции, где он стимулирует 

гидролиз пептидил-тРНК в P-сайте рибосомы. Он имеет трехдоменную структуру, 

представленную на рисунке (Рис. 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 2. Доменная структура белка Sup35. 

 

N-концевой домен Sup35 обогащен остатками аспарагина и глутамина. Этот домен 

неструктурирован, и он необходим для поддержания прионного состояния Sup35 [49]. М-домен 

находится между N-доменом и функциональным C-доменом. Его функция неизвестна, 

возможно, он является пространственным разделителем (спейсером) N и C доменов. Также в 

начале М домена находится сайт связывания с шапероном Hsp104, важный для фрагментации 

приона [50]. С-концевой домен является ГТФ-азой, подобной фактору элонгации трансляции 

EF-1A. Следует отметить, что белок Sup35 осуществляет процесс терминации трансляции 

вместе со своим функциональным партнером - белком Sup45 (eRF1), который распознает 

нонсенc кодоны  [51]. 
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Для фенотипической детекции приона [PSI+] обычно используют систему, основанную на 

нонсенс мутациях в генах ADE1 или ADE2. Гены ADE1 и ADE2 кодируют АИР-карбоксилазу и 

САИКАР-карбоксилазу [52] соответственно - ферменты, участвующие в биосинтезе аденина. 

Мутации в этих генах приводят к образованию преждевременного стоп-кодона, в результате 

чего прекращается синтез аденина, и происходит накопление красного пигмента - 

промежуточного метаболита. Клетки, несущие такие мутации,  неспособны расти на среде без 

аденина.  

На фоне адениновых мутаций [PSI+] клетки дрожжей образуют колонии белого цвета, а 

[psi-] – красного.  Это объясняется тем, что при переходе в прионное состояние функциональная 

активность белка Sup35 существенно падает, что снижает его функцию в терминации 

трансляции. Данный эффект сходен с мутациями “потери функции” в гене SUP35, поскольку в 

дрожжевых клетках, имеющих [PSI+]-детерминант, значительная часть белка Sup35 находится в 

агрегированном состоянии и не может эффективно выполнять свою функцию. В результате 

этого рибосома с некоторой вероятностью не завершает синтез полипептидной цепи на 

преждевременном стоп кодоне, что позволяет произвести полную трансляцию мутантных генов  

биосинтеза аденина. Поэтому клетки, имеющие [PSI+], белого цвета и могут расти на среде без 

аденина. В свою очередь, клетки дрожжей с фенотипом [psi-] - красного цвета и не способны 

расти на среде без аденина [33]. 

Необходимым условием возникновения [PSI+] de novo является присутствие 

эпигенетического элемента, названного [PIN+] ([PSI+]-inducibility) [53]. Детерминант [PIN+], 

или [RNQ1+] обусловлен наличием прионных полимеров белка Rnq1. Данный белок содержит 

С-концевой прионный домен, который, как и в случае белка Sup35, обогащен остатками 

глутамина и аспарагина. Внутри этого домена находятся четыре отдельные 

глутамин/аспарагин-богатые области [54] (Рис. 3). 
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Рисунок 3. Доменная структура и строение прионогенного домена белка Rnq1.  

 

Функция белка Rnq1 неизвестна, однако его прионная форма - детерминант [PIN+] 

облегчает прионобразование в клетках дрожжей. Способностью облегчать возникновение [PSI+] 

обладают также фибриллы [URE3], и, вероятно, другие прионы [37]. Процесс, при котором 

амилоидные полимеры одного белка могут индуцировать прионообразование или амилоидную 

полимеризацию другого белка, носит название перекрестного затравления амилоидной 

полимеризации, или кросс-сидинга. В литературе также используется термин - гетерологичное 

затравление амилоидной полимеризации. Можно предполагать, что эффективность затравления 

определяется  степенью соответствия полимерной матрицы и мономерного субстрата. Этим 

объясняется сравнительно небольшая частота возникновения [PSI+] в клетках [PIN+] (1/105-1/104 

клеток) [53].   
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1.4. Штаммовое разнообразие прионов 

На сегодняшний день известно, что агрегация одного и того же белка PrP может 

приводить к разным патологическим фенотипам: различиям в инкубационных периодах 

заболеваний, их клинических проявлениях, а также паттернах поражения мозга. Данные 

фенотипы в равной мере могут передаваться от клетки к клетке в процессе деления или в 

результате инфекции.  

Наличие прионных вариантов было также показано для дрожжевого приона [PSI+] [55]. 

Прионное состояние Sup35 может иметь различную выраженность фенотипических проявлений 

(различия в цвете дрожжевых колоний и в размере прионных фибрилл). Это связано с тем, что 

прионные фибриллы белка Sup35 могут с разной эффективностью катализировать переход 

мономерного белка Sup35 в полимерное состояние. Эффективность выше у так называемых 

сильных вариантов приона [PSI+], и ниже - у слабых. Это объясняется тем, что сильные 

варианты [PSI+] лучше фрагментируются шаперонами, о чем будет подробно написано ниже. В 

результате этого количество  полимеров, а, следовательно, и свободных концов, у сильных 

вариантов больше, чем у слабых вариантов [PSI+]. Поэтому полимеризация Sup35 в клетках, 

несущих сильные варианты [PSI+], происходит с большей эффективностью, чем у слабых.  

Переход большей части белка Sup35 в прионное состояние ведет к супрессии терминации 

трансляции, поэтому дрожжевые колонии, несущие нонсенс мутации в генах, ответственных за 

биосинтез аденина имеют белый цвет колоний и отличаются высокой скоростью роста на среде 

без аденина. И, наоборот, слабые варианты [PSI+] характеризуются большим, по сравнению с 

сильными вариантами, количеством растворимой формы белка Sup35, что ведет к снижению 

супрессии терминации трансляции, вследствие чего колонии имеют розовый цвет и гораздо 

медленнее растут на среде без аденина (Рисунок) [56, 57] (Рис. 4).   
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Рисунок 4. Варианты дрожжевого приона [PSI+], S-сильные варианты, W-слабые [58]. 

Как уже было отмечено, прионные фибриллы разных по силе вариантов [PSI+]  

фрагментируются с разной эффективностью. Различия во фрагментационных свойствах  

объясняется существованием различных укладок мономерного Sup35 в составе прионного 

полимера [59, 60]. Стоит отметить, что более высокая эффективность фрагментации у сильных 

вариантов вероятно связана с меньшим размером амилоидного кора: количество 

экпонированных незадействованных в образовании кросс-β слоя аминокислот, в частности 

тирозинов, больше, что делает прионные фибриллы сильных вариантов более заметными для 

шаперонов. Другие авторы предполагают, что фрагментация сильных вариантов облегчена, 

поскольку они обладают меньшей механической прочностью [61]. 

Было показано, что при скрещивании дрожжевых клеток, содержащих разные варианты 

одного приона, в потомстве обнаруживается более сильный вариант. Это связано с тем, что 

сильные варианты реплицируются с большей скоростью по сравнению со слабыми вариантами 

[61, 62]. В работе Shorter было показано, что сильные варианты [PSI+] могут спонтанно 

возникать в дрожжевых клетках, содержащих слабые варианты [PSI+] [63]. 

Существуют также работы описывающие варианты других дрожжевых прионов [PIN+] 

[62] и [URE3] [64]. 
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1.5. Фрагментация дрожжевых прионов 

Основным свойством прионов, в частности прионов дрожжей,  является их способность 

стабильно поддерживаться в делящихся клетках. Это означает, что количество прионных 

единиц в материнской и дочерних клетках должно быть сопоставимо, следовательно, 

количество прионных частиц должно увеличиваться в ходе клеточного цикла.  Для 

размножения, или репликации дрожжевых прионов необходимы шапероны, среди которых 

ключевую роль играет шаперон Hsp104.  

Дрожжевой шаперон Hsp104 представляет собой гексамерную двойную АТФ-азу класса 

ААА, принадлежащую к семейству белков Hsp100/ClpB. Белки этого семейства обнаружены у 

растений, бактерий и грибов, но не выявлены у животных.  

Белки Hsp100/ClpB способны связывать неправильно свернутые полипептидные цепи [65]  

и основной их функцией в клетке является растворение белковых агрегатов, в частности, 

образованных в результате стресса, до мономерных единиц с использованием энергии АТФ 

[66]. 

В 1998 Кушниров и Тер-Аванесян предложили, а в 2003 Крындушкин с соавторами 

экспериментально доказали, что шаперон Hsp104 требуется для поддержания большинства 

дрожжевых прионов, в частности приона [PSI+] [67, 68]. 

 

 

Рисунок 5. Репликация приона [PSI+]. Полимеры удлиняются путем 

автокаталитической полимеризации, увеличение числа полимеров происходит за счет их 

фрагментации шапероном Hsp104 [68]. 
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Прионные частицы большинства дрожжевых прионов представляют собой амилоидные 

фибриллы. Шаперон Hsp104 фрагментирует прионные частицы, извлекая из них отдельные 

молекулы белка, путем протягивания этих молекул через свою центральную пору [69]. 

В результате фрагментации прионных фибрилл с помощью шаперона Hsp104 происходит 

увеличение их количества, что ведет к  появлению дополнительных концов для полимеризации 

мономерной формы белка. Очевидно, что рост прионных полимеров происходит за счет 

присоединения мономерных молекул к концам фибриллы. Таким образом, эффективность 

перехода молекул мономера в прионное состояние будет пропорциональна общему количеству 

свободных концов полимерного вещества. 

Увеличение количества прионных частиц в результате фрагментации и дальнейшей 

эффективной полимеризации увеличивает вероятность попадания приона в дочерние клетки 

при делении, позволяя ему стабильно наследоваться.   

Можно предположить, что шаперон Hsp104 также способен разбирать крупные агрегаты 

на более мелкие или на отдельные фибриллы, что, в свою очередь, также облегчает их 

попадание в дочерние клетки при делении.  

Инактивация гена HSP104, а также ингибирование этого шаперона c помощью 

гидрохлорида гуанидина (GuHCl) приводят к потере прионов дрожжей. Это происходит из-за 

того, что полимеры перестают фрагментироваться, поэтому их число остается постоянным, и 

при увеличении числа клеток это приводит к тому, что доля клеток с полимерами падает. Кроме 

того, крупные полимеры малоподвижны в клетке, и поэтому будут оставаться в материнских 

клетках, которые рано или поздно перестают делиться и умирают.  

Эффективность фрагментации зависит от аминокислотного состава прион-образующего 

домена. В  работах [70, 110] была изучена фрагментация полимеров химерных 

полиглутаминовых белков polyQ-MC, которые состояли из MC-домена белка Sup35 и 

полиглутаминового тракта с вкраплениями изучаемых аминокислотных остатков в каждом 

пятом положении. Было показано, что полимеры, состоящие из белков со вставкой 

ароматических аминокислот, в частности тирозина и триптофана, хорошо фрагментируются 

шапероном Hsp104. В тоже время известно, что вставка глицина, аргинина, глутаминовой 

кислоты, пролина и лейцина в каждое пятое положение полиглутаминового тракта 

амилоидообразующего белка препятствует его переходу в агрегированное состояние. 

Понимание процессов лежащих в основе увеличения количества прионных и амилоидных 

частиц имеет большое значение, так как существует множество болезней, связанных с 

неправильным сворачиванием белков – конформационных болезней. 
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1.6. Амилоидозы 

В настоящее время известно более 50 заболеваний, связанных с неправильным 

сворачиванием белков, что во многих случаях приводит к возникновению амилоидных 

агрегатов этих белков [2, 71, 72]. Заболевания, сопровождающиеся образованием амилоидных 

фибрилл, или амилоидов, называют амилоидозами.  

Амилоидозы условно можно разделить на две группы: локализованные в одной ткани и 

системные, возникающие в одной ткани, но затем распространяющиеся в другие ткани и 

органы. Стоит отметить, что все классификации амилоидных заболеваний весьма условны, и в 

настоящее время не имеют строго очерченных границ.  

К локализованным амилоидозам, поражающим только одну ткань можно отнести 

некоторые нейродегенеративные заболевания человека (например, болезни Альцгеймера, 

Паркинсона, Гентингтона) [73, 74]. 

Существует исторически сложившаяся классификация системных амилоидозов, которая 

разделяет  все системные амилоидные болезни на первичные, вторичные, и прочие (например, 

наследственные), не относящиеся к первым двум группам. Первичные амилоидозы – это группа 

конформационных заболеваний, возникновение которых не связано с каким-либо другим 

сопутствующим заболеванием. К этой группе заболеваний относятся амилоидозы, 

возникающие в результате агрегации легкой или тяжелой цепи иммуноглобулинов: AL-, AH-

амилоидозы (AL, AH-амилоидогенные белки). Наиболее изученным заболеванием этого типа 

является AL-амилоидоз. Данное заболевание является одним из самых распространенных 

системных амилоидозов, регистрируемых в развитых странах. Средний возраст пациентов, у 

которых находят данное заболевание, - 65 лет. Клинические проявления AL-амилоидоза 

разнообразны, так как при нем поражаются различные органы и ткани, однако наиболее часто 

встречаются патологии почек и сердца. Наиболее распространенными начальными симптомами 

являются астения и одышка, но ввиду того, что данные симптомы неспецифичны, постановка 

диагноза может быть затруднена.  

Поражение почек регистрируется почти у 70 процентов заболевших и характеризуется 

тяжелой  протеинурией, нефротоксическим синдромом и общим нарушением функции  почек. 

Сердечные патологии, вызванные AL-амилоидозом, встречаются у 50 процентов больных. 

Самой серьезной из них является рестриктивная кардиомиопатия, характеризующаяся 

выраженным снижением растяжимости мышцы сердца [75, 76]. 

Несмотря на то, что AL-амилоидоз относят к первичным амилоидозам, было показано, что 

агрегация легких цепей иммуноглобулина может быть сопряжена с множественной миеломой 

[77].  
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Вторичные амилоидозы возникают в ответ на хроническую инфекцию или 

воспалительный процесс, например, в результате ревматоидного артрита, семейной 

средиземноморской лихорадки, остеомиелита или гранулематозного илеита. Одним из наиболее 

изученных вторичных амилоидных заболеваний является AA-амилоидоз. Данное заболевание 

связано с переходом в амилоидное состояние сывороточного белка SAA, вовлекаемого в 

амилоидные агрегаты и образующего так называемый амилоид A. Показано, что амилоид A 

формируется за счет N-концевого участка белка SAA [78, 79]. Белок SAA является 

сывороточным аполилипопротеином, относящимся к “белкам острой фазы”. Белки, 

относящиеся к этой группе, продуцируются в ответ на различные воспалительные процессы. 

Белок SAA синтезируется гепатоцитами, и этот процесс запускается при помощи следующих 

веществ: цитокины участвующие в противовоспалительных реакциях, такие как интерлейкин-1 

(IL1), IL-6 и фактор некроза опухоли (TNF) альфа [80]. 

Наиболее ранним и самым частым клиническим проявлением AA-амилоидоза является 

протеинурия, ведущая к нефротическому синдрому и почечной недостаточности. В дальнейшем 

могут поражаться печень, селезенка и желудок. 

Еще одну группу амилоидозов составляют так называемые наследственные амилоидозы, 

возникающие в результате мутаций в различных генах, обуславливающих аминокислотные 

замены в соответствующих белках. Данные аминокислотные замены приводят к тому, что 

белок приобретает способность к амилоидной агрегации. К амилоидным заболеваниям этого 

типа относятся патологии, связанные с точечными мутациями в белках: лизоциме, являющимся 

антибактериальным ферментом и транстиретине – гомотетрамерном белке, обеспечивающим 

транспорт тироксина и ретинола [78], а также целая группа полиглутаминовых амилоидозов, о 

которой будет сказано ниже.  
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1.6.1. Нейродегенеративные локализованные амилоидозы не полиглутаминовой 

природы  

 

К данной группе заболеваний относятся патологии центральной нервной системы 

связанные с образованием амилоидных агрегатов.  

Одним из таких заболеваний является амиотрофический латеральный склероз. Это 

неизлечимое конформационное заболевание, характеризующееся быстрым прогрессированием 

общей слабости организма и мышечным истощением, что приводит к параличу и смерти 

вследствие дыхательной недостаточности в течение  от 1 до 5 лет от начала болезни [81, 82]. 

 Амиотрофический латеральный склероз возникает в результате гибели моторных 

нейронов в головном и спинном мозге, а также клеток глии вследствие патологических 

процессов, связанных с переходом в агрегированное состояние ряда белков.  

Главным компонентом амилоидных агрегатов, которые образуются в процессе развития данной 

болезни, является белок TDP-43. TDP-43 является ДНК-, РНК-связывающим белком, имеющим 

C-концевой амилоидогенный домен, обогащенный остатками глицина [83, 84]. TDP-43 

локализуется в ядре, где принимает участие в регуляции сплайсинга и стабилизации молекул 

мРНК [85, 86]. В дегенерирующих нейронах и глиальных клетках у больных амиотрофическим 

латеральным склерозом этот белок не обнаруживается в ядре, но  в больших количествах 

обнаруживается в цитоплазме, образуя крупные агрегаты. В данный момент установлено около 

30 мутаций в гене TARDBP, которые встречаются у пациентов со спорадическими и 

наследственными формами амиотрофического латерального склероза [85].  

Другим компонентом цитоплазматических амилоидных агрегатов является белок FUS. 

Мутации в гене, кодирующем данный белок, обнаружены у пациентов, страдающих как 

спорадической, так и наследственной формой амиотрофического латерального склероза. Как и 

TDP-43, FUS является ДНК-, РНК-связывающим ядерным белком, который принимает участие 

в репарации ДНК, транскрипции, альтернативном сплайсинге, а также транспорте РНК из ядра 

в цитоплазму, поэтому инактивация этого белка в результате его вовлечения в амилоидные 

агрегаты может быть токсична для нейронов [87].  

Было показано, что точечные мутации в гене, кодирующем белок FUS, приводят к его 

накоплению в цитоплазме. Интересно, что амилоидные агрегаты TDP-43 не содержат в своем 

составе белка FUS, а агрегаты белка FUS не содержат белка TDP-43 [88].  

Наиболее известными и изученными амилоидозами, которые можно отнести к 

локализованным нейродегенеративным амилоидозам, являются болезни Альцгеймера и 

Паркинсона.  
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Болезнь Альцгеймера имеет наследственную и спорадическую этиологию, 

характеризуется постепенным и малозаметным началом в преклонном возрасте, неуклонным 

прогрессированием расстройств памяти и высших корковых функций головного мозга вплоть 

до полного распада интеллекта и психической деятельности [89]. При использовании 

микроскопических методов для изучения нервных тканей людей, больных Альцгеймером, 

выявлялись два вида скоплений белков: амилоидные бляшки и нейрофибриллярные клубочки. 

Электронная микроскопия позволила выявить отдельные филаменты в составе бляшек и 

нейрофибриллярных клубочков. Впоследствии была показана амилоидная структура этих 

филаментов. 

 При более детальном изучении было обнаружено, что амилоидные бляшки 

преимущественно состоят из амилоида β, а нейрофибриллярные клубочки из белка tau. 

Амилоид β  имеет в своем составе от 40 до 42 аминокислот и возникает путем 

протеолитического расщепления белка предшественника АРР (Amyloid Precursor Protein), 

трансмембранного белка с неизвестной функцией. 

N-конец β амилоида находится во внеклеточном пространстве, остальная же его часть 

располагается в клеточной мембране. Aβ пептид образуется в результате процессинга APP при 

помощи β- и γ-секретаз c N- и С- конца соответственно, секретаза α расщепляет Aβ пептид 

между 16 и 17 аминокислотными остатками, тем самым препятствуя образованию 

амилоидогенного белка. N-концевая последовательность Aβ пептида с 1 по 17 аминокислоту 

неупорядочена и не принимает непосредственного участия в образовании амилоидной 

структуры, аминокислоты с 18 по 40 или 42 участвуют в формировании двух параллельных β 

слоев в составе амилоидной фибриллы [90]. 

Мутации в генах PSEN1 и PSEN2 являются наиболее частой причиной наследственной 

болезни Альцгеймера [91, 92]. Белки, кодируемые данными генами входят в протеазный 

комлекс, который участвует в расщеплении APP по γ-секретазному сайту. Их функция 

заключается в ингибировании активности γ-секретазы. В результате мутаций уменьшается 

способность данных белков выполнять свою функцию, что в конечном счете приводит к 

увеличению количества пептида  Aβ [93, 94, 95].  

Отложения белка tau выявляются также и при других заболеваниях, таких как 

супрануклеарный паралич, кортикобазальная дегенерация, болезнь Пика, болезнь Паркинсона 

[96]. При этом гиперфосфорилирование белка tau является общим свойством всех этих 

заболеваний и, вероятно, необходимо для токсического эффекта. На данный момент получено 

большое количество данных о сайтах фосфорилирования tau, найдены возможные 

протеинкиназы и фосфатазы участвующие в этом процессе, разрабатываются стратегии, 

направленные на снижение фосфорилирования этого белка [97]. 
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Болезнь Паркинсона - это медленно прогрессирующее нейродегенеративное заболевание, 

занимающее второе место по распространенности после болезни Альцгеймера. 

Болезнь была впервые описана доктором Джеймсом Паркинсоном в 1817 году как 

«дрожащий паралич». В развитых странах данное заболевание регистрируют у 1% процента 

пациентов старше 60 лет. Данное заболевание характеризуется различными нарушениями 

моторных  и других функций головного мозга. Нарушение моторных функций, прежде всего, 

связано с гибелью дофаминергических нейронов стриатума (полосатого тела) и черного тела, 

регулирующих мышечный тонус, в связи с чем возникают такие симптомы, как тремор, 

брадикинезия и ригидность мышц. Гибель нейронов в других отделах мозга  приводит к 

нарушениям сна, депрессии, а также нарушениям когнитивных функций [98]. Данное 

заболевание имеет спорадическую и наследственную этиологию [2].  

На  сегодняшний день установлено несколько генов, мутации в которых повышают риск 

развития болезни Паркинсона. Эти мутации характеризуются аутосомно-доминантным (SNCA, 

LRRK2) [99, 100] или аутосомно-рецессивным (PRKN, PINK1) [101, 102] типом наследования, в 

тоже время  наследование данной мутации  может быть сцеплено с X-хромосомой (TAF1) [103].  

Основным патологическим признаком болезни Паркинсона является наличие так 

называемых телец Леви – внутриклеточных агрегатов, состоящих из белков, липидов и других 

компонентов. Данные цитоплазматические образования регистрируются и при других 

нейродегенеративных заболеваниях [104, 105]. В свою очередь, основным компонентом телец 

Леви являются фибриллярные агрегаты белка α-синуклеина. Точечные мутации в гене SNCA, 

кодирующим белок α-синуклеин, а также дупликация данного гена или увеличение копийности 

гена более чем в два раза сопряжены с образованием телец Леви и развитием болезни 

Паркинсона.  

Различными группами исследователей было показано, что развитию болезни Паркинсона 

могут способствовать некоторые факторы окружающей среды. Например, было показано, что  

симптомы болезни возникают в ответ на отравление нейротоксическим веществом - 1-метил-4-

фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридином [106, 107]. Серьезная травма головы также может 

послужить причиной развития болезни Паркинсона [108]. 
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1.6.2. Полиглутаминовые заболевания 

Существует целый класс нейродегенеративных амилоидных заболеваний, который 

сопровождается агрегацией белков с полиглутаминовыми трактами. В настоящее время 

известно 9 таких заболеваний: спиноцеребральные атаксии  типов 1, 2, 6, 7, 17, болезнь Мачадо-

Йозефа, болезнь Гентингтона, спинобульбулярная мускульная атрофия, дентаторубро-паллидо-

льюисова атрофия [109, 110]. 

Таблица 2. Полиглутаминовые болезни 

Болезнь Белок 

Болезнь Гентингтона Гентингтин 

Спинобульбулярная мускульная 

атрофия 

Андрогенный рецептор 

Дентаторубро-паллидо- льюисова 

атрофия 

Атрофин-1 

Спиномозжечковая атаксия 1 Атаксин-1 

Спиномозжечковая атаксия 2 Атаксин-2 

Спиномозжечковая атаксия  3 

Болезнь Мачадо-Йозефа 

Атаксин-3 

Спиномозжечковая атаксия  6 Альфа 1А-субьединица потенциал-

зависимого кальциевого канала 

Спиномозжечковая атаксия  7 Атаксин-7 

Спиномозжечковая атаксия  17 ТАТА-связывающий белок 

 

Данные заболевания обладают рядом общих свойств [111]:  

1) Аутосомно-доминантный тип наследования (за исключением спинобульбулярной 

мускульной атрофии; ген ответственный за патогенез локализован в X-хромосоме). 

2) Уменьшение возраста начала заболевания и увеличение скорости его прогрессирования  в 

ряду поколений, особенно в том случае, если мутантная аллель получена от отца. 

3) Тесная корреляция между длинной полиглутаминовой области и степенью проявления 

симптомов заболевания. 

4) В основном регистрируются у людей среднего возраста. 

5) Все полиглутаминовые амилоидозы поражают нервную систему, то есть являются 

локализованными амилоидозами. 
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Наиболее изученной из этих полиглутаминовых болезней является болезнь Гентингтона. 

Болезнь Гентингтона сопровождается агрегацией белка гентингтина, который имеет 

полиглутаминовый домен. Увеличение длины этого домена сверх определенного порогового 

значения, происходящее в результате мутаций, которые увеличивают количество триплетов 

CAG  в первом экзоне гена гентингтина, является причиной развития заболевания. Симптомы 

болезни Гентингтона не обнаруживаются у людей, у которых количество CAG триплетов в 

первом экзоне гена гентингтина меньше 35, в то время как удлинение полиглутаминовой 

области увеличивает вероятность возникновения и тяжесть болезни Гентигтона [112, 113, 114]. 

Мутантный гентингтин с удлиненной N-концевой полиглутаминовой последовательностью 

склонен к агрегации и образует нерастворимые гранулярные или фибриллярные белковые 

агрегаты в чувствительных нейронах, главным образом в их ядрах, но также и в цитоплазме 

[115, 116]. 

Продукция мутантных форм белка гентингтина вызывает множество патологических 

эффектов, в частности: ухудшение транскрипции и угнетение убиквитин-протеасомной 

системы, нарушение деятельности митохондрий и кальциевого гомеостаза, ухудшение 

аксонального транспорта,  мутагенность [117]. Однако, несмотря на обширные исследования, 

механизмы, ответственные за вышеупомянутые повреждения клетки при болезни Гентингтона, 

все еще остаются непонятыми. 

В настоящее время существует несколько гипотез о том, каким образом агрегаты 

мутантного гентингтина могут приводить к токсическому эффекту. Согласно первой гипотезе, 

основным источником токсичности мутантного гентингтина являются крупные агломераты 

этого белка – крупные белковые комплексы, в состав которых входят мономеры, олигомеры и 

полимеры гентингтина. Дело в том, что агрегация гентингтина может сопровождаться 

агрегацией ряда клеточных глутамин-богатых белков, в результате чего последние могут терять 

способность выполнять свои функции, что в результате может служить источником 

токсичности [110, 118, 119, 120]. Помимо этого образование крупных агрегатов мутантного 

гентингтина может оказывать негативное влияние на внутриклеточный транспорт. 

Согласно другой гипотезе, главную роль в патогенезе болезни Гентингтона играют 

отдельные полимеры и олигомеры мутантного гентингтина [121]. Можно предполагать, что в 

крупных агломератах гентингтина, в отличие от отдельных фибрилл, полимеры гентингтина 

маскируют часть кополимеризующих поверхностей друг друга. Поэтому эффективность 

кополимеризации у отдельных фибрилл будет выше, чем у крупных агломератов гентингтина.  

Кроме того ряд исследователей полагают, что токсичность мутантного гентингтина 

связана с потерей  его функции [122, 123].  
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 По литературным данным известно, что одна из главных функций гентингтина – участие 

в транспорте BDNF (brain-derived neurotrophic factor) по микротрубочкам. BDNF - 

нейротрофический фактор, локализующийся в нейронах, который определяет 

стрессоустойчивость нервных клеток, а также важен для нормального протекания нейрогенеза. 

В гентингтин-опосредованный транспорт BDNF вовлекаются также белки HAP1 (гентингтин 

связывающий белок) и p150 (cубъединица динактина). При агрегации Htt, мономерной формы 

этого белка не хватает для нормального транспорта BDNF, что может являться одной из причин 

патологии [124]. 

Чтобы понять причины токсичности гентингтина на молекулярном и клеточном уровнях, 

были созданы экспериментальные модели, основанные на следующих организмах:  мышах Mus 

musculus [125], мухах Drosophila melanogaster [126], червях Caenorhabditis elegans [127] и 

дрожжах Saccharomyces cerevisiae [128]. В данной диссертационной работе была использована 

именно дрожжевая модель, поэтому она будет рассмотрена нами подробно. 

1.7. Дрожжевая модель болезни Гентингтона 

Дрожжи S. cerevisiae представляют собой простейший и удобный для генетических 

манипуляций эукариотический модельный организм, который часто используется для 

выявления молекулярных основ различных заболеваний человека, включая амилоидные 

заболевания и болезнь Гентингтона в частности. Как и у человека, агрегация и токсичность 

гентингтина в дрожжах возрастает с увеличением длины полиглутаминового домена [129]. В 

большинстве случаев исследования с использованием дрожжевой модели болезни Гентингтона 

проводятся на клетках дрожжей, которые экспрессируют первый экзон гена гентингтина 

человека (IT15), белковый продукт которого содержит на N-конце FLAG-эпитоп, за которым 

расположены первые 17 аминокислот первого экзона гена гентингтина и полиглутаминовая 

последовательность длинной 103 аминокислотных остатка (Htt103Q), соединенная с зеленым 

флуоресцирующим белком (GFP). Для проявления сильного цитотоксического эффекта 

необходимы высокие уровни продукции данного белка в клетке, поэтому экспрессия Htt103Q 

находится под контролем сильного галактозного промотора (GAL1). Данный белок агрегирует и 

сильно ингибирует рост дрожжей, таким образом имитируя токсический эффект в нейронах 

человека. Аналогичный белок, имеющий полиглутаминовую последовательность равную 25 

аминокислотным остаткам, Htt25Q, обычно используют в качестве контроля, так как он не 

агрегирует и не приводит к токсичности. У дрожжей сверхпродукция  Htt103Q приводит к 

формированию ДСН-устойчивых агрегатов, которые имеют амилоидную структуру, так как 

устойчивость к сильным ионным детерегентам является характерным признаком амилоидов, 

отличающим истинные амилоиды от аморфных белковых агрегатов [68]. Более того, агрегаты 
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Htt103 содержат универсальные амилоидные эпитопы для связывания ДНК аптамеров [130], 

что также подтверждает их амилоидную природу.  

Было показано, что имеющий NLS-последовательность  мутантный гентингтин  изменяет 

транскрипцию некоторых генов и уменьшает жизнеспособность в дрожжевых клетках [129]. 

Экспрессируемый в цитоплазме мутантный гентингтин также токсичен, и его токсичность 

связана с его агрегацией, которая стимулируется предсуществующими  прионными 

амилоидами [PSI+] или [PIN+], являющихся прионными формами двух глутамин/аспарагин 

(Q/N)-богатых белков [128, 131]. Таким образом, у дрожжей токсичность мутантного 

гентингтина является результатом перекрестной полимеризации, процесса, о котором будет 

подробно сказано ниже и при котором полимеры одного белка являются матрицами для 

полимеризации других белков. Кроме того токсичность мутантного гентингтина может 

модулироваться при помощи последовательностей, которые находятся слева и справа от 

полиглутаминового тракта - фланкирующих последовательностей [128, 132]. Агрегация 

мутантного гентингтина в дрожжевых клетках изменяет эндоцитоз, триптофановый 

метаболизм, трансляцию, ход клеточного цикла, деградацию белков, ассоциированную с 

эндоплазматическим ретикулумом и функционирование митохондрий [110, 133, 134, 135, 136, 

137]. Молекулярные основы этих клеточных дефектов являются в значительной степени 

неясными, однако в некоторых исследованиях было показано, что mHtt индуцирует 

полимеризацию клеточных белков, большинство из которых содержат Q/N-богатые области 

[138, 139, 140]. Среди прочих, агрегация жизненно важного белка Sup35  является основным 

источником токсичности mHtt в штамме 74D-694 [110, 141]. При этом снижается количество 

растворимой формы белка Sup35 и его функционального партнера – фактора терминации 

трансляции Sup45, который включается в состав агрегатов Sup35 [110, 141, 142].  Однако, 

результаты, полученные в других лабораториях, свидетельствуют о том, что существуют и 

другие причины токсичности мутантного гентингтина, не имеющие явного отношения к 

агрегации белка Sup35.  

1.8. Взаимодействия между глутамин-богатыми белками. Кросс-сидинг 

Согласно имеющимся литературным данным, одной из главных причин токсичности 

мутантного гентингтина в клетках дрожжей является переход белка Sup35 в амилоидное 

состояние в результате его взаимодействия с амилоидами гентингтина, а также включение в 

состав амилоидных агрегатов белка Sup45 [110]. Данный феномен может быть примером более 

масштабного явления, а именно, взаимодействия между глутамин-богатыми или 

полиглутаминовыми белками, которое ведет либо амилоидообразованию, либо к 
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возникновению агрегатов белка, необязательно обладающих амилоидной структурой. В рамках 

нашей работы мы  рассмотрим оба этих варианта взаимодействия амилоидогенных белков. 

Процесс индукции амилоидной полимеризации амилоидогенного белка при участии 

амилоидов другого белка носит название перекрестной полимеризации, или кросс-сидинга. 

Ярким примером кросс-сидинга являются взаимодействия между дрожжевыми прионами. 

Несколькими группами авторов было показано, что de novo образование прионных или 

амилоидных полимеров белка Sup35 зависит от наличия в клетках приона [PIN+] [53, 143]. 

Также в работе Сальниковой с соавторами было показано, что поддержание ненаследуемых 

амилоидов белка Sup35 на фоне его сверхпродукции в клетках дрожжей зависит от присутствия 

прионных полимеров [PIN+], что указывает на постоянное взаимодействие молекул белка Sup35 

и полимеров [PIN+]. Кроме того, исследования, проведенные in vitro, показали, что амилоидные 

фибриллы, образованные прионным доменом белка Rnq1, ускоряют переход в амилоидное 

состояние белка Sup35, лишенного функционального C-домена, и наоборот [144, 145]. В работе 

Derkatch с соавторами было показано, что de novo возникновение прионных полимеров [PIN+] в 

свою очередь зависит от прионного детерминанта [URE3] [37].   

Прионные полимеры также могут быть затравками для возникновения неприонных 

амилоидов. Например, полимеры [PSI+] могут инициировать образование детергент-

устойчивых полимеров глутамин-богатого белка Pub1. Агрегаты Pub1 не обнаруживаются в 

присутствии ДСН, однако выявляются при использовании более слабого денатурирующего 

агента – саркозила. Стоит отметить, что прионные полимеры Rnq1 не индуцировали 

полимеризацию Pub1, что может объясняться их малым количеством в клетке по сравнению с 

количеством полимеров [PSI+]. Количество молекул белка Rnq1 в клетках дрожжей примерно в 

10 раз меньше по сравнению с Sup35. Введение в клетку мультикопийной плазмиды, 

кодирующей Rnq1, приводило к полимеризации Pub1 в отсутствие [PSI+] в клетках с фенотипом 

[PIN+] [138]. 

В работе к.б.н. Н. В. Кочневой 2012 года, было показано, что наличие [PIN+] фенотипа  

увеличивает количество амилоидных полимеров рекомбинантного белка Htt103Q-GFP 

примерно в три раза [118]. В работе к.б.н. А. М. Александрова 2008 года было обнаружено, что 

прионные амилоиды белка Rnq1 увеличивают эффективность перехода ряда искусственных 

полиглутаминовых белков в амилоидную форму [70].  

Следует отметить, что в исследованиях, проведенных in vitro, было выявлено, что 

эффективность перекрестного затравления обратно зависима от количества структурных 

отличий между взаимодействующими белками [146, 147]. Данное обстоятельство позволяет 

объяснить низкую частоту возникновения полимеров [PSI+] в присутствии приона [PIN+].    
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Взаимодействие между амилоидогенными белками и амилоидными полимерами 

характерно не только для дрожжевых прионов, но и для большого количества других белков.  

Согласно результатам, полученым в работе к.б.н. В. Н. Уракова (2010), а также данным, 

полученным к.б.н. А. И. Александровым (2012), амилоиды, искусственных полиглутаминовых 

белков polyQX-MC могут индуцировать амилоидную полимеризацию других 

полиглутаминовых и глутамин-богатых белков. Например, полимеры 70Q-Sup35MC и 76QY-

Sup35MC могут вызывать амилоидную полимеризацию неполноразмерного белка NM-Sup35. 

Для достижения данного эффекта не требуется значительной сверхпродукции Sup35, как в 

случае затравления Sup35 с помощью прионных полимеров Rnq1 [110, 138, 143]. Следует 

отметить, что полимеры 70Q-Sup35MC гораздо лучше затравляют полимеризацию Sup35, чем 

полимеры 76QY-Sup35MC. Кроме того, амилоидные полимеры 70Q-Sup35MC способствовали 

переходу в амилоидное состояние двух эндогенных глутамин-богатых белков дрожжей-

прионогенного Rnq1 и белка Pub1 [138]. 

Результаты, ранее полученные в нашей лаборатории, свидетельствуют о том, что 

амилоидные полимеры белка 85Q-GFP, в котором MC-домены белка Sup35 заменены на GFP, 

индуцируют амилоидную полимеризацию полиглутаминовых белков 81QP-GFP, 121QL-GFP, 

91QR-GFP, 81QE-GFP, которые не агрегируют сами по себе [110].  

Данные, полученные в работе Derkatch, говорят о том, что нетоксичные формы 

полиглутаминовых белков с разной длиной полиглутаминового (Q53, Q72, Q103) тракта могут 

способствовать возникновению фенотипа [PSI+], имитируя тем самым детерминант [PIN+] 

[144].   

Все приведенные выше примеры подтверждают феномен взаимодействия 

полиглутаминовых и глутамин богатых белков в основном на примере искусственных 

полиглутаминовых белков или дрожжевых прионов, однако имеются литературные данные, 

свидетельствующие о том, что белок-белковые взаимодействия могут лежать в основе 

патогенеза различных конформационных заболеваний человека. 

 Так, например, показано, что белок TIA-1 включается в состав амилоидных агрегатов 

мутантного гентингтина (Htt130Q) у трансгенных мышей линии R6/2. TIA-1 – РНК-

связывающий белок млекопитающих, принимающий участие в образовании стресс гранул. 

Данный белок содержит С-концевой, прионоподобный глутамин-богатый домен, позволяющий 

ему агрегировать и взаимодействовать с другими полиглутаминовыми или глутамин-богатыми 

белками. В ходе изучения продукции ТIA-1 в клетках нейробластомы вместе с мутантным 

гентингтином Htt60Q, было показано, что именно глутамин-обогащенный домен TIA-1 

ответственен за взаимодействие с гентингтином. Процесс включения TIA-1 в агрегаты 

мутантного гентингтина является специфичным - данное обстоятельство было выявлено при 
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изучении взаимодействия TIA-1 и агрегатов белка SOD1-супероксиддисмутазы. Белок TIA-1 не 

включался в состав амилоидных агрегатов, образованных белком SOD-1. В экспериментах 

проведенных in vitro, было показано, что совместная инкубация Htt42Q и TIA-1 приводила к 

образованию амилоидного вещества, что было подтверждено с помощью тиофлавина T и Конго 

красного. При подробном изучении этого вещества методами атомно-силовой микроскопии и 

иммуноэлектронной микроскопии, было показано, что оно представляет собой агрегаты, 

составленные из гетерологичных амилоидных фибрилл, то есть фибрилл имеющих в своем 

составе как белок Htt42Q, так и белок TIA-1. Такие же результаты были получены при 

исследовании агрегированного вещества Htt62Q и TIA-1, выделенного из клеток 

нейробластомы.  

В исследованиях проведенных in vitro,  также было установлено, что фибриллы Htt42Q 

ускоряют переход TIA-1 в амилоидное состояние. Кроме того,  амилоидизация TIA-1  в клетках 

нейробластомы в результате его взаимодействия с агрегатами мутантного гентингтина снижает 

функциональную активность белка TIA-1 [148]. 

В исследованиях, проведенных Wear с соавторами, было показано, что в состав 

амилоидных агрегатов, образованных гентингтином с удлиненным полиглутаминовым 

доменом, может включаться большое количество белков с неструктурированными доменами. 

Это было показано при помощи масс-спектрометрического анализа амилоидных агрегатов 

мутантного гентингтина, выделенных из клеток дрожжей и млекопитающих [120]. Стоит 

отметить, что для большинства из этих белков остается неизвестным, образуют ли они 

амилоидную структуру при взаимодействии с агрегатами гентингтина. 

Похожие результаты были получены в нашей лаборатории при исследовании агрегатов 

Htt103Q в дрожжевых клетках. При помощи масс-спектрометрического анализа было показано, 

что белки Pub1, Bmh2, Rpn10, Def1, Sgt2 включаются в состав агрегатов Htt103Q. Нижниковым 

с соавторами также был выявлен ряд дрожжевых белков, которые вовлекаются в агрегаты 

образованные полимерами [PSI+], Aβ-GFP и PrP-GFP [140].  

В работе Duennwald были обнаружены и другие белки, взаимодействующие с агрегатами 

мутантного гентингтина: Def1 (фактор деградации РНК полимеразы II), Yir003w, Ylr278c [149]. 

Важно, что делеции соответствующих генов приводят к снятию токсичности, вызванной 

продукцией Htt103Q-GFP [150]. 
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1.9. Детоксификация полимеров полиглутаминовых белков в результате 

белок-белковых взаимодействий 

Белок-белковые взаимодействия могут не только быть причиной токсических эффектов, 

связанных с продукцией полиглутаминовых белков, но могут и противодействовать этим 

токсическим эффектам. В то же время нарушение взаимодействий между амилодогенными 

белками может также влиять на токсический эффект патогенных белковых агрегатов [150]. 

В работе Fuentealba было показано, что сверхпродукция TDP-43, белка, участвующего в 

сплайсинге, препятствует агрегации некоторых полиглутаминовых белков. Это было показано 

для двух таких белков: HttQ72 – первого экзона гентингтина (с длинной polyQ-тракта-72 

аминокислотных остатка), и искусственного полиглутаминового белка 80Q-GFP. Причем в 

первом случае также наблюдалось некоторое снижение токсичности HttQ72 [151]. Т.е. в данном 

случае кополимеризация полиглутаминовых белков может снижать их токсичность и ослаблять 

их полимеризацию. 

Интересно, что токсичность одного полиглутаминового белка может снижаться в 

результате внесения в клетку другого агрегирующего глутамин-богатого белка, как было 

показано на работах с мухами Drosophila. Оказалось, что при продукции в мухах 

патологического белка спиноцеребральной атаксии атаксина-3 и N-домена дрожжевого 

прионного белка Sup35, патологический эффект атаксина снимался. При этом Sup35 

полимеризовался в клетках мух и его агрегаты колокализовались с агрегатами атаксина 3 [152]. 

Авторы объяснили исчезновение токсичности  взаимодействием полимерной формы Sup35 с 

предшественниками агрегатов SCA-3, и возможным механизмом могло быть изменение свойств 

агрегата в результате кополимеризации данных белков. Но можно предложить и другое 

объяснение: включаясь в агрегаты, образованные атаксином-3, белок Sup35  может 

конкурировать с каким-либо другим функциональным глутамин-богатым белком X, вследствие 

чего уровень растворимой формы последнего изменялся бы в меньшей степени, и его функция 

в клетке сохранялась.  

В исследованиях, проведенных Ayyadevara с соавторами на червях Caenorhabditis elegans, 

было показано, что нокаут гена CRAM-1, гомолога человеческого гена HYPK, снижает 

агрегацию искусственного полигутаминового белка Q40-YFP и Aβ-пептида, однако при этом 

жизнеспособность червей также снижается. Это можно объяснить, проанализировав, какую 

роль играет ген HYPK у человека. По литературным данным известно, что белковый продукт 

гена HYPK предотвращает агрегацию ряда функциональных белков в  присутствии амилоидов 

α-синуклеина и/или гентингтина. Показано, что амилоидные олигомеры HYPK или его 

гомолога  CRAM-1 могут связываться с полиглутаминовыми доменами ряда белков, в 

частности мутантного гентингтина, Aβ-пептида и α-синуклеина,  за счет гидрофобных 
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взаимодействий, что увеличивает эффективность процесса агрегации последних. В ходе 

данного взаимодействия агрегаты патогенных амилоидов и HYPK организуются в крупные 

агломераты, находящиеся в “оболочке” из белка HYPK. Стоит заметить, что белок HYPK 

преимущественно взаимодействует с олигомерными формами патогенных амилоидов, 

считающихся наиболее токсичными. Таким образом, взаимодействие амилоидов, в частности 

мутантного гентингтина, Aβ-пептида и α-синуклеина с HYPK приводит к тому, что площадь 

кополимеризующей поверхности патогенных амилоидов резко снижается за счет образования 

ими крупных агрегатов, кроме того, эти агрегаты окружены оболочкой из белка HYPK, которая 

препятствует взаимодействию с ними эндогенных белков клетки. Следовательно, при нокауте 

гомолога HYPK у червей Caenorhabditis elegans эффективность полимеризации мутантного 

гентингтина и Aβ-пептида снижается, но за счет существования олигомерных форм, 

индуцирующих кополимеризацию функциональных белков, падает и жизнеспособность [153, 

154].  

Изучение супрессоров токсичности мутантного гентингтина в дрожжах, позволило 

выявить 10 белков, сверхпродукция которых снижает токсичность Htt103. Большинство из них 

обладало глутамин-богатыми доменами, в частности белок Sup35. Более того, отдельно взятые 

амилоидогенные домены этих белков, а также амилоидогенные домены, в которых все 

аспарагины были заменены на глутамины супрессировали токсичность амилоидов Htt103Q. 

Показано, что эти супрессоры агрегировали вместе с белком Htt103, в результате чего 

токсичность агрегатов Htt103Q снижалась, и исчезали мелкие олигомерные формы белка 

Htt103Q [155]. 

Похожие результаты были получены другой группой исследователей. Leslie Ripaud с 

сравторами продемонстрировали, что повышенная экспрессия генов: SIS1, SUC2, SOK1, а также 

трех генов, кодирующих белковые продукты с глутамин-богатыми доменами NAB3, MCM1 и 

GTS1, приводила к супрессии токсического эффекта мутантного гентингтина Htt103. Подробное 

изучение влияния гена GTS1 на агрегаты гентингтина позволило установить, что 

сверхпродукция амилоидогенного домена белкого продукта данного гена влияет на физические 

свойства агрегатов Htt103. Было показано, что амилоидогенный домен белка Gts1 значительно 

снижает уровень ДСН-устойчивой фракции агрегатов Htt103Q [156]. 

Таким образом, на данный момент имеется множество данных о взаимодействии 

глутамин-богатых белков друг с другом, о том, что агрегаты одного амилоидогенного белка 

могут индуцировать переход в амилоидное или агрегированное состояние других белков. 

Данные процессы могут по-разному влиять на жизнеспособность клеток: в одних случаях 

переход в агрегированное состояние амилоидогенных белков может быть причиной 
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токсического эффекта, в других – образование агрегатов некоторых белков может приводить к 

уменьшению агрегации и снижению токсичности патогенных амилоидов.   

В данной диссертационной работе нами были исследованы взаимодействия разных форм 

белка гентингтина с полиглутаминовыми и глутамин-богатыми белками в клетках дрожжей и 

влияние этих взаимодействий на жизнеспособность клеток дрожжей. 
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Глава 2. Материалы и методы 

2.1. Культивирование клеток S. cerevisiae 

Дрожжи S. cerevisiae выращивали при температуре 30ºС на полной (YPD: 1% дрожжевого 

экстракта , 2% пептона, 2% глюкозы) или синтетической (YNB: 0.67% Yeast Nitrogen Base, 2% 

глюкозы) средах. В жидких средах культуры дрожжей выращивали до середины 

логарифмической фазы роста. В селективные среды добавляли стандартные количества 

необходимых для жизни дрожжей аминокислот и азотистых оснований согласно стандартным 

протоколам [157]. Для индукции синтеза белков Htt25Q-/103Q-GFP, Htt25Q-/103Q-RFP 

использовались жидкие или твердые синтетические среды, в которых в качестве источника 

углерода использовали 2%  раффинозу и 2%  галактозу вместо глюкозы. Процедура подготовки 

клеток: трансформанты, несущие соответствующие плазмиды выращивали до середины 

логарифмической фазы роста в среде с глюкозой, затем переносили на несколько часов в 

селективную среду, содержащую раффинозу в качестве источника углерода, что приводило к 

дерепрессии галактозного промотора. После этого клетки переносили в селективную среду, 

содержащую галактозу в качестве единственного источника углерода и инкубировали в течение 

10 часов.  

Для индукции синтеза белков Htt25Q-/103Q-GFP, Htt25Q-/103Q-RFP на твердой среде, 

клеточные суспензии выращивали в жидкой среде с глюкозой, переносили на 3 часа в среду с 

раффинозой, а затем переносили на твердую среду, содержащую 2%  галактозу. 

2.2. Культивирование клеток E. coli 

Бактерии E. сoli выращивали при температуре 37ºС. Культивирование бактерий 

проводили с использованием твердой среды Agar Tryptose (Ferak Berlin, 2% агара)  и жидкой 

среды 2хYT (1% дрожжевой экстракт (Диаэм), 1.6% триптон (Difco), 0.5% NaCl). 

Вышеназванные питательные среды смешивались с соответствующими антибиотиками [158]. В 

среды добавляли антибиотики: ампициллин, канамицин. Для всех процессов клонирования 

использовали штамм E. coli DH5α (supE44 Δlac U169 (φ80 lacZΔM15) hsdR17 recA1 endA1 

gyrA96 thi-1 relA1). 
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2.3. Выделение ДНК из E. coli 

Ночную культуру E. сoli, выращенную в 5мл среды 2YT, охлаждали на льду 30 мин, а 

затем осаждали центрифугированием при 2800 оборотов в минуту в течение 7 минут. Объем 

клеток равный 200 мкл ресуспендировали в 800 мкл воды mili-Q и переносили в 2 

миллилитровые эппендорфы. Таким образом, суммарный объем суспензии составлял 1 мл. 

Клеточную суспезнию переносили в центрифугу и осаждали клетки при 10000 оборотах в 

минуту в течение 1 минуты. Супернатант отбрасывали, осадок смешивали с 200 мкл TE-буфера 

и РНК-зой. Инкубировали полученную смесь в течение 5 минут. Дальнейшие операции 

проводили на льду. Добавляли 400 мкл р-ра B (1% SDS, 200mM NaOH). Раствор B добавляли 

резко, в хорошо ресуспендированный осадок. Смесь инкубировали 3 минуты, периодически 

аккуратно перемешивая рукой. Добавили 300 мл р-ра С (3M ацетат K, pH=4,8). В течение 3 

минут аккуратно перемешивали рукой до образования творожистой массы. Откручивали 8 

минут при 13000 оборотах в минуту. Отбирали супернатант и добавили к нему 0,6 объема 

изопропанола. Перемешивали на вортексе. Инкубировали 15 минут при t -20°С. 

Центрифугировали 1 минуту при 13000 оборотах в минуту. Супернатант отбрасывали, осадок 

дважды промывали 300 мкл 70% этанола. Высушивали осадок 10 минут при t 55°C. Добавляли 

к осадку 40 мкл воды mili-Q. 

2.4. Выделение ДНК из дрожжей S. cerevisiae 

Использовали ночную культуру клеток S. cerevisiae. Клетки выращивали в объеме 1,5 мл в 

селективной среде. Полученную клеточную суспензию центрифугировали при 5000 оборотах в 

течение 5 минут. Осадок ресуспендировали в 100 мкл буфера STET (сахароза 8%, 50 mM Трис 

pH 8, 50 mM ЭДТА, 5% Тритон X-100), добавляли 200 мг 0,5 мм стеклянных бус, разбивали 

клетки с помощью вортекса в течение 5 минут. Добавляли еще 100 мкл буфера STET, быстро 

перемешивали с помощью вортекса и помещали в кипящую водяную баню на 3 минуты. 

Быстро охлаждали на льду. Осаждали в течение 10 минут при 4°С при 10000 оборотах в 

минуту. Переносили 100 мкл супернатанта в новый эппендорф, предварительно добавив в него 

50 мкл 7,5 M ацетата аммония. Полученную смесь инкубировали 1 час при t -20°С. 

Центрифугировали 10 минут на 13000 оборотах в минуту при температуре 4°С (на данной 

стадии выпадают в осадок остаточная хромосомная ДНК, крупные молекулы РНК и другие 

возможные примеси, мешающие бактериальной трансформации). Отбирали 100 мкл 

супернатанта и смешивали его с 200 мкл охлажденного на льду этанола. Центрифугировали на 

максимальных оборотах. Супернатант отбрасывали. Дважды промывали 100 мкл 70% этанола. 
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Ресуспендировали осадок в 20 мкл воды mili-Q. Использовали 10 мкл полученной смеси для 

трансформации E. coli.  

2.5. Штаммы S. Cerevisiae 

В данной работе были использованы следующие штаммы: 74-D694 (MATa ura3-52 leu2-

3,112 trp1-289 his3-Δ 200 ade1-14) [PSI+] [PIN+]  и производный от этого штамма штамм 74-

D694 [PSI+][PIN+] с делецией гена PRB1, кодирующий протеиназу B (делеция производилась с 

использованием делеционной кассеты, несущей ген HIS3), 74-D694 MATa ura3-52 leu2-3,112 

trp1-289 his3-Δ 200 ade1-14 [psi−][PIN+] [159], 74-D694 MATa ura3-52 leu2-3,112 trp1-289 his3-Δ 

200 ade1-14 [psi−][pin-], полученный при помощи выращивания первого штамма на среде с 

гуанидил хлоридом(4 mM).  

Ген HSP104 в штамме 74-D694 ∆HSP104 MATa ura3-52 leu2-3,112 trp1-289 his3-Δ 200 

ade1-14 [psi−][pin-] делетировали с использованием плазмиды pBC-HSP104::HIS3. Данную 

конструкцию разрезали по сайтам рестрикции ApaI и BsrgGI и трансформировали в клетки 

дрожжей.  

74-D694 Δ S35, получен из первого штамма делецией гена SUP35. Ген SUP35 разрушали 

путем вставки гена TRP1. 

Штамм 74-D694 [PIN+] с делецией гена DEF1 был получен с использованием 

гистидиновой делеционной кассеты. Использовали ген HIS3 из S. kluyveri (pFA6a-GFP (S65T)-

His3MX, Addgene plasmid # 41598). Последовательность данного гена была получена путем 

ПЦР с использованием следующих праймеров:  

5'-CTTACCAATTACCCCAAAAAAATCACCATCATAAAGTACGGTCCTGTTCCCTAGCA- 

3' и 5'-

CCATTTCGTTTTTTATGTGGGAGGTTCTACTTCTCCCTTACGCCTCGTTCAGAATGAC 

AC-3'. 

BY4741 (MATA his3-D1 leu2-D0 lys2-D0 ura3-D0 [psi-][PIN+]). 

BY4742 (MATa his3-D1 leu2-D0 lys2-D0 ura3-D0 [psi-][PIN+]) (Invitrogen) и производный от 

этого штамма, штамм с делецией гена DEF1 из коллекции Euroscarf. 

Дрожжевая GFP-коллекция (Invitrogen). 

W303 MATa ade2-1 trp1-1 leu2-3,112 his3-11,15 ura3-52 can1-100 [psi−][PIN+] [160]. 

2.6. Трансформация плазмид в S. cerevisiae и E. coli 

Для трансформации E. coli использовали компетентные клетки, приготовленные по 

методу, описанному [161]. Аликвоту компетентных клеток размораживали на льду в течение 10 
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минут. 50 мкл компетентных клеток смешивали с 1 мкл разведенной плазмиды (50 нг/мкл). 

Приготовленную смесь инкубировали на льду в течение 30 мин. После инкубации клетки 

подвергали тепловому шоку в твердотельном термостате в течение 1 минуты (42°С). После 

теплового шока смешивали клетки с 300 мкл среды SOC (описана в протоколе по 

приготовлению компетентных клеток) и выдерживали 1 час при температуре 37°С. Высевали 

полученную суспензию на твердую среду (Agar Tryptose, 2 % агара) с антибиотиком. 

Трансформацию дрожжей S. cerevisiae проводили в соответствии со стандартным 

протоколом с небольшими изменениями. Одну треть объема ночной культуры клеток дрожжей 

центрифугировали при 2000 оборотах в минуту на центрифуге (Eppendorf 5810). 

Супернатант удаляли, к клеткам добавляли новую порцию среды и подращивали 4 часа. 

Клеточную суспензию осаждали при 2000 оборотах в минуту. Далее к клеткам добавляли 1 мл 

0.1 M LiAc. Хорошо реруспендированную смесь клеток разливали по необходимому 

количеству эппендорфов. Центрифугировали на микроцентрифуге (Eppendorf) при 6000 

оборотах в минуту. Супернатант удаляли. К клеткам добавляли 16 мкл воды, 1мкл плазмиды 

(10 нг/мкл), 25 мкл одноцепочечной ДНК (2 мг/мл, прокипяченная), 120 мкл 50% раствора 

полиэтиленгликоля (3500), 18 мкл 1 М LiAc. Полученную смесь тщательно перемешивали на 

вортексе и помещали в твердотельный термостат. Инкубировали клетки 50 минут при 

температуре 43°С. Далее смесь центрифугировали 30 сек при 9000 оборотах в минуту, 

промывали водой и высевали на селективную среду.  
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2.7. Конструирование плазмид и молекулярное клонирование 

Нами был получен набор плазмид вида YEplac-181-QX-M-GFP. Мы использовали данные 

конструкции для того, чтобы изучить влияние белков PolyQ(QX)-GFP на токсичность белка 

Htt25Q-GFP.  

Для конструирования этих плазмид применялся метод гомологичной рекомбинации в 

дрожжах. Смесь линеаризованного вектора и вставки с гомологичными концами 

трансформировали в дрожжи. В результате такой процедуры, в дрожжах с большой 

вероятностью происходит рекомбинация вставки в вектор по соответствующим гомологичным 

сайтам.   

Плазмида Yeplac181 – NMS35 – GFP [143] была обработана рестриктазами Mlu1 и Mls1. 

Плазмиды pSBSE-QX-MC [70], кодирующие разные белки вида QX-MC, были обработаны 

рестриктазами PvuII и KspI. После рестрикции смешивали 2 плазмиды и вводили данную смесь 

в клетки дрожжей в соответствии со стандартным протоколом трансформации. После этого 

клоны дрожжей были проверены на предмет продукции белка, после чего плазмиды были 

выделены из дрожжей и их белок-кодирующие участки были просеквенированы.  

Чтобы исследовать процесс кополимеризации Htt25Q-GFP и искусственных 

полиглутаминовых белков, необходимо было создать генетические конструкции, кодирующие 

полиглутаминовые белки с альтернативным биохимическим маркером. 

Плазмиды YEp181-QX-HA, кодирующие polyQX-2HA белки, были получены при помощи 

лигирования трех фрагментов. Первого - MluI-NarI фрагмента плазмиды pSBSE-QX, второго - 

NarI-BamHI фрагмента плазмиды YCp111-Sup35NM-2HA и третьего - BamHI-MluI фрагмента 

плазмиды YEplac-181-76QY-GFP. 

Плазмида, кодирующая одновременно два белка 120QY-2HA и Htt25Q-GFP была также 

получена с помощью лигирования трех фрагментов. Первый фрагмент был получен в 

результате обработки плазмиды YEp181-120QY-2HA рестриктазой PvuI, последующим 

добавлением фрагмента Кленова и дальнейшей обработкой рестриктазой MluI. 

Последовательность нуклеотидов, кодирующая белок Htt25Q-GFP была получена в результате 

обработки плазмиды p25Q-GFP рестриктазами AgeI и MluI. И третий фрагмент-вектор, был 

получен в результате обработки плазмиды pYES2 рестриктазами AgeI/PvuII. 

Генетическая конструкция, кодирующая С-домен белка Sup35 (ген SUP35C) вместе с 

белком Sup45 была создана путем лигирования двух фрагментов. Первый фрагмент -вставка - 

был получен в результате обработки плазмиды pRS315-SUP35-С рестриктазами PvuII-XbaI, 

второй - вектор - обработкой плазмиды pRS315-SUP45 рестриктазами PvuII-XbaI. 
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Таблица 3. Плазмиды, используемые в работе 

Плазмида Описание Источник 

Yeplac181 Мультикопийная дрожжевая 

плазмида с лейциновым 

ауксотрофным маркером 

[162] 

pYES2-120QY-2HA+ 

Htt25-GFP 

Мультикопийная pYES2 

плазмида с урацильным 

ауксатрофным маркером, 

кодирующая два белка. Первый-

химерный белок, содержащий 

полиглутаминовый тракт со 

вставками тирозина, длиной 120 

аминокислот и 

последовательности HA, второй-

белок Htt25Q-GFP, находящийся 

под контролем галактозного 

промотора Gal1 и описанный 

ниже 

 

Получена в данной 

диссертационной работе 

p103Q-GFP Мультикопийная pYES2 

плазмида с урацильным 

ауксатрофным маркером, 

кодирующая химерный белок, 

состоящий из полиглутаминового 

тракта длиной 103 

аминокислотных остатка и GFP. 

Экспрессия данного белка 

находиться под контролем Gal1-

промотора, активируемого при 

росте клеток на среде с 

галактозой 

[128] 



48 

 

p25Q-GFP Плазмида, аналогичная 

вышеописанной, отличающаяся 

от нее длиной 

полиглутаминового тракта, 

которая составляет здесь 25 

аминокислотных остатков 

[128] 

p103Q-RFP Плазмида, аналогичная p103Q-

GFP, в которой ген GFP заменен 

на RFP 

[134] 

p25Q-RFP Плазмида, аналогичная p25Q-

GFP, в которой ген GFP заменен 

на RFP 

[134] 

YEplac-181-QX-M-GFP Многокопийная дрожжевая 

плазмида, содержащая ген LEU2 

и  кодирующая гибридный белок 

Sup35, N-домен которого заменен 

на последовательность полиQX 

(где X - Y, P, L, E, R), а C-домен, 

заменен на GFP 

Получены в данной 

диссертационной работе 

YEp181-QX-2HA Плазмида, идентичная 

вышеописанной YEplac-181-QX-

M-GFP, в которой 

QX-область имеет различную 

длину и представляет из себя 

полиглутаминовый домен или 

полиглутаминовый домен со 

вставками некоторых 

Получены в данной 

диссертационной работе 
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аминокистлот (85Q, 76QY, 

101QT, 131Q, 120QY или 91QV). 

При этом GFP заменен на HA-

последовательность 

pRS315-SUP35-C+ 

SUP45 

Центромерная дрожжевая 

плазмида, содержащая ген LEU2, 

сконструированная на основе 

вектора pRS315, одновременно 

кодирующая С-домен белка 

Sup35(Sup35C) и белок Sup45 

 

Получена в данной 

диссертационной работе 

pRS315-SUP35-C Центромерная дрожжевая 

плазмида, содержащая ген LEU2, 

кодирующая С-домен белка 

Sup35(Sup35C) 

[163] 

pRS315-SUP45 Центромерная дрожжевая 

плазмида, содержащая ген LEU2, 

кодирующая белок Sup45 

[164] 

pALX1 Интегративная конструкция на 

основе лейцинового селективного 

маркера, для дизрупции гена 

PRB1 (prb1::LEU2) 

[165] 
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pYES2 Мультикопийная дрожжевая 

плазмида с урацильным 

ауксотрофным маркером 

Invitrogen 

pRS315 Центромерная дрожжевая 

плазмида, содержащая ген LEU2 

[166] 

YEplac181-RNQ1 Мультикопийная дрожжевая 

плазмида, содержащая ген LEU2 

и кодирующая белок Rnq1 

[138] 

pSUP35::TRP1 Интегративная конструкция на 

основе триптофанового 

селективного маркера для 

дизрупции гена SUP35 

(sup35::TRP1) 

[163] 

pDEF1::HIS3 Интегративная конструкция на 

основе гистидинового 

селективного маркера для 

дизрупции гена DEF1 (def1::HIS3) 

Получена в данной 

диссертационной работе 

YEplac181-NMS35-GFP Мультикопийная дрожжевая 

плазмида с лейциновым 

ауксотрофным маркером, 

кодирующая белок Sup35, в 

котором C-домен заменен на GFP 

[143] 
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pSBSE-QX-MC Мультикопийная плазмида, 

содержащая селективный маркер 

URA3 и  кодирующая гибридный 

белок Sup35, N-домен которого 

заменен на последовательность 

полиQX 

[70] 

 

Плазмиды, полученные с помощью гомологичной рекомбинации в дрожжевых клектах,  

были выделены из дрожжей и амплифицированы в E. coli, затем снова выделены. Плазмиды, 

полученные методами молекулярного клонирования in vitro, также были амплифицированы в E. 

coli и выделены. Все плазмиды, полученные в данной работе были отсеквенированы. 

Рестрикцию плазмидной ДНК, электрофорез фрагментов ДНК в агарозном геле и 

процедуру конструирования плазмид при помощи E. coli выполняли в соответствии со 

стандартными протоколами. Выделение плазмидной ДНК из клеток E. coli  и S. cerevisiae 

проводили в соответствии с представленными протоколами. Секвенирование ДНК проводили в 

ЦКП “Геном”.  

Аминокислотные последовательности полиглутаминовых доменов, кодируемых 

плазмидами p103Q-GFP(RFP), p25Q-GFP(RFP), соответственно, в однобуквенном коде: 

1. MDYKDDDDKLATLEKLMKAFESLKSFQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ

QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ

QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQLQPGGSl. 

2. MDYKDDDDKLATLEKLMKAFESLKSFQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQLQPG

GSl. 
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2.8. Приготовление и фракционирование дрожжевых лизатов 

Культуру клеток дрожжей выращивали до середины логарифмической фазы роста 

(ОD600=1,5) при 30°С в жидкой селективной среде YNB или YPD. Суспензию клеток 

центрифугировали при 2000 оборотах в минуту в течение 4 минут. Добавляли к клеткам 800 

мкл дистиллированной воды. Переносили клетки в двухкубовые эппендорфы. 

Центрифугировали при 10000 оборотах в минуту. Супернатант отбрасывали. Дальнейшие 

операции проводили на льду. Добавляли к клеткам три объема стеклянных бус (0,5 мм) и 

лизирующий буфер (30 мМ Трис-HCl, pH 7.4, 150 мМ NaCl, 100 мM ингибитор протеаз PMSF 

(фенилметилсульфонилфторид), 2 мM DTT (дитиотреитол), 1 мМ EDTA, коктейль из 

ингибиторов протеаз - CompleteTM (Roche Applied Science)). Буфер для лизиса должен лишь 

слегка покрывать бусы. Разбивали клетки в течение 6 минут в холодной комнате на 

специальном приборе (Retsch MM 400). Осветляли полученную суспензию при 4000 оборотах в 

минуту в течение 4 минут. Осветление проводили в холодной комнате на настольной 

центрифуге Eppendorf. Полученный в ходе осаждения супернатант использовали для 

дальнейших экспериментов. 

2.9. Исследование количеств растворимых форм белков при помощи 

ультрацентрифугирования 

Для сравнения количеств  растворимых форм белков Sup35 и Sup45 в дрожжевых лизатах 

применяли метод ультрацентрифугирования. Дрожжевые лизаты центрифугировали при 100000 

g на ультрацентрифуге Beckman Optima MAX-TL (около 50000 оборотов в минуту) в течение 1 

часа при 4 °C. 

2.10. Белковый гель-электрофорез,  иммуноблотинг 

Для определения количества растворимых форм белков Sup35 и Sup45 использовали 

электрофорез в полиакриламидном геле в присутствии ДСН в соответствии со стандартным 

протоколом [167], однако наносимые пробы не кипятили.  

Чтобы сравнить количества белков HttQ25-GFP и 120QY-GFP, находящихся в 

агрегированной и растворимой формах, использовали электрофоретический метод, 

разработанный в нашей лаборатории [139, 168],  с некоторыми модификациями.  

Основной метод основан на том, что крупные амилоидные агрегаты распадаются под 

действием ДСН до одиночных амилоидных фибрилл при комнатной температуре [68], которые 

не входят в полиакриламидный гель (7,5%), застревая на старте. Таким образом, это позволяет 

разделять полимерную и мономерную формы белков.  
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Следовательно,  если прокипятить гель в течение 5 минут, то застрявшие на старте 

амилоиды, деградируют до мономерных белков, которые легко войдут в гель. При этом можно 

будет оценить количество белка, находящегося в растворимой и агрегированной форме.  

Для этого осветленные лизаты дрожжевых клеток, содержащие белки HttQ25-GFP и 

120QY-GFP, смешивали в отношении 1:2 с лизирующим буфером. Затем добавляли 

четырехкратный буфер для нанесения. Полученную смесь вносили на полиакриламидный гель 

и запускали электрофорез. После того, как пробы входили в разделяющий гель, конструкцию 

для ПААГ электрофореза разбирали, в лунки вносили дополнительное количество разведенного 

буфера для нанесения (содержащего ДСН) и кипятили гель в течение 5 минут. За это время 

амилоидные полимеры распадались до мономеров, которые без труда входят в гель. Далее 

прибор для ПААГ-электрофореза вновь собирали и проводили электрофорез до конца. 

Для электрофоретического разделения амилоидных полимеров применяли агарозный 

электрофорез в полуденатурирующих условиях (SDD-AGE).  Для данного метода использовали 

горизонтальные 2% агарозные гели, приготовленные на буфере TAE (Tris-Acetate-EDTA) c 

0,1% SDS. Данный метод, как и предыдущий, основан на том, что в присутствии SDS белковые 

агрегаты распадаются на отдельные фибриллы, которые можно разделять в агарозном геле. 

Такое неклассическое применение агарозного геля связано с тем, что в таком геле размер пор 

больше, чем в акриламидном, и это позволяет амилоидным полимерам, насыщенным ДСН, 

мигрировать через гель под действием разности потенциалов. 

Приготовленные образцы (осветленные клеточные лизаты) смешивали с буфером для 

нанесения образцов (0,5 кратный ТАЕ, 2% SDS, 5% глицерол и 0,05% бромфеноловый синий) и 

наносили на агарозный электрофорез. Амилоидные полимеры отличаются по размеру, поэтому 

мигрируют в геле с различной скоростью, растягиваясь в геле в сплошную длинную полосу, в 

то время как мономерная фракция бежит одним пятном наравне с фронтом.  

После элетрофоретического разделения белки переносили на нитроцеллюлозную 

мембрану и детектировали при помощи иммуноблотинга. Перенос белков после агарозного 

электрофореза осуществляли при помощи вакуумной установки Vacugene XL (Pharmacia) в 

течение 5 часов. Для переноса использовали буфер TBS (25 mM Трис, 150 mM NaCl, 2 mM KCl, 

pH 7,4). 

Мембрану с адсорбированными на ней белками инкубировали на качалке в буфере TBS 

(0,4 % (2 г/ 500 мл)) в течение 1 часа. После этого мембрану переносили в ванночку с новой 

порцией того же буфера, добавляли первичные антитела: мышиные против HA-антигена 

(Sigma), Flag-эпитопа (ThermoFisher Scientific) или кроличьи против Sup35NM, Sup35C, GFP 

(Santa Cruz,) и инкубировали на качалке в течение двух часов. Далее два раза промывали 

мембрану раствором ТBS c 0,08% Tween-20, и помещали в новую порцию буфера смешанного 
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со вторичными антителами против кроличьих (ThermoFisher Scientific)  или мышиных (Sigma) 

антигенов. Инкубировали 1 час на качалке. Затем трижды промывали раствором ТBS c 0,08% 

Tween-20 (по 15 минут), а после этого трижды промывали буфером TBS. Вторичные антитела 

связаны с пероксидазой хрена, что позволяет детектировать их с помощью 

хемолюминесцентного субстрата. В качестве такого субстрата использовали ECL (Amersham 

BioScience). Детекцию проводили на приборе (Fusion Sl Vilber Lourmat). 

2.11. Спот тест для оценки жизнеспособности клеток дрожжей 

продуцирующих рекомбинантные белки  

В данной работе изучалось влияние амилоидов мутантного и нормального гентингтина на 

рост дрожжевых клеток, а также модуляция токсических эффектов, связанных с увеличенной 

продукцией данных белков, при помощи ряда делеций. Чтобы оценить эффекты влияния 

продукции этих полиглутаминовых белков на рост клеток дрожжей S.cerevisiae,  мы 

использовали спот тест. Гены мутантного и нормального гентингтина находятся под контролем 

галактозного промотора, который репрессирован на среде с глюкозой, однако при переносе 

клеток на среду, содержащую галактозу, происходит активация галактозного промотора. Таким 

образом, можно увидеть, как синтез данных рекомбинантных белков влияет на 

жизнеспособность клетки. Такой спот тест был сделан для каждого из штаммов, используемых 

в данной диссертационной работе, и он явился одним из главных инструментов исследования.  

Дрожжевые клетки выращивали в жидкой селективной среде с глюкозой до середины 

логарифмической фазы роста (YNB: 0.67% Yeast Nitrogen Base, 2% глюкозы) и переносили  в 

жидкую среду (YNB: 0.67% Yeast Nitrogen Base) с 2% раффинозой в качестве единственного 

источника углерода (описано выше), где инкубировали в течение 4 часов. Далее измеряли 

оптическую плотность клеток (OD600) на спектрофотометре (Yanaco Spectrophotometer UO-

2000) и выравнивали концентрацию клеток добавлением дополнительного объема среды (для 

каждой опытной точки). После этого отбирали 100 мкл клеточной суспензии и переносили в 

стерильную 96-луночную плашку.  Клеточную суспензию разводили в 5, 25, 125 и 625 раз и 

раскапывали на чашки с твердой селективной средой: галактозой - опыт и глюкозой - контроль. 

Чашка с глюкозой использовалась для количественного контроля за нанесением одинакового 

числа клеток, так как на среде с глюкозой цитотоксический эффект полимеров гентингтина не 

проявляется. 

2.12. Измерение уровня интенсивности флуоресценции 

Дрожжевые клетки выращивали в жидкой среде, как описано выше. Полученные 

клеточные суспензии выравнивали по оптической плотности, доводя ее до 0,5 при длине волны 
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600. Измерение уровня флуоресценции RFP проводили при использовании мультиплашечного 

ридера (Multimode Plate Reader EnSpire (PerkinElmer)). Длина волны возбуждающего света – 555 

нм. Регистрацию флуоресценции проводили при длине волны – 600 нм. Использовали три 

независимо полученных трансформанта для каждой исследуемой точки. 
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Глава 3. Результаты 

3.1. Продукция некоторых искусственных глутамин-богатых белков 

вместе с белком Htt25Q-GFP токсична для клеток дрожжей S. сerevisiae 

Белковый продукт первого экзона гена мутантного гентингтина с удлиненным 

полиглутаминовым трактом, содержащим 103 остатка глутамина (Htt103Q), соединенный с 

зеленым флуоресцирующим белком (GFP) часто используется для моделирования болезни 

Гентингтона в дрожжах S. сerevisiae, так как склонный к агрегации белок Htt103Q сильно 

замедляет рост клеток дрожжей, тем самым проявляя токсический эффект. В свою очередь 

наличие GFP позволяет использовать микроскопические методы для наблюдения за агрегатами 

Htt103Q-GFP. Важно, что похожий белок, но содержащий 25 остатков глутамина, Htt25Q-GFP, 

не образует амилоидных агрегатов и не вызывает токсического эффекта, поэтому обычно 

используется в качестве контроля [169]. В данной работе эти результаты были воспроизведены 

и подтверждены (Рис. 6). 
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Рисунок 6. Дрожжевая модель болезни Гентингтона. Слева показан рост клеток 

дрожжей на твердой питательной среде с галактозой в присутствии мутантного (Htt103Q-GFP) 

и нормального (Htt25Q-GFP) Гентингтина. Продукция Htt103Q-GFP в отличие от Htt25Q-GFP 

замедляет рост клеток. Справа показана локализация флуоресценции, диффузная 

флуоресценция в случае продукции Htt25Q-GFP и образование точечных агрегатов в случае 

продукции Htt103Q-GFP [169]. 

Ранее было показано, что в дрожжевых клетках Htt103Q-GFP формирует ДСН-устойчивые 

агрегаты, которые имеют амилоидную природу, так как они устойчивы к обработке 

детергентами, что является общим свойством для всех амилоидов. Также было 

продемонстрировано, что агрегаты Htt103Q-GFP могут вызывать амилоидную агрегацию белка 

Sup35, что в свою очередь вызывает вовлечение его партнера - белка Sup45 в состав 

амилоидных агрегатов. Этот процесс был одним из факторов, вызывавших токсичность 

Htt103Q-GFP в клетках дрожжей [118].   

Амилоидная природа детергент устойчивых полимеров Htt103Q-GFP, формируемых в 

дрожжевых клетках, также подтверждается, тем фактом, что они содержат универсальные 

амилоидные эпитопы для связывания специфических анти-амилоидных ДНК аптамеров [130]. 

Несмотря на то, что в отличие от Htt103Q-GFP, Htt25Q-GFP не вызывает токсичности у 

дрожжей и не формирует флуоресцентные точечные агрегаты, при помощи SDD-AGE-анализа 

нам  удалось выявить следовое количество полимеров Htt25Q-GFP, возникающее вследствие 

взаимодействия мономерного Htt25Q-GFP c прионными фибриллами белка Rnq1, что 
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позволило нам предположить, что более эффективная полимеризация Htt25Q-GFP могла бы 

приводить к токсичности. Так как белки с длинными полиглутаминовыми областями 

формируют полимеры, которые способствуют агрегации белков с короткими 

полиглутаминовыми областями, неагрегирующими в отсутствии затравочной амилоидной 

матрицы [170, 171, 172, 173, 174], можно предположить, что полимеры белков с длинными 

полиглутаминовыми областями могут являться матрицами для эффективной кополимеризации 

белка Htt25Q-GFP.  

Ранее в нашей лаборатории был сконструирован набор плазмид, кодирующих белок 

Sup35, у которого N-концевой домен был заменен на полиглутаминовый домен со вставками 

всех других кодируемых аминокислотных остатков, кроме лизина и аспарагиновой кислоты. 

Таким образом, полученные белки состояли из MC-доменов Sup35 и полиглутаминового 

тракта, имеющего вид (QQQXQ)n, где n – число повторяющихся элементов, а X – это 

вставочная аминокислота (Рис. 7).  

 

 

Рисунок 7. Схематичное изображение искусственных полиглутаминовых белков. 

Полиглутаминовая область вида (QQQXQ)n, где X-любая аминокислота, а n-количество 

тандемных повторов, соединенная с МС-доменами белка Sup35. 

Было показано, что такие белки формируют нетоксичные ДСН-устойчивые полимеры в 

клетках дрожжей [70]. В данной работе мы модифицировали эти белки, заменив С-домен белка 

Sup35 на зеленый флуоресцентный белок, GFP, либо на два повтора последовательности 

гемагглютинина вируса гриппа (2HA). Далее нами была изучена способность данных белков 

индуцировать полимеризацию и вызывать токсичность белка Htt25Q-GFP.  

Сначала мы провели ряд экспериментов, в которых продуцировали белок Htt25Q-GFP с  

индивидуальными искусственными полиглутаминовыми белками, соединенными с GFP. Было 

обнаружено, что совместная продукция некоторых из этих белков с нормальным гентингтином 

приводит к токсичности. Это был белок с длинным полиглутаминовым трактом  (Q131), а также 

белки со вставкой тирозина, треонина, изолейцина, триптофана и серина (Рис. 8). 
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Рисунок 8. Совместная продукция некоторых искусственных глутамин-богатых 

белков и белка Htt25Q-GFP приводит к токсичности. Суспензии клеток [psi-][PIN+] штамма 

74-D694, содержащих пару мультикопийных плазмид: p25Q-GFP, кодирующую нормальный 

гентингтин Htt25Q-GFP и YEplac-181-QX-M-GFP, кодирующую один из полиглутаминовых 

белков полиQ/QX-GFP (-, пустой вектор) были нанесены на твердые среды с обозначенными 

источниками углерода. Синтез белка Htt25Q-GFP активируется на среде с галактозой (Gal). 

Перед тем, как нанести клетки дрожжей на чашки, содержащие глюкозу (Glc) или галактозу, 

клетки выращивали при 300С в жидкой селективной среде YNB с глюкозой (без лейцина и 

урацила) в соответствии с протоколом, описанном в разделе “материалы и методы”. Затем 

клетки переносили в жидкую селективную среду YNB с раффинозой на 4 часа. После этого 

выравнивали концентрацию клеток по оптической плотности (OD600=1) и высевали их на чашку 

с галактозой. Производили 5 серийных пятикратных разведений клеточных суспензий. Для  

контроля за нанесением одинакового числа клеток использовали чашку с глюкозой, так как на 

среде с глюкозой цитотоксический эффект полимеров нормального гентингтина не 

Гал Глю 
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проявляется. Совместная продукция белка HttQ25-GFP с полиглутаминовыми белками 76QY-, 

131Q-, 141Q-, 120QY-, 101QT-, 96QW- или 110QS-GFP вызывала замедление роста клеток. 
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Таким образом, наблюдаемый токсический эффект указывал на возможность 

полимеризации белка Htt25Q-GFP на матрицах искусственных полиглутаминовых белков. 

Чтобы подтвердить данное предположение, необходимо было непосредственно 

визуализировать амилоидные полимеры нормального гентингтина Htt25Q-GFP. 

Для того чтобы изучить способность белка Htt25Q-GFP к образованию амилоидных 

агрегатов были созданы клетки, продуцирующие этот белок совместно с искусственными 

полиглутаминовыми белками с 2HA-тэгом - полиQ/QX-2HA. Альтернативный биохимический 

маркер был необходим для наблюдения за поведением амилоидных полимеров нормального 

гентингтина и искусственных полиQ/QX белков на белковом агарозном форезе независимо друг 

от друга. Было проанализировано 7 полиглутаминовых белков, для которых GFP был заменен 

на 2HA эпитоп. Замена эпитопа была проведена для тех полиQ/QX последовательностей, у 

которых токсический эффект нормального гентингтина был наиболее очевиден (76QY-, 131Q-, 

120QY-, 101QT-). Белки 85Q- и 91QV-HA были также проанализированы в качестве контроля. 

Важно, что замена GFP на НА-тэг, не повлияла на способность этих белков вызывать 

токсичность в присутствии Htt25Q-GFP (Рис. 9).  
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Рисунок 9. Совместная продукция нормального гентингтина Htt25Q-GFP с 

полиQ/QX-HA белками приводит к токсичности. Клетки  [psi-][PIN+] штамма  74-D694, 

несущие пару мультикопийных плазмид: p25Q-GFP, кодирующую нормальный гентингтин 

Htt25Q-GFP и YEp181-QX-2HA, кодирующую один из полиглутаминовых белков полиQ/QX-

HA (-, пустой вектор), выращивали в жидкой селективной среде YNB с глюкозой, как описано в 

разделе “Материалы и методы”. После этого клетки переносили в жидкую селективную среду 

YNB с раффинозой на 4 часа, выравнивали концентрацию клеток по оптической плотности 

(OD600=1) и высевали их на чашку галактозой. Суспензии наносили последовательным 

разведением в пять раз. Для количественного контроля за нанесением одинакового числа 

клеток использовали чашку с глюкозой, так как на среде с глюкозой цитотоксический эффект 

полимеров нормального гентингтина не проявляется. Показали, что совместная продукция 

белка HttQ25-GFP вместе с одним из полиглутаминовых белков 76QY-, 131Q-, 120QY-, 101QT-

HA вызывала замедление роста клеток. 

 

 Наблюдаемый токсический эффект связан именно с продукцией белка Htt25Q-GFP в 

присуствии амилоидов искусственных полиглутаминовых белков, так как независимая 

продукция исскуственных полиглутаминовых белков не приводит к замедлению роста клеток 

(Рис 10).  

Гал Глю 
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Рисунок 10. Независимая продукция белков 76QY-HA и 120QY-HA на средах, 

содержащих в качестве источника углерода галактозу или глюкозу, не приводит к 

токсичности. Клетки  [psi-][PIN+] штамма  74-D694, несущие пару мультикопийных плазмид: 

p25Q-GFP, кодирующую нормальный гентингтин Htt25Q-GFP и YEp181-QY76(120)-2HA, 

кодирующую один из полиглутаминовых белков полиQ/QX-HA (-, пустой вектор), а также 

клетки [psi-][PIN+] штамма  74-D694, содержащие плазмиды pYES2 и YEp181-QY76(120)-2HA 

выращивали в жидкой селективной среде YNB с глюкозой, как описано в разделе “Материалы и 

методы”. После этого клетки переносили в жидкую селективную среду YNB с раффинозой на 4 

часа, выравнивали концентрацию клеток по оптической плотности (OD600=1) и высевали их на 

чашку галактозой. Суспензии наносили последовательным разведением в пять раз.  

 

Затем мы исследовали лизаты клеток, продуцирующих полиQ/QX-HA белки вместе с 

белком Htt25Q-GFP, при помощи агарозного фореза в полуденатурирующих условиях. Как и 

ожидалось, клетки, содержащие полимеры полиQ/QX белков, содержали также и полимеры 

белка Htt25Q-GFP, что подтверждало наше предположение о том, что полимеры полиQ/QX 

белков способны индуцировать полимеризацию белка Htt25Q-GFP. Интересно, что 

сверхпродукция белка Htt25Q-GFP в клетках, синтезирующих белки полиQ/QX увеличивала 

размер их полимеров. Скорее всего, это связано с ДСН-устойчивым присоединением 

мономеров Htt25Q-GFP. Интересно также, что помимо вышеназванных амилоидных 

полимеров, нами были обнаружены детергент устойчивые агрегаты белка Sup35 в клетках, 

продуцирующих белок Htt25Q-GFP (Рис. 11). Данное наблюдение позволило нам сделать 

предположение, что именно переход этого жизненного важного белка в полимерное состояние, 

играет основную роль в токсичности нормального гентингтина, по аналогии с механизмом 
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токсичности мутантного гентингтина, продемонстрированного в работе к.б.н. Н. В. Кочневой с 

соавторами (2012) [118]. Доказательство данного предположения изложено ниже. Стоит также 

отметить, что в клетках, синтезирующих искусственные полиглутаминовые белки 85Q-HA и 

131Q-HA, но не продуцирующих белок Htt25Q-GFP, также были обнаружены полимеры Sup35, 

что согласуется с данными, полученными в нашей лаборатории ранее [138]. По всей видимости, 

незначительное снижение количества растворимого Sup35 в этих случаях не влияет на рост 

клеток.     
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Рисунок 11. Полимеризация искусственных полиглутаминовых белков вызывает 

агрегацию белка Htt25Q-GFP. Полимеры Htt25Q-GFP способствуют эффективной 

полимеризации белка Sup35. В клетки штамма дрожжей 74-D694 [psi-][PIN+] вводили одну из 

плазмид, кодирующих искусственные полиQ/QX белки (76QY-, 85Q-, 91QV, 131Q-, 120QY-, 

101QT-HA), вместе с плазмидой, содержащей ген нормального гентингтина Htt25Q-GFP (-, 

пустой вектор в качестве контроля). Индукцию синтеза белка Htt25Q-GFP проводили в 
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соответствии с протоколом, описанном в разделе “Материалы и методы”. Клетки инкубировали 

в жидкой среде с галактозой 10 ч. После этого клетки осаждали и лизировали. Лизаты клеток 

были подвергнуты SDD-AGE-анализу на предмет наличия ДСН-устойчивых полимеров белков 

полиQ/QX-HA, Htt25Q-GFP и Sup35.  

3.2. Токсичность полимерной формы нормального гентенгтина Htt25Q-

GFP не всегда зависит от наличия амилоидов Rnq1 

В нашей лаборатории к.б.н. Н. В. Кочневой и к.б.н. А. И. Александровым в 2012 году 

было показано, что агрегация мутантного гентнгтина может быть токсична для клеток дрожжей 

даже в отсутствии прионных амилоидов белка Rnq1 ([pin-]) [118]. Мы решили узнать, будет ли 

совместная продукция полиQ/QX и нормального гентингтина Htt25Q-GFP замедлять рост 

клеток дрожжей, имеющих фенотип [pin-] (Рис. 12). 

 

 

Рисунок 12. Совместная продукция нормального гентингтина Htt25Q-GFP с 76QY-HA 

и 120QY-HA белками приводит к токсичности в клетках с фенотипом [pin-]. Для 

эксперимента использовали штамм 74-D694 [pin-]. Синтез Htt25Q-GFP индуцировали согласно 

Гал Глю 
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методике, описанной в разделе “материалы и методы”. Спот-тест для определения токсичности 

также проводили согласно представленному протоколу.  
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Было обнаружено, что продукция нормального гентингтина Htt25Q-GFP вместе с белками 

85Q-HA, 131Q-HA, 101QT-HA не приводит к токсическому эффекту в клетках имеющих 

фенотип [pin-]. Однако продукция белков 76QY-HA и 120QY-HA вместе с белком Htt25Q-GFP 

замедляет рост клеток дрожжей. По имеющимся литературным данным известно, что полимеры 

большинства искусственных полиглутаминовых белков хуже возникают de novo и менее 

эффективно полимеризуются в [pin-] клетках, поэтому общее количество полимеров 

уменьшается [70, 118, 138]. В результате этого уменьшается количество полимеров Htt25Q-GFP 

и вызываемые ими токсические эффекты. De novo возникновение и эффективность 

полимеризации белков 76QY-HA и 120QY-HA в меньшей степени зависят от наличия 

прионных амилоидов белка Rnq1, что может объяснять замедленный рост клеток при 

совместной продукции этих белков c  Htt25Q-GFP на фоне в [pin-] [70].  
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3.3. Делеция гена HSP104 в штамме 74D-694 снимает токсический 

эффект, связанный с  совместной продукцией белка Htt25Q-GFP с 

искусственными полиQ-белками 

В соответствии с данными опубликованными в работе к.б.н. И. М. Александрова (2008), 

делеция гена HSP104 приводит к уменьшению количества полимеров искусственных полиQ-

белков, существенно замедляет их de novo возникновение, а в некоторых случаях приводит к 

полной потере полимеризации [70]. Это связано с тем, что, во-первых, отсутвие шаперона 

Hsp104 приводит к элиминации [PIN+], во-вторых, существенно снижается эффективность 

фрагментации амилоидных полимеров. Это приводит к уменьшению количества свободных 

концов амилоидных полимеров, явлющихся матрицами для индукции полимеризации. 

Существенное снижение фрагментации также приводит к уменьшению вероятности попадания 

полиQ/QX-белков в дочерние клетки. В результате всех этих процессов количество вещества, 

индуцирующего переход нормального гентингтина в амилоидную форму, резко снижается, а, 

следовательно, и количество полимеризованного Htt25Q-GFP должно заметно снижаться, 

вызывая снятие токсических эффектов, связанных с амилоидами этого белка. Таким образом, 

учитывая литературные данные, мы ожидали снятия токсического эффекта, связанного с 

совместной продукцией полиQ/QX белков и белка Htt25Q-GFP в клетках, в которых 

делетирован ген HSP104, а также мы предпологали, что количество полимеризованного Htt25Q-

GFP в этих клетках будет заметно снижено, по сравнению с клетками, несущими ген HSP104. 

Экспериментальные данные хорошо согласуются с нашими ожиданиями (Рис. 13, 14). 
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Рисунок 13. Делеция HSP104 предотвращает токсический эффект Htt25Q-GFP в 

присутствии полиQX-HA белков. Клетки дрожжей штамма 74-D694 с делеций гена HSP104 

продуцирующие полиQX белки совместно с белком Htt25Q-GFP (одиночная продукция 

полиQX белков или белка Htt25Q-GFP в качестве контроля) были выращены и нанесены на 

чашки глюкозой и галактозой в соответствии с методиками, представленными в разделе 

“материалы методы”. Продукция белка Htt25Q-GFP активировалась на среде с галактозой.  

 

 

Гал Глю 
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Рисунок 14. Агрегация Htt25Q-GFP зависит от наличия шаперона Hsp104. В клетки 

дрожжей штамма 74D-694 [psi-][PIN+] и штамма 74D-694 ∆HSP 104 была трансформирована 

плазмида, кодирующая белок 120QY-HA, вместе с плазмидой, содержащей ген нормального 

гентингтина Htt25Q-GFP (-, пустой вектор в качестве контроля). Индукцию синтеза белка 

Htt25Q-GFP, агарозный форез в полуденатурирующих условиях, а также иммуноблотинг 

проводили в соответствии со стандартными протоколами, описанными в разделе “Материалы и 

методы”. При покраске блотов использовали антитела на HA- и GFP-тэг.  
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Стоит отметить одно интересное наблюдение: согласно денситометрическому анализу, 

удельное количество амилоидов Htt25Q-GFP, приходящееся на единицу полимеров 120QY-HA 

в штамме 74D-694 ∆HSP104 больше, чем в штамме 74D-694 дикого типа (1/1,5 и 1/0,6 

соответственно) (Рис. 14). Как уже было отмечено выше и как можно увидеть на рисунке 14, 

размер полимеров 120QY-HA в штамме с делецией гена HSP104 больше, чем у штамма дикого 

типа, при этом, по данным денситометрии, одинаковое количество (расчет по мономеру) 

разных по размеру полимеров 120QY-HA кополимеризуют  разное количество белка Htt25Q-

GFP. При одинаковом количестве полимеризованного 120QY-HA, расчитанного на мономер 

этого белка, крупные полимеры 120QY-HA имеют меньшее количество свободных концов, чем 

более мелкие, поэтому следовало бы ожидать, что крупные полимеры 120QY-HA будут хуже 

индуцировать амилоидную полимеризацию нормального гентингтина, однако наблюдается 

обратный эффект. Можно предположить, что более эффективная полимеризация Htt25Q-GFP в 

присуствии крупных амилоидов белка 120QY-HA происходит в результате того, что белок 

Htt25Q-GFP полимеризуется не только на концах амилоидных фибрилл белка 120QY-HA, но и 

на их “боковых поверхностях”. С другой стороны наличие шаперона Hsp104, 

фрагментирующего амилоды 120QY-HA, может препятствовать полимеризации белка Htt25Q-

GFP. 
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3.4. Сравнение размеров полимеров полиQ/QX белков, нормального 

гентингтина Htt25Q-GFP и белка Sup35 

Как уже было показано выше, агрегация искусственных полиQ/QX белков вызывает 

полимеризацию белка Htt25Q-GFP, полимеры которого индуцируют полимеризацию жизненно 

важного белка Sup35. SDD-AGE лизатов клеток демонстрирует, что при продукции белка 

Htt25Q-GFP размер агрегатов полиQ/QX белков меняется, что свидетельствует о 

взаимодействии Htt25Q-GFP с полиQ/QX белками. Кроме того, размеры комплексов белков 

Htt25Q-GFP и полиQ/QX совпадают, что указывает на то, что это единые, совместные 

комплексы, содержащие ДСН-устойчивые агрегаты Htt25Q-GFP и полиQ/QX белков. Размер 

агрегатов белка Sup35 и агрегатов, образуемых белками Htt25Q-GFP, полиQ/QX, одинаков, что 

свидетельствует о том, что белок Sup35 взаимодействует с белками Htt25Q-GFP и полиQ/QX. 

(Рис. 15). 
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Рисунок 15. Совместная агрегация белов Htt25Q-GFP, 76QY-HA(85Q-HA) и белка 

Sup35. Клетки дрожжей штамма 74D-694 [psi-][PIN+], продуцирующие Htt25Q-GFP и один из 

полиQ/QX белков (76QY-HA, 85Q-HA), были выращены в соответствии с методикой, 

представленной в разделе “Материалы и методы”. Индукция синтеза Htt25Q-GFP, SDD-AGE и 

иммуноблотинг проводили в соответствии со стандартными протоклами. Анализ размера 

полимеров проводили на одном форезе, для этого один и тот же образец наносили три раза для 

покраски тремя разными антителами: на HA-тэг, GFP и С-концевой домен белка Sup35. Размер 

амилоидных полимеров, образованных искусственными полиглутаминовыми белками 85Q-HA, 

120QY-HA, размер полимеров нормального гентингтина Htt25Q-GFP, и размер неприонных 

амилоидов белка Sup35 совпадают.  
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3.5. Белок 25Q-RFP может переходить в агрегированное состояние и 

вызывать токсичность в присутствии амилоидов белка 120QY-HA 

Было продемонстрировано, что продукция белка Htt25Q-RFP, в котором С-концевой 

участок представлен  аминокислотной последовательность RFP вместо GFP, в присутствии 

амилоидов 120QY-HA токсична для дрожжевых клеток (Рис. 16) Стоит также отметить, что, как 

и его аналог - Htt25Q-GFP, белок Htt25Q-RFP образует ДСН-устойчивые агрегаты в 

присутствии полимеров белка 120QY-HA (данные представлены ниже). Таким образом, 

токсичность и способность к кополимеризации с амилоидами других белков нормального 

гентингтина - белка Htt25Q не зависит от природы его С-концевого домена. 

 

Рисунок 16. Замена GFP на RFP не влияет на токсичность агрегатов немутантного 

гентингтина. Штамм 74-D694 [psi-][PIN+] трансформировали двумя плазмидами, 

кодирующими белок Htt25Q-RFP и белок 120QY-HA (для контроля использовали Htt25Q-RFP и 

пустой вектор). Полученные клетки высевали на среду с галактозой и глюкозой в соответствии 

с методикой, описанной в разделе “Материалы и методы”.  

Гал Глю 
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3.6. Агрегаты Htt25Q-RFP обнаруживаются с помощью флуоресцентной 

корреляционной спектроскопии (работа выполнена совместно с Ю.Н. 

Антоненко) 

Известно, что белок Htt103Q-GFP образует микроскопически-детектируемые 

флуоресцентные агрегаты в клетках дрожжей с фенотипом [PIN+]. В отличие от Htt103Q-GFP, 

белок Htt25Q-GFP такие агрегаты не образует. Интересно было выяснить, будет ли происходить 

образование видимых флуоресцентных агрегатов при продукции белка Htt25Q-GFP(RFP) 

вместе с искусственными полиглутаминовыми белками. Анализ с использованием 

флуоресцентного микроскопа таких агрегатов не выявил (Рис. 17), однако было выдвинуто 

предположение, что эти агрегаты существуют, но не детектируются с помощью 

флуоресцентного микроскопа из-за своих мелких размеров. 
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Рисунок 17. Белок Htt25Q-GFP(RFP) в отличие от Htt103Q-GFP не формирует 

видимых флуоресцентных агрегатов даже в присутствии искусственных белков. Клетки 

штамма дрожжей 74-D694 [psi-][PIN+] трансформировали плазмидами, кодирующими белки 

Htt103Q-GFP или Htt25Q-GFP(RFP). Затем в клетки, несущие конструкции, кодирующие белок 

Htt25Q-GFP(RFP), вводилась плазмида, кодирующая один из полиQ-HA белков или Yeplac181 

(пустой вектор). Индукция синтеза модельного гентингтина проводили в соответствии с 

протоколом, описанном в разделе “Материалы и методы” с небольшими изменениями: клетки 

выращивали с добавлением двукратной порции аденина, чтобы избежать накопления красного 

пигмента, что характерно для ade1, ade2 мутантов. Наблюдение за клетками производили при 

помощи флуоресцентного микроскопа (Zeiss Axioskop). Изображения были получены с 

использованием цифровой камеры (Olympus CCD). 
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Чтобы проверить данное предположение мы использовали метод флуоресцентной 

корреляционной спектроскопии. Этот метод основан на регистрации флуктуаций 

флуоресценции  дисперсных частиц или макромолекул в фиксированном микрообъеме. 

Коэффициент диффузии частиц обратно пропорционален характерному времени релаксации 

флуктуаций интенсивности флуоресценции. Это характерное время, в свою очередь, есть время 

затухания экспоненциальной временной корреляционной функции флуоресценции, которая 

измеряется с помощью цифрового коррелятора.  Таким образом, чем больше размер частицы, 

тем медленнее происходит затухание данной временной функции. 

Флуоресцентная корреляционная спектроскопия является удобным инструментом для 

определения диффузионных свойств флуоресцирующих молекул как в клетках, так и в 

клеточных лизатах [175, 176]. Такой метод использовался для определения размеров 

диффузных агрегатов Sup35-GFP в клетках [PSI+], в которых отсутствовали точечные агрегаты, 

видимые в флуоресцентный микроскоп [177]. С помощью данного метода нам удалось 

обнаружить замедленную диффузию белка Htt25Q-RFP в присутствии 120QY-HA, что 

подтверждает наличие агрегатов. Обнаруженные скорости диффузии указывают на малый 

размер агрегатов. Кроме того, измеренная яркость частиц Htt25Q-RFP, в среднем была вчетверо 

меньше чем, яркость частиц HttQ25-RFP в присутствии 120QY-HA. Это указывает на то, что 

агрегаты Htt25Q-GFP+120QY-HA  содержат в среднем 4 мономера.  
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3.7. Токсичность Htt25Q связана с истощением растворимых форм 

белков Sup35 и Sup45 

У дрожжей важным источником токсичности мутантного гентингтина Htt103Q-GFP 

является уменьшение количества растворимой формы жизненно важного фактора терминации 

трансляции Sup35 из-за его перехода в амилоидное состояние и, как следствие этого процесса, 

уменьшение растворимой формы белка Sup45, который при  взаимодействии с белком Sup35 

переходит в нерастворимую амилоидную фракцию [118, 141, 142]. Таким образом, можно было 

предполагать, что аналогичный механизм лежит и в основе токсического эффекта агрегатов 

Htt25Q-GFP, о чем также свидетельствовали результаты, полученные при изучении 

полимеризации белков Htt25Q-GFP и Sup35 при помощи агарозного фореза. Электрофорез в 

полуденатурирующих условиях показал, что сами по себе полимеры белков полиQ/QX-HA не 

способны эффективно индуцировать полимеризацию Sup35 (Рис.  11). Только амилоиды белков 

85Q-HA и 131Q-HA способствовали появлению следовых количеств полимеров Sup35. Это 

согласуется с наблюдениями, сделанными ранее в нашей лаборатории, демонстрирующими, что 

гомогенные полиQ последовательности индуцируют полимеризацию Sup35 лучше, чем 

полиглутаминовые последовательности со вставкой какой-либо аминокислоты, например, 

тирозина (полиQY) [138]. Напротив, совместная продукция ряда искусственных полиQ белков 

совместно с белком Htt25Q-GFP, вызывающая появление амилоидов нормального гентингтина, 

всегда приводила к появлению полимеров Sup35.  

Примечательно, что помимо индукции полимеризации белка Sup35, полимеры 

гентингтина дикого типа Htt25Q-RFP также приводили к появлению детергент-нерастворимых 

агрегатов некоторых других белков: Def1 (данные представлены ниже), Yir003w, Ylr278c. 

Важно, что данные белки колокализуются с агрегатами мутантного гентингтина Htt103Q-GFP 

[149] и делеции соответствующих генов приводят к снятию токсичности, вызванной 

продукцией Htt103Q-GFP [150]. Как и в случае с белком Sup35, амилоидная полимеризация 

Yir003, Ylr278c, Def1 зависела от полимеров Htt25Q-RFP, но не от полимеров 120QY-HA (Рис. 

18).  
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Рисунок 18. Совместная продукция белков Htt25Q-RFP и 120QY-HA приводит к 

переходу клеточных Q/N-богатых белков Yir003, Ylr278c в амилоидное состояние. В 

исследовании использовали клетки из дрожжевой GFP-коллекции, продуцирующие белки 

Yir003, Ylr278c, меченные GFP. В клетки трансформировали плазмиду, кодирующую белки  

Htt25Q-GFP и 120QY-HA, либо только 120QY-HA в качестве контроля. Индукцию синтеза 

Htt25Q-GFP, SDD-AGE форез и иммуноблотинг проводили в соответствии со стандартными 

методиками. Для покраски блотов использовали антитела на GFP, FLAG-эпитоп и HA тэг.  
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Мы предположили, что различия в кополимеризационных свойствах  между  амилоидами 

белка Htt25Q-GFP и амилоидами полиQ/QX-HA белков  возникают вследствие существенной 

разницы в уровнях экспрессии нормального модельного гентингтина и модельных полиQ 

белков.  Уровень экспрессии Htt25Q-GFP гораздо выше, чем у полиQ/QX-HA 

последовательностей, а, следовательно, и полимеров Htt25Q-GFP должно быть больше, чем 

полимеров полиQ/QX-HA белков, и, таким образом, большее количество амилоидных 

полимеров Htt25Q-GFP будет эффективнее индуцировать амилоидную полимеризацию белка 

Sup35. Однако количественный анализ показал, что уровень полимеров Htt25Q-GFP превышает 

уровень полимеров белков 76QY- или 120QY-GFP не более чем в 2 раза (Рис. 19). Для 

количественной оценки уровня полимеризованного вещества был использован метод 

денситометрического анализа изображений с помощью программы ImageJ. Измерения были 

проведены для 6 независимо полученных трансформантов. Скорее всего, такая небольшая 

разница в количестве полимеров Htt25Q-GFP и полиQ/QX белков не объясняет существенные 

различия в их кополимеризационных свойствах. 
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Рисунок 19. Сравнение количества мономеров Htt25Q-GFP и QY-белков в составе 

амилоидных полимеров. Использовали дрожжевые клетки штамма 74D-694 [psi-] [PIN+], 

содержащие плазмиды, кодирующие белки Htt25Q-GFP и 76QY-GFP, либо Htt25Q-GFP и 

120QY-GFP. Клетки были выращены в соответствии с методикой, описанной в разделе 

“Материалы и методы”. Индукция синтеза Htt25Q-GFP,  электрофорез в полиакриламидном 

геле с последующим кипячением и иммуноблотинг проводили в соответствии с описанными 

протоколами. Покраску блотов осуществляли с помощью антител к GFP. Мономерная форма 

белков бежит ближе к фронту. Полимеры Htt25Q-GFP и полиQY белков в результате кипячения 

в ДСН распадаются до мономеров, которые входят в полиакриламидный гель. Количества 

мономерных белков Htt25Q-GFP и полиQY в составе полимера отличаются незначительно: 

уровень мономерного Htt25Q-GFP превосходит уровень монормерного полиQY белка в составе 

полимера не более, чем в 2 раза (в 1,4 для 76QY-GFP, в 2 для 120QY-GFP). Количественные 

измерения проводили с использованием программы денситометрического анализа изображений 

ImageJ.  
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Таким образом, различия в эффективности кополимеризации  амилоидами белков 

полиQ/QX и Htt25Q-GFP белка Sup35 остаются неясными. Возможно, различие в 

кополимеризационных свойствах этих белков связано с N-концевой последовательностью 

Htt25Q-GFP (FLAG-эпитоп вместе с 17 аминокислотами, кодирующие начало первого экзона 

гена гентингтина), которая делает этот белок эффективным индуктором полимеризации Q/N-

богатых белков, в частности белка Sup35. 

Полученные данные показали, что полимеры Htt25Q-GFP индуцируют полимеризацию 

белка Sup35, что может быть причиной токсического эффекта в клетках дрожжей. Для проверки 

этой гипотезы в клетках дрожжей штамма 74-D694 [psi−][PIN+] была продуцирована  

неагрегирующая форма белка Sup35, которая лишена NM доменов (Sup35C), вместо 

полноразмерного белка. Нами было показано, что замена полноразмерного белка Sup35 на его 

С-домен, приводит к снятию токсического эффекта полимеров HttQ25-GFP (Рис. 20).  
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Рисунок 20. Токсичность полимеров Htt25Q-GFP связана с истощением жизненно 

важных факторов терминации Sup35 и Sup45. Использовали дрожжевые клетки штамма 74-

D694 [psi−][PIN+], содержащие плазмиду, кодирующую последовательности одновременно 

двух белков 120QY-HA и Htt25Q-GFP, или клетки, содержащие плазмиду, кодирующую белок 

Htt25Q-GFP. Также использовали клетки штамма 74-D694 [psi−][PIN+] с делецией гена SUP35, 

прикрытую автономной центромерной плазмидой, кодирующей жизненно важный С-концевой 

домен белка Sup35. В дрожжевые клетки без делеции гена SUP35 вводили одну из трех 

плазмид, кодирующую либо С-домен белка Sup35, либо белок Sup45, либо одновременно и C-

домен белка Sup35, и белок Sup45. Дрожжевые клетки с делецией гена SUP35 

трансформировали одной из двух плазмид, экспрессирующих гены HTT25Q-GFP+120YQ-HA в 

первом случае, HTT25Q-GFP во втором. Клетки выращивали в селективной среде и проводили 

дерепрессию галактозного промотора в соответствии с протоколами, описанными в разделе 

“Материалы и методы”. Затем делали последовательные разведения в 5 раз и переносили 

клетки на среду с глюкозой и галактозой в соответствии с методикой. Одновременная 

продукция C-домена белка Sup35 и белка Sup45 приводила к снятию токсического эффекта, 

вызванного полимерами белка Htt25Q-GFP в штамме 74-D694 [psi−][PIN+] дикого типа. 

Продукция белков Htt25Q-GFP и 120QY-HA в штамме 74-D694 [psi−][PIN+] ∆SUP35(+SUP35C) 

не приводила к появлению токсического эффекта, что также свидетельствует об участии белка 

Sup35 в процессе замедления роста клеток, вызванного полимерами Htt25Q-GFP (объяснение в 

тексте). 
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Важно отметить, что совместная продукция Sup35C с белком Sup35 дикого типа не 

приводила к улучшению роста клеток, которые продуцировали Htt25Q-GFP и 120QY-HA. Это 

указывает на то, что не только уменьшение растворимой формы белка Sup35 приводит к 

токсичности, но также вклад в токсический эффект вносят полимеры белка Sup35. Это 

соответствует результатам, полученным для мутантного гентингтина Htt103Q-GFP, 

токсичность которого зависела не только от уменьшения растворимой формы белка Sup35, но 

также от появления полимеров белка Sup35. Амилоидные полимеры белка Sup35 увлекали в 

нерастворимую фракцию другой жизненно важный белок - фактор терминации трансляции 

Sup45, который является функциональным партнером белка Sup35 [118]. Действительно, как и 

в случае с мутантным гентингтином Htt103Q-GFP, полимеры белка Htt25Q-GFP вызывали 

истощение активного пула растворимых Sup35 и Sup45, хотя и в меньшей степени (Рис. 21).  
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Рисунок 21. Анализ количества растворимых форм белков Sup35 и Sup45 в 

присутствии Htt103Q-GFP, агрегированной и растворимой формы белка Htt25Q-GFP. 

Дрожжевые клетки штамма 74-D694 [psi−][PIN+], несущие плазмиды, кодирующие белки 

Htt103-GFP, Htt25Q-GFP+120QY-HA или Htt25Q-GFP выращивали в селективной среде и 

индуцировали синтез рекомбинантных белков. Затем клетки лизировали, а лизаты 

фракцинировали при помощи ультрацентрифугирования. После этого анализировали 

супернатанты при помощи полиакриламидного фореза и вестерн блоттинга с использованием 

поликлональных антител на NM-домены белка Sup35 и на белок Sup45. Количество белков 

Sup35 и Sup45 в клетках, продуцирующих белок Htt25Q-GFP, принимали за 100% и определяли 

их  относительные количества в клетках продуцирующих Htt103Q-GFP или Htt25Q-

GFP+120QY-HA. Количественный анализ проводили при помощи денситометрического метода 

с использованием программы ImageJ. Представлены усредненные данные для трех независимо-

полученных трансформантов каждого типа.  

 

Однако, в отличие от мутантного гентингтина, сверхпродукция Sup45 не снимала 

токсический эффект нормального гентингтина. Только одновременная сверхпродукция Sup35C 

и Sup45 в штамме с геном SUP35 дикого типа, продуцирующим Htt25Q-GFP вместе с 120QY-

HA, приводила к частичному снятию токсического эффекта нормального гентингтина (Рис. 20). 

 

3.8. Сверхпродукция прионного белка Rnq1 приводит к агрегации и 

токсичности белка Htt25Q-GFP в клетках с фенотипом [PIN+]  

Как было отмечено выше, [PIN+] фенотип приводит к появлению остаточного количества 

полимеров Htt25Q-GFP, что не вызывает токсического эффекта. Неэффективная индукция 

полимеризации Htt25Q-GFP, в данном случае, может быть вызвана малым количеством 

полимеров Rnq1 в [PIN+] клетках. Это подтверждается тем, что полимеры белка Pub1 - 

дрожжевого белка, имеющего Q/N-богатый домен, возникают в [PIN+] клетках только в случае 
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повышенных уровней экспрессии как Rnq1, так и Pub1 [138]. Аналогичная ситуация 

наблюдается и для белка Htt25Q-GFP, который эффективно полимеризуется и вызывает 

токсичность в [PIN+] клетках на фоне сверхпродукции Rnq1. Как и в предыдущих случаях, 

здесь полимеризация Htt25Q-GFP сопровождается появлением полимеров белка Sup35 (Рис. 

22). 



88 

 

 

 
 

Рисунок 22. Белок Htt25Q-GFP агрегирует и вызывает токсичность в [PIN+]  клетках 

на фоне сверхпродукции белка Rnq1.  A) Рост клеток дрожжей штамма 74-D694 [psi−][PIN+], 

сверхпродуцирующих один из белков Htt25Q-GFP, Rnq1 или оба сразу. Клетки выращивали на 

селективной среде и индуцировали синтез рекомбинантных белков на твердой среде с 

галактозой в соответствии с описанными методиками. Одновременная сверхпродуция двух 

белков Htt25Q-GFP и Rnq1 приводила к цитотоксичности. Б) Полученные выше трансформанты 

выращивали в селективной среде с глюкозой и индуцировали синтез белка Htt25Q-GFP в 

жидкой среде с галактозой. Далее производили лизис клеток и анилизировали лизаты при 

помощи SDD-AGE и вестерн-блоттинга (применяли поликлональные антитела к GFP-, NM-

Sup35-, Rnq1-эпитопам).  
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Интересно, что полимеры Sup35 не возникают в [PIN+] клетках, сверхпродуцирующих 

Rnq1, в отсутствии Htt25Q-GFP, что подтверждает тот факт, что полимеризация Sup35 зависит 

исключительно от Htt25Q-GFP.  

Таким образом, не только амилоиды, образованные искусственными полиглутаминовыми 

белками, но и амилоиды собственных белков дрожжей (Rnq1) могут индуцировать амилоидную 

полимеризацию белка Htt25Q-GFP, и вызывать цитотоксичность. В результате перехода белка 

Htt25Q-GFP в амилоидное состояние происходит полимеризация жизненно важного белка, 

фактора терминации трансляции Sup35, что, как уже было показано, с неизбежностью ведет к 

истощению мономерных фракций белков Suз35 и Sup45. Это указывает на то, что токсический 

эффект, наблюдаемый в случае продукции белка HttQ25-GFP в [PIN+] клетках на фоне 

сверхпродукции белка Rnq1, прежде всего, связан с инактивацией факторов терминации 

трансляции Sup35 и Sup45. 
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3.9. Растворимый Htt25Q-GFP может проявлять токсичность в 

неоптимальных для роста условиях 

Не только [PIN+] фенотип, но и [PSI+] вызывает токсичность мутантного гентингтина 

Htt103Q-GFP [131]. Это побудило нас проверить способность [PSI+]-полимеров вызывать 

токсичность и полимеризацию нормального гентингтина Htt25Q-GFP. Как и ожидалось,  

сверхпродукция Htt25Q-GFP на фоне фенотипа [PSI+] ингибировала рост клеток. Данный 

эффект исчезал в присутствии неагрегирующего Sup35C (Рис. 23). 

  
 

Рисунок 23. Продукция Htt25Q-GFP в [PSI+] клетках приводит к цитотоксичности. В 

клетки штамма дрожжей 74-D694 [PSI+][PIN+] вводили одну из двух плазмид pQ25-GFP или 

pYES2. Затем в получившиеся трансформанты вводили либо центромерную плазмиду, 

кодирующую C-концевой домен белка Sup35, либо пустой вектор (−). В качестве контроля 

использовали производный от первого штамма штамм дрожжей 74-D694 [psi−][PIN+], в одном 

случае несущий плазмиды pQ25-GFP и Yeplac181, в другом pYES2 и Yeplac181 (два пустых 

вектора). Полученные клетки выращивали в жидкой селективной среде с глюкозой, переносили 

на три часа в среду с раффинозой и высевали на чашки с галактозой и глюкозой (контроль 

нанесения одинакового количества клеток на чашки). Все процедуры выполняли в соответствии 

с методиками, описанными в разделе “Материалы и методы”. 

Однако Htt25Q-GFP не полимеризовался в  [PSI+] клетках, несмотря на то, что этот белок 

образовывал амилоиды в [PIN+] клетках на фоне сверхпродукции Rnq1. Таким образом, 

наблюдаемая токсичность Htt25Q-GFP в [PSI+] клетках не связана с полимеризацией Htt25Q-

GFP (Рис. 24).  
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Рисунок 24. Белок Htt25Q-GFP не образует ДСН-устойчивых полимеров в штаммах 

дрожжей 74-D694 [PSI+][PIN+] и 74-D694 [psi−][PIN+]. Для исследования брали клетки 

дрожжей штамма 74-D694 [PSI+][PIN+] и 74-D694 [psi−][PIN+], содержащие плазмиду, 

кодирующую белок Htt25Q-GFP. В качестве позитивного контроля использовали клетки 

несущие плазмиду pYES2-120QY-2HA+Htt25-GFP. Клетки выращивали в селективной среде с 

глюкозой, производили индукцию синтеза рекомбинантных белков, лизис клеток, анализ 

полимеризации белка Htt25Q-GFP при помощи SDD-AGE и иммуноблотинга (покраска 

антителами на GFP). Все процедуры проводили в соответствии с протоколами, указанными в 

разделе “Материалы и методы”. 

 

 

Чтобы объяснить причины замедления роста клеток, мы предположили, что нормальный 

гентингтин Htt25Q-GFP, не агрегируя сам, вызывает усиление агрегации белка Sup35 в составе 

прионных амилоидов. Однако это предположение не подтвердилось, так как экспрессия Htt25Q-

GFP в [PSI+] клетках не уменьшала уровень растворимого Sup35 и не увеличивала количества 

его полимеров (Рис. 25). 
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Рисунок 25. Продукция белка Htt25Q-GFP в [PSI+] клетках не влияет на количество 

белка Sup35, находящегося в растворимой и агрегированной форме. Лизаты клеток 

дрожжей 74-D694 [PSI+][PIN+] с делецией гена PRB1, кодирующим протеиназу B (для 

избежания протеолитической деградации белка Sup35), продуцирующих  белок Htt-25Q-GFP, 

или контрольных клеток были проанализированы с помощью электрофореза и 

иммуноблотинга. Индукцию синтеза Htt25Q-GFP проводили в соответствии с протоколом, 

описанном в разделе “Материалы и методы”. A)  Анализ количества растворенной формы белка 

Sup35 проводили при помощи полиакриламидного фореза без кипячения. Использовали 

образцы без разведения, разведенные в 3 и в 9 раз. (Б) Анализ количества агрегированной 

формы белка Sup35 проводили при помощи SDD-AGE. Использовали образцы без разведения и 

разведенные в 3 раза. Для покраски блотов использовали антитела на NM-домены белка Sup35. 

 

Важно отметить, что на среде с галактозой  клетки [PSI+] растут медленнее, чем [psi-], при 

этом именно среда с галактозой используется для индукции экспрессии Htt25Q-GFP (Рис. 23), и 

эффект замедления роста становится более выраженным при продукции в клетках[PSI+] белка 

Htt25Q-GFP. Принимая это во внимание, мы предположили, что растворимый Htt25Q-GFP 

ингибирует рост клеток только в условиях, неоптимальных для роста дрожжей. Гипотеза 

подтверждается тем, что токсичность Htt25Q-GFP  также обнаруживается при росте клеток в 

присутствии некоторых агентов, ингибирующих рост дрожжей, таких как кофеин, додецил-

сульфат натрия и Конго Красный (Рис. 26), при этом не наблюдается агрегации Htt25Q-GFP. 
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Полученные данные показывают, что растворимая форма белка Htt25Q-GFP может вызывать 

токсичность в дрожжевых клетках, однако неясно связана ли эта токсичность с наличием 

полиглутаминовой области или же токсичность связана с GFP или просто тем фактом, что 

некий белок продуцируется на высоком уровне. Ген, кодирующий белок Htt25Q-GFP находится 

под контролем сильного галактозного промотера, что ведет к значительному увеличению 

уровня растворимого белка в клетках дрожжей. Согласно литературным данным белок GFP 

может быть токсичен  для клеток млекопитающих, в частности вызывая оксидативный стресс 

[212, 213]. Поэтому можно предположить, что высокие уровни продукции GFP-меченых белков 

могут оказывать токсическое действие на дрожжевые клетки. 

 

Рисунок 26. Растворимая форма белка Htt25Q-GFP может быть токсична в условиях, 

неоптимальных для роста клеток дрожжей. Дрожжевые клетки штамма  74-D694 [psi-][PIN+], 

содержащие плазмиду p25Q-GFP или пустой вектор, выращивали на селективной среде с 

глюкозой и затем переносили на 3 часа на среду с раффинозой для дерепрессии галактозного 

промотора. Далее количество клеток выравнивали по оптической плотности и делали 3 

последовательных разведения в 5, 25 и 125 раз. Полученные суспензии клеток наносили на 

чашки с 2% галактозой, 2% галактозой и 3 mM кофеином, 2%  галактозой и 0.006% ДСН, 2% 

галактозой и Конго Красным (5 μg/ml) и с 2% глюкозой. Клетки, продуцирующие белок Htt25Q-

GFP, хуже растут в условиях стресса, чем клетки, не синтезирующие данный белок.  

Чтобы дополнительно подтвердить тот факт, что мономерная форма белка Htt25Q-GFP 

может быть токсична для клеток дрожжей, было решено исследовать лизаты клеток, 

выращенных в стрессовых условиях, на предмет наличия в них амилоидных полимеров белка 

Htt25Q-GFP. В условиях, неоптимальных для роста дрожжей (рост клеток в присутствии 

Гал Глю 
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кофеина, ДСН, Конго Красного), при которых наблюдался замедленный рост в присутствии 

Htt25Q-GFP, данный белок практически не агрегировал (Рис. 27). 
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Рисунок 27. Белок Htt25Q-GFP не образует амилоидных полимеров при росте на 

среде с галактозой в присутствии ДСН, кофеина или Конго Красного. Дрожжевые клетки 

штамма дрожжей 74-D694 [psi-][PIN+], содержащие плазмиду p25Q-GFP, выращивали на 

селективной среде с глюкозой, затем проводили дерепрессию галактозного промотора в жидкой 

среде с раффинозой в течение 3-х часов. После этого переносили клетки в жидкую среду с 

галактозой и одним из трех компонентов (ДСН, кофеином или Конго Красным) для индукции 

синтеза белка Htt25Q-GFP в условиях стресса. Далее проводили анализ полимеризации белка 

Htt25Q-GFP при помощи SDD-AGE и иммуноблотинга (покраска поликлональными антителами 

на GFP). В качестве контроля использовали лизаты клеток, содержащие амилоидные полимеры 

белков Htt25Q-GFP и 120QY-HA. 
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3.10. Полимеры мутантного и нормального гентингтина по-разному 

индуцируют полимеризацию глутамин богатых белков 

Как уже было отмечено выше, Duenwald M. с соавторами [149] продемонстрировали, что 

полиглутаминовые белки – Def1 , Yir003w, Ylr278c - колокализуются с агрегатами мутантного 

гентингтина Htt103Q. Помимо этого, Нижниковым с соавторами было показано, что белок Def1 

дикого типа образует амилоидные полимеры при  сверхпродукции белка HttQ103 в штамме 74-

D694 [140]. Также известно, что делеция генов YIR003 и YLR278c существенно снижает 

количество агрегированного белка Htt103Q, уменьшая токсический эффект. Делеция гена 

DEF1 не влияет на количество агрегированного Htt103Q, но также приводит к снятию 

токсиности в клетках, сверхпродуцирующих белок Htt103Q [149, 150]. Так как белки Def1, 

Yir003w, Ylr278c принимают участие в агрегации и токсичности мутантного гентингтина, было 

решено подробнее изучить природу белок-белковых взаимодействий, формируемых данными 

белками в присутствии амилоидов Htt103Q, и выяснить, будут ли данные белки переходить в 

амилоидное состояние в присутствии амилоидов Htt25Q. Было установлено, что белки Def1, 

Yir003w, Ylr278c образуют ДСН-устойчивые комплексы в присутствии как амилоидов белка 

Htt103Q-RFP, так и амилоидов белка Htt25Q-RFP (Рис. 28). 
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Рисунок 28. Полимеры мутантного и нормального гентингтина индуцируют переход 

в амилоидное состояние белков Def1, Yir003w и  Ylr278c с разной эффективностью. В 

клетки дрожжей штамма BY4741, продуцирующие указанные белки, слитые с GFP, 

трансформировали плазмиду  p103Q-RFP или p25Q-RFP. Клетки выращивали в жидкой 

селективной среде с глюкозой, переносили на 3 часа на среду с раффинозой и индуцировали 

синтез рекомбинантных белков на среде с галактозой. Лизаты клеток были подвергнуты SDD-

AGE анализу. Агрегацию белков исследовали при помощи иммуноблотинга. Покраску блотов 

производили с использованием поликлональных антител на GFP и Flag-эпитоп. Все 

эксперименты проводили в соответствии с протоколами, описанными в разделе “Материалы и 

методы”. 
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Можно отметить, что амилоиды Htt103-RFP и Htt25Q-RFP с разной эффективностью 

индуцировали полимеризацию белков, слитых с GFP: амилоиды белка Htt103Q-RFP лучше 

индуцировали амилоидную полимеризацию белка Def1, амилоиды Htt25Q-RFP – белков 

Yir003w и Ylr278c. Этот результат может говорить о том, что длина полиглутаминового 

фрагмента белка гентингтина в некоторых случаях может не является определяющим 

критерием для эффективной индукции полимеризации какого-либо амилоидогенного белка. 

Нами продемонстрировано, что амилоиды, образованные белком Htt25Q-RFP, могут быть 

лучшими индукторами амилоидной полимеризации, чем амилоиды Htt103Q-RFP. Механизмы, 

лежащие в основе данного явления, не ясны.  Если предположить что у амилоидов белков с 

длинными полиQ доменами, площадь кополимеризующей поверхности больше, чем у 

амилоидов коротких полиQ белков, то можно сделать вывод, что в некоторых случаях 

основную роль в индукции полимеризации играет не площадь поверхности “фибриллы-

индуктора”, а сродство этой поверхности  к белковой молекуле конкретного белка, которое 

может определяться типом укладки “фибриллы индуктора”, третичной структурой 

кополимеризуемого амилоидогенного белка и молекулярным микроокружением. С другой 

стороны, различия в кополимеризационных свойствах амилоидов Htt103Q и Htt25Q могут 

возникать в результате различающейся компартментализации агрегатов данных белков. То есть 

амилоидные агрегаты белка Htt103 и белка Htt25Q могут располагаться в “разных местах” 

клетки и вследствие этого в большей или меньшей степени иметь доступ к кополимеризуемым 

ими белкам. 

Следует также отметить, что согласно результатам, представленным на рисунке 28, 

амилоиды Htt103RFP с разной эффективностью индуцируют полимеризацию трех разных 

белков, то же самое наблюдатся для амилоидов Htt25Q-RFP. Это можно объяснить тем, что 

эффективная полимеризация одного из этих белков на поверхности амилоидов гентингтина 

может мешать другим белкам переходить в амилоидное состояние, демонстрируя феномен 

амилоидной интерференции. 

Таким образом, мы охарактеризовали механизм токсичности амилоидов Htt25Q-GFP. 

Этот механизм токсчиности с некоторыми особенностями также характерен для 

патологических амилоидов белка Htt103-GFP.  

На сегодняшний день известно множество механизмов, которые описывают токсичность 

амилоидов мутантного гентингтина в дрожжевых клетках. Поскольку в основе некоторых из 

них лежат взаимодействия между амилоидогенными белками, было решено изучить 

взаимосвязь между такими механизмами. 

Выбор именно мутантного гентингтина Htt103Q, а не белка Htt25Q с какой-либо 

затравкой (например, 120QY-HA), объясняется несколькими причинами: во-первых, 



99 

 

сверхпродукция мутантного гентингтина Htt103Q имеет более выраженный фенотип, чем 

сверхпродукция белка Htt25Q в присутствии затравочных полимеров, во-вторых, 

моделирование болезни Гентингтона в дрожжах с использованием сверхпродукции белка 

Htt103Q удобнее, по сравнению с системой токсичности, основанной на полимеризации белка 

Htt25Q, так как последняя содержит большее число компонентов (в первой системе для каждой 

опытной точки используется одна плазмида, во второй две) и, в-третьих, количество 

литературных данных о токсичности мутантного гентингтина Htt103Q больше, чем для 

нормального гентингтина (токсичность Htt25Q впервые была показана в данной 

диссертационной работе).  
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Механизмы токсичности гентингтина отличаются для разных 

штаммов 

3.11. Делеция DEF1 в штамме BY4742 уменьшает количество детергент-

устойчивых агрегатов Htt103Q и снимает токсичность, при этом не оказывая 

влияния на количество полимеризованного белка Sup35 

Как уже было описано ранее, при сверхпродукции мутантный гентингтин с удлиненным 

полиглутаминовым доменом образует в клетках дрожжей токсичные амилоидные агрегаты. 

При этом токсичность мутантного гентингтина может модулироваться с помощью 

сверхэкспрессии или делеции различных генов. В нашей и других лабораториях было 

неоднократно продемонстрировано, что токсичность связанная с присутствием амилоидов 

гентингтина в штаммах 74-D694 и GT81 дрожжей S. сerevisiae, возникает вследствие 

истощения растворимых форм белков Sup35 и Sup45 [118, 141, 142]. Однако другими авторами 

было показано, что токсичность мутантного гентингтина также может зависеть и от других 

белков: Def1, Yir003w, Ylr278c. Делеции соответствующих генов снимают токсический эффект 

HttQ103 в штамме BY4741 [150].   

Чтобы изучить причину снятия токсического эффекта, связанного со сверхпродукцией 

белка Htt103Q в клетках дрожжей с делециями генов DEF1, YIR003w, YLR278c, необходимо 

было воспроизвести данный результат. Работая со штаммом BY4742, который отличается от 

штамма BY4741 только типом спаривания, мы смогли воспроизвести этот эффект только для 

делеции гена DEF1 (Рис. 29). 
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Рисунок 29. Делеция гена DEF1 снимает токсичность, вызванную сверхпродукцией 

белка Htt103Q-RFP в штамме BY4742. Клетки штамма BY4742 дикого типа и с делецией гена 

DEF1 трансформировали плазмидами p103Q-RFP и p25Q-RFP. Клетки выращивали в жидкой 

селективной среде, дерепрессировали галактозный промотор на среде с раффинозой в течение 

12 часов. После этого выравнивали концентрацию клеток по оптической плотности (OD600=1) и 

высевали их на чашку галактозой и глюкозой (производили 5 серийных пятикратных 

разведений клеточных суспензий). Все описанные процедуры проводили в соответствии с 

методиками представленными в разделе “Материалы и методы”. 

 

По литературным данным известно, что белок Def1 коагрегирует с амилоидами 

гентингтина [149], и токсичность последнего в штамме 74-D694 зависит от перехода белка 

Sup35 в амилоидное состояние. Основываясь на этих литературных данных, а также учитывая 

результаты, полученные в ходе этой диссертационной работы, демонстрирующие, что белок 

Htt25Q является посредником в передаче амилоидной конформации от одних белков другим, 

мы выдвинули предположение, что снятие токсического эффекта мутантного гентингтина 

HttQ103-RFP вследствие делеции гена DEF1 в штамме BY4742 происходит в результате 

снижения способности амилоидов HttQ103-RFP инициировать полимеризацию белка Sup35. 

Сложные амилоидные агрегаты, состоящие из комплекса Def1+Htt103Q, могли бы более 

эффективно индуцировать полимеризацию белка Sup35, чем амилоидные агрегаты не 

имеющие в своем составе белка Def1. Мы предположили, что белок Def1 будет являться 

посредником в передаче амилоидной укладки от амилоидов белка Htt103Q белку Sup35. 

Однако, оказалось, что делеция гена DEF1 значительно уменьшает количество ДСН-

устойчивых полимеров Htt103-RFP и не оказывает влияния на количество ДСН-устойчивой и 

растворимой фракций белка Sup35 (Рис. 30). 

Гал Глю 
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Рисунок 30. Делеция гена DEF1 в штамме BY4742 приводит к уменьшению 

количества ДСН-устойчивых полимеров белка Htt103-RFP, при этом не влияя на 

количество полимеров белка Sup35. В анализ брали клетки штамма BY4742 дикого типа и с 

делецией гена DEF1, содержащие плазмиду p103Q-RFP (Штамм BY4742 дикого типа, 

содержащий плазмиду Htt25Q-RFP использовали в качестве контроля). Клетки выращивали на 

селективной среде с глюкозой, дерепрессировали галактозный промотор в жидкой среде с 

раффинозой и индуцировали синтез Htt103Q-RFP в жидкой среде с галактозой. Затем клетки 

лизировали. A) Изучение амилоидной полимеризации белков Htt103Q-RFP и Sup35 проводили 

при помощи SDD-AGE и иммуноблотинга (антитела на Flag-эпитоп и NM-домены Sup35). Б) 

Измерение количества растворимой формы белка Sup35 проводили с помощью 

полиакриламидного электрофореза и иммуноблотинга (антитела на NM-домены белка Sup35). 

Лизаты клеток перед нанесением на полиакриламидный гель не кипятили, что позволяло 

увидеть только растворимую фракцию белка Sup35 [139, 168]. Представлены лизаты, 

разведенные в 1 и 3 раза. Белок Sup35 бежит на форезе двумя полосами.  Нижняя полоса 

представляет из себя форму этого белка, подвергшуюся протеолизу [178]. Все процедуры 

проводили в соответствии с протоколами, представленными в разделе “Материалы и методы”. 

 

Уменьшение количества амилоидов HttQ103-RFP в клетках штамма дрожжей BY4742 

∆DEF1 вызвано уменьшением общего количества белка HttQ103-RFP. Это было доказано с 

помощью регистрации интенсивности флуоресценции HttQ103-RFP в клетках штамма BY4742 

Б 
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дикого типа и клетках штамма BY4742 ∆DEF1. В последнем случае уровень флуоресценции 

был значительно ниже, чем в первом, что говорит о меньшем общем количестве белка 

HttQ103-RFP. Наиболее вероятно, что общий уровень HttQ103-RFP уменьшается в связи с 

ингибированием экспрессии гена, кодирующего данный белок, так как делеция гена DEF1 

также уменьшает общий уровень неагрегирующего белка HttQ25-RFP, экспрессия которого 

также находится под контролем галактозного промотора GAL1 (Рис. 31).  
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Рисунок 31. Делеция гена DEF1 приводит к  снижению общего количества белков 

Htt103Q-RFP и Htt25Q-RFP. В анализ брали клетки штамма дрожжей BY4742 дикого типа и с 

делецией гена DEF1 и трансформировали в них плазмиды p103Q-RFP и p25Q-RFP. Клетки 

выращивали в жидкой селективной среде с глюкозой, дерепрессировали галактозный промотор 

12 часов на среде с раффинозой и индуцировали синтез рекомбинантных белков на среде с 

галактозой в течение 10 часов. Регистрацию флуоресценции проводили в соответствии с 

методикой, описанной в разделе “Материалы и методы”. 

 

Все это свидетельствует о том, что сам по себе Def1 не принимает прямого участия в 

снижении уровня токсичности мутантного гентингтина, а также о том, что в штамме BY4742 

белок Sup35 не принимает исключительного участия в модуляции токсичности мутантного 

гентингтина.  
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3.12. Делеция DEF1 в штамме 74-D694 уменьшает количество детергент-

устойчивых агрегатов белков Htt103Q и Sup35, но не приводит к снятию 

токсического эффекта  

Делеция гена DEF1 в штамме 74D-694 не снимала токсический эффект связанный с 

продукцией белка HttQ103-GFP, продукция которого имеет тот же фенотип, что показан для 

HttQ103-RFP. Однако, количества ДСН-устойчивых полимеров HttQ103-GFP и белка Sup35 

уменьшались. Это показано на рисунке 32.  

 

 

 

Рисунок 32. Делеция гена DEF1 в штамме 74-D694 приводит к уменьшению 

количества полимеров белков HttQ103 и Sup35. Клетки дрожжей штамма 74-D694 дикого 

типа и с делецией гена DEF1, несущие плазмиду p103Q-GFP, выращивали так, как описано для 

рисунка 30. Затем клетки лизировали. Анализ полимеризации белков Htt103Q-GFP и Sup35 

проводили с помощью SDD-AGE и иммуноблотинга. Покраску блотов производили с 

использованием антител к GFP-тэгу и NM-доменам белка Sup35. 
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Данное противоречие объясняется тем, что делеция гена DEF1 в штамме 74D-694 

ингибирует рост клеток, так как клетки экспрессирующие нетоксичную версию гентингтина 

HttQ25-GFP и несущие делецию DEF1, растут медленнее, чем клетки дикого типа, как на среде 

с галактозой, так и на среде с глюкозой. Поэтому при продукции мутантного гентингтина 

Htt103Q-GFP в штамме 74D-694 ∆DEF1 происходит сложение токсических эффектов: первого, 

связанного с делецией DEF1 и второго, вызванного сверхпродукцией мутантного гентингтина 

Htt103Q-GFP (Рис. 33). Так как, согласно литературным данным, переход белка Sup35 в 

агрегированное состояние и истощение растворимых форм белков Sup35 и Sup45 не является 

единственным источником токсичности Htt103Q-GFP в штамме 74D-694, делеция гена DEF1 в 

штамме 74D-694 может нивелировать многие из патологических эффектов мутантого 

гентингтина за счет снижения агрегации данного белка,  но усиливать другие, для реализации 

которых не требуется большого числа агрегатов. Таким образом, несмотря на уменьшение 

количества полимеров белка Sup35, токсичность, вызванная сверхпродукцией белка Htt103-

GFP на фоне делеции гена DEF1 сохраняется.  

 

 

Рисунок 33. Делеция гена DEF1 в штамме 74-D694 токсична для клеток дрожжей. 

Клетки штамма дрожжей 74-D694 дикого типа и с делецией гена DEF1, несущие плазмиды 

p103Q-GFP и p25Q-GFP. выращивали на селективной среде с глюкозой, переносили на 

селективную среду с раффинозой на 12 часов. Затем концентрацию клеток выравнивали до 

оптической плотности равной 0,5 при длине волны 600 нм и высевали клетки на чашки с 

галактозой и глюкозой. Предварительно делали 5 последовательных пятикратных разведений. 
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3.13. Истощение растворимой формы белков Sup35 и Sup45 не является 

причиной токсичности мутантного гентингтина у штамма BY4742 

У штамма 74-D694 токсичность HttQ103-GFP вызвана не только амилоидной агрегацией 

фактора терминации трансляции Sup35 и снижением уровня его растворимой формы, но и 

снижением количества растворимой формы его функционального партнера - белка Sup45, 

который включается в состав амилоидных полимеров Sup35. Это было доказано с помощью 

экспрессии неагрегирующей версии белка Sup35, лишенной амилоидогенного N-домена 

(Sup35C), вместо полноразмерного геномного Sup35, а также путем сверхпродукции белка 

Sup45. Эти белки снижают токсичность благодаря тому, что замена полноразмерного варианта 

белка Sup35 на его неполимеризующуюся форму Sup35C, лишенную NM-доменов,  

препятствует переходу белка в нерастворимую фракцию, вследствие чего сохраняется его 

нормальная функция, что ведет к нормальному росту клеток дрожжей. Экспрессия 

дополнительной копии гена SUP45 в клетках, продуцирующий мутантный гентингтин, в свою 

очередь компенсирует недостаток растворимого Sup45, что также ведет к частичному снятию 

токсичности. Таким образом, оба варианта эксперимента, приводили к снятию токсического 

эффекта белка HttQ103-GFP в штамме 74D-694 [118]. Однако, как было описано выше, делеция 

гена DEF1 в штамме BY4742 приводила к снятию токсичности мутантного гентингтина, не 

уменьшая количества амилоидных полимеров белка Sup35 и не влияя на уровень растворимого 

белка Sup35. Данное наблюдение говорит о том, что механизмы токсичности мутантного 

гентингтина различаются для разных штаммов. Чтобы дополнительно подтвердить наше 

предположение, мы одновременно сверхпродуцировали  Sup35C и Sup45 в штамме BY4742, в 

котором экспрессировался мутантный гентингтин HttQ103-RFP. Оказалось, что 

сверхпродукция этих белков в штамме BY4742 не приводит к снятию токсичности HttQ103-

RFP, в отличие от штамма 74-D694 (Рис. 34).  
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Рисунок 34. Одновременная сверхпродукция C-домена белка Sup35 и белка Sup45 не 

приводит к снятию токсичности, вызванной сверхэкспрессией гена мутантного 

гентингтина в штамме BY4742. Клетки дрожжей штамма BY4742, продуцирующие белок 

Htt103Q-RFP, трансформировали либо плазмидой, одновременно кодирующией 

последовательности С-домена белка Sup35 и белка Sup45, либо пустым вектором. Клетки 

штамма дрожжей BY4742, продуцирующие белок Htt25Q-RFP, использовали в качестве 

контроля.  Индукцию синтеза рекомбинантных белков проводили в соответствии с описанной 

методикой. Нанесение клеток на твердую среду производили также, как описано для рисунка 

32.  

 

 



109 

 

Глава 4. Обсуждение 

4.1. Белок Htt25Q-GFP может агрегировать и приводить к замедлению 

роста клеток дрожжей в присутствии амилоидов других белков 

Ранее считалось, что белковый продукт первого экзона гена гентингтна с коротким 

полиглутаминовым доменом (Htt25Q-GFP) не может переходить в амилоидное состояние и 

вызывать токсичность у дрожжей. Однако в нашей лаборатории было показано, что белок 

Htt25Q-GFP образует следовые количества ДСН-нерастворимых агрегатов в [PIN+] клетках, и 

поэтому было решено подробнее исследовать агрегационные и цитотоксические свойства 

белка Htt25Q-GFP.  

Начальный этап исследований основывался на результатах, полученных в нашей и других 

лабораториях, согласно которым амилоиды некоторых белков, имеющих Q/N-богатые домены, 

могут служить индукторами полимеризации множества других белков, имеющих Q/N-богатые 

области [118, 120, 131, 138, 140, 144]. 

Мы обнаружили, что белок Htt25Q-GFP образует ДСН-устойчивые агрегаты в 

присутствии амилоидов ряда искусственных полиглутаминовых белков (76QY-HA/GFP, 85Q-

HA, 91QV-HA, 131Q-HA, 120QY-HA/GFP, 101QT-HA), а также прионных амилоидов белка 

Rnq1 на фоне его сверхпродукции. Амилоидные полимеры белка  Htt25Q-GFP возникают 

только благодаря постоянному взаимодействию мономерного Htt25Q-GFP с амилоидными 

матрицами глутамин-богатых белков. Это согласуется с данными флуоресцентной 

корреляционной спектроскопии и данными, полученным при помощи ПААГ-фореза с 

докипячиванием, говорящими о небольшом числе молекул Htt25Q-GFP в амилоидном агрегате, 

а также подтверждается одинаковым размером полимеров искусственных полиглутаминовых 

белков и белка Htt25Q-GFP. 

 Агрегаты белка Htt25Q-GFP, в свою очередь, могут индуцировать переход ряда Q/N-

богатых белков, в частности белка Sup35, в агрегированное состояние, что в совокупности с 

устойчивостью к обработке ДСН указывает на их амилоидную природу.  

Кроме того, дополнительным подтверждением того, что агрегаты HttQ25 образуют 

амилоидные полимеры, является работа, опубликованная в 2017 году Isas с соавторами. 

Исследователями было продемонстрировано, что амилоиды белка Htt46Q могут индуцировать 

полимеризацию белка Htt25Q in vitro, и амлоидные полимеры Htt25Q, полученные таким 

образом, могут ускорять переход белка Htt46Q в амилоидное состояние (Рис. 35).  
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Рисунок 35. Фибриллы белков Htt25Q и Htt46Q полученные in vitro. Фибриллы Htt25Q 

получены при помощи индукции полимеризации белка Htt25Q фибриллами Htt46Q. 

Амилоидные фибриллы Htt46Q получены при помощи индукции полимеризации белка Htt46Q с 

использованием фибрилл, образованных белком Htt25Q [179]. 

Было также показано, что белок Htt25Q в полимерном виде присутствует в составе полимеров 

Htt46Q, однако в очень небольшом количестве. Данный результат мы показали и в нашей 

работе (см. ниже). Кроме того, при использовании методов твердотельного ядерного 

магнитного резонанса и электронного парамагнитного резонанса было обнаружено, что 

амилоидные ядра амилоидных фибрилл, образуемых двумя этими белками, структурно схожи, 

но амилоидное ядро фибрилл, образованных белком Htt25Q, менее протяженно [179]. 

Амилоидная агрегация белка Htt25Q-GFP в дрожжевых клетках приводит к токсическому 

эффекту, что было впервые показано для белка, имеющего короткий полиглутаминовый домен. 

Совместная продукция белков 76QY-GFP/HA, 131Q-GFP/HA, 141Q-GFP/HA, 120QY-GFP/HA, 

101QT-GFP/HA, 96QW-GFP или 110QS-GFP вместе с белком Htt25Q-GFP приводила к 

замедлению роста клеток. При этом токсичность агрегатов этого белка возникает по 

механизму, ранее продемонстрированному для мутантного гентингтина, в основе которого 

лежит амилоидная агрегация белка Sup35 в присутствии полимеров гентигтина [118] (описано 

ниже). 

Стоит отметить, что в отличие от прионных амилоидов Rnq1, прионные амилоиды белка 

Sup35([PSI+]),  не индуцируют полимеризацию Htt25Q-GFP. Таким образом, можно наблюдать 

эффект асимметрии в индукции амилоидной полимеризации белков: агрегаты Htt25Q-GFP 

индуцируют амилоидную полимеризацию белка Sup35, но прионные амилоиды белка Sup35 не 

приводят к образованию амилоидных полимеров белка Htt25Q-GFP (Рис. 36). 
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Рисунок 36. Эффект асимметрии амилоидной полимеризации. Амилоидные 

фибриллы белка Htt25Q-GFP индуцируют переход белка Sup35 в амилоидное состояние, 

амилоиды белка Sup35 не способствуют  амилоидной агреции белка Htt25Q-GFP. 

Таким образом, в данной работе мы продемонстрировали, что белок Htt25Q, ранее 

считавшийся неагрегирующим и нетоксичным белком, который использовали в качестве 

контроля для экспериментов с мутантным гентингтином Htt103Q, может агрегировать и быть 

причиной токсичности в присутствии амилоидов других белков. 

4.2. Эффект посредника в амилоидной кополимеризации и 

полимеризационные каскады 

Данные, полученные в нашей работе, позволяют по-новому взглянуть на явление 

взаимозависимого возникновения амилоидов. 

Переход белка Htt25Q-GFP в амилоидное состояние является необходимым для 
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эффективной полимеризации белка Sup35 и некоторых других белков на матрицах амилоидов 

Htt25Q-GFP. В данном случае можно говорить о том, что белок Htt25Q-GFP играет роль 

посредника в передаче амилоидной конформации белку Sup35, так как сами по себе 

искусственные глутамин-богатые белки или амилоиды белка Rnq1 не вызывают токсического 

эффекта и не являются эффективными индукторами амилоидной полимеризации жизненно 

важного белка Sup35.  

Только белки 85Q-HA и 131Q-HA индуцируют переход небольшого количества белка 

Sup35 в амилоидное состояние, и это не приводит к цитотоксичности. Токсический эффект и 

эффективная полимеризация Sup35 возникают только в присутствии Htt25Q-GFP. Полимеры 

белков Htt25Q-GFP и Sup35 имеют одинаковый размер, что является дополнительным 

подтверждением того, что белок Htt25Q-GFP необходим для формирования конгламератов, 

содержащих большое количество полимеров белка Sup35.  

Важно отметить, что возникновение амилоидов других белков может происходить на  

амилоидной матрице, состоящей из одного белка, что можно назвать параллельным 

возникновением, либо этот процесс может быть последовательным и многостадийным. В этом 

случае процесс образования амилоидов будет иметь вид полимеризационного каскада, 

представляющего собой сеть взаимозависимого возникновения амилоидов, в котором каждая 

последующая стадия появления амилоида строго зависит от наличия предыдущей.  

В нашей работе мы доказали существование таких полимеризационных каскадов. Так, 

предсуществующие амилоиды polyQ/QX белков или прионные полимеры белка Rnq1 могут 

индуцировать полимеризацию белка Htt25Q-GFP, полимеры которого в свою очередь являются 

матрицами для возникновения амилоидных полимеров белков Sup35, Def1, Yir003w, Ylr278c 

(Рис. 37).  
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Рисунок 37. Полимеризационный каскад. Белок Htt25Q-GFP является посредником в 

передаче амилоидной конформации от амилоидов искусственных глутамин-богатых белков 

или амилоидов Rnq1 белку Sup35 и другим глутамин-богатым белкам. 

 

Мы предполагаем, что эффект посредника в передаче амилоидной конформации, 

показанный для белка Htt25Q-GFP, может быть широко распространен в природе, поскольку 

белки с доменами, предрасполагающими к агрегации, широко представлены в протеомах 

эукариотических организмов [180]. 
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4.3. Молекулярные основы токсичности белка Htt25Q-GFP 

Как в нашей, так и в других лабораториях было продемонстрировано, что основным 

источником токсичности мутантного гентингтина в штамме 74D-694 является истощение 

растворимых форм факторов терминации трансляции Sup35 и Sup45. Белок Sup35 в 

присутствии амилоидов гентингтина переходит в амилоидную форму, а белок Sup45 -  его 

функциональный партнер, включается в состав агрегатов Sup35 [118, 141, 142]. Данные 

полученные в нашей работе говорят о том, что механизм токсичности белка Htt25Q-GFP в 

присутствии амилоидов искусственных полиглутаминовых белков очень похож на механизм 

токсичности мутантного гентингтина, так как, во-первых, токсичность вызванная полимерами 

нормального гентингтина всегда сопровождалась амилоидной полимеризацией белка Sup35 и 

истощением его растворимой формы, а также растворимой формы белка Sup45, во-вторых, 

токсичность, вызванная амилоидной формой белка Htt25Q-GFP, снималась одновременной 

сверхпродукцией двух белков: неагрегирующей формой белка Sup35(Sup35С) и Sup45. 

Наиболее вероятно, что цитотоксичность, возникающая в результате амилоидной 

полимеризации белка Htt25Q-GFP на матрицах прионных амилоидов Rnq1 наряду со 

сверхэкспрессией Rnq1, также связана с переходом в полимерное состояние белка Sup35.  

В ходе дальнейшей работы по изучению токсичности, вызванной белком Htt25Q-GFP, 

нам удалось показать, что растворимая форма этого белка также может приводить к 

замедлению роста клеток дрожжей. Однако, проявление этого эффекта можно увидеть только в 

условиях ингибирования роста клеток с помощью различных стрессовых факторов. Такими 

факторами могут являться некоторые химические агенты, добавленные в питательную среду: 

Конго Красный, ДСН, кофеин. Но также и присутствие в клетках прионных амилоидов белка 

Sup35 при росте на среде с галактозой может быть причиной замедленного роста клеток, и на 

фоне замедления роста мономерный белок Htt25Q-GFP может вызывать токсический эффект. 

Таким образом, можно предполагать,  что растворимая форма Htt25Q-GFP наряду с 

амилоидными полимерами белка Htt25Q-GFP также вносит свой вклад в замедление роста 

клеток.  
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4.4. Роль немутантных аллелей в патогенезе полиглутаминовых 

заболеваний. Взаимодействие между амилоидозами 

На сегодняшний день установлена обратная зависимость между числом CAG повторов в 

генах, ассоциированных с полиглутаминовыми болезнями, и возрастом начала проявления 

симптомов этих заболеваний, однако такая зависимость составляет только 50-70% от общего 

вклада всех факторов влияющих на возраст начала проявления симптомов [181]. На самом деле, 

существуют и другие факторы, влияющие  на возраст начала заболевания  - генетические и/или 

внешние факторы окружающей среды [181, 182]. Одним из таких факторов является длина 

полиглутаминовой области немутантной версии белка, ассоциированного с данным 

полиглутаминовым заболеванием [183, 184, 185]. 

Например, нормальный гентингтин может сложным образом модулировать токсический 

эффект мутантного гентингтина. Так, возрастание длины полиглутаминового тракта у 

нормального гентингтина смягчает токсический эффект мутантного гентингтина, если 

последний имеет достаточно длинный полиглутаминовый домен и усиливает токсический 

эффект мутантного гентигтина, если тот имеет короткий полиглутаминовый домен [184]. 

Механизмы данных эффектов остаются неясными, хотя некоторые исследования, проведенные 

и на дрожжах, и на людях, показали, что гентингтин дикого типа может коагрегировать с 

мутантным гентингтином [1, 149, 171,]. Коагрегация нормального гентингтина с мутантным 

гентингтином может способствовать патогенезу болезни Гентингтона либо вследствие потери 

функции нормального гентингтина [1], либо из-за усиления агрегации мутантного гентингтина 

[186]. Дополнительным подтверждением взаимодействия мутантного и нормального 

гентингтина могут являться результаты исследований, проведенных Jeon с соавторами в 2016 

году. Исследователи показали, что интрацеребральное введение фибробластов или 

плюрипотентных стволовых клеток,  продуцирующих мутантный гентингтин (Htt72Q, Htt143Q 

и Htt180Q) и принадлежащих пациентам с болезнью Гентигтона, молодым мышам, имеющим 

нормальную длину полглутаминовой области белка гентингтина, приводит к появлению у 

последних патологических фенотипов и поведенческих отклонений, характерных для болезни 

Гентингтона [211]. 

Также были получены данные, что копродукция нормального и мутантного  гентингтина в 

дрожжах может приводить к уменьшению токсичности мутантного белка [187], однако в нашей 

лаборатрии не удалось воспроизвести данный эффект и более того, в подтверждении более 

ранних данных, мы показали, что в дрожжах агрегация гентингтина дикого типа, происходящая 

в присутствии агрегатов мутантного гентингтина [149], может способствовать развитию 

клеточной токсичности (данные не представлены).  
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Кроме того, имеются свидетельства тому, что возраст начала и патогенез полиQ болезней 

могут также зависеть от длины полиглутаминового тракта в белках, ассоциированных с 

другими полиглутаминовыми болезнями [188, 189, 190, 191]. Например, было показано, что 

возраст начала спиноцеребральной атаксии второго типа зависит не только от расширения 

полиглутаминового участка в белке SCA2, агрегация которого и вызывает это заболевание, но 

также коррелирует с длинной полиглутаминовой области белка CACNA1A, ассоциированного с 

спиноцеребральной атаксией шестого типа [189]. Модуляция токсичности одного белка, 

вызывающего полиглутаминовое заболевание, при помощи другого также показана в 

модельной системе спиноцеребральной атаксии с использованием организма D. melanogaster 

[192].  

Опубликованные корреляционные исследования главным образом были направлены на 

поиск модулирующих эффектов различных длин полиглутаминовых областей в белках, 

ассоциированных с болезнями. Однако, наиболее вероятно, что полиморфизм в длинах полиQ 

областей у белков, которые не связаны с болезнями, также может влиять на различные 

клинические параметры полиQ болезней.  

Интересно, что белки с полиглутаминовыми доменами также вовлечены в патогенез 

заболеваний связанных с агрегацией белков с Q-богатыми доменами, ассоциированных с 

заболеваниями, не относящимися к группе полиглутаминовых амилоидозов. Например, 

непатологическое расширение полиглутаминового участка в белке SCA2 может являться 

фактором повышающим риск развития амиотрофического латерального склероза, 

ассоциированного с белками TDP-43 и FUS [192]. Роль взаимодействий белков TDP-43 и FUS с 

белком SCA2 в патогенезе амиотрофического латерального склероза также подтверждается 

коагрегацией этих белков в модельной системе этого заболевания на основе Drosophila 

melanogaster [193, 194].  

Таким образом, существует большое количество литературных данных, согласно которым 

в патогенез одних амилоидных заболеваний вовлечены белки либо ассоциированные с другими 

амилоидозами, либо непосредственно не связаные с болезнями, но способные модулировать 

токсические эффекты патологических амилоидогенных белков.   

В данной диссертационной работе мы продемонстрировали, что сверхпродукция 

различных белков с длинными Q-богатыми участками в дрожжах может вызывать 

полимеризацию и токсичность нормального гентингтина. Таким образом, можно предполагать, 

что у людей какие-либо предсуществующие амилоиды могут способствовать развитию полиQ 

заболевания даже если длина полиглутаминовой области в соответствующих амилоидогенных 

белках лишь незначительно превышает существующую норму для данного заболевания. 

Возможно такие амилоиды даже могут индуцировать полимеризацию немутантных 
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полиглутаминовых белков, ассоциированных с соответствующими полиQ амилоидозами и 

вызывать появление симптомов похожих на те, которые возникают при соответствующих 

полиглутаминовых болезнях.  

Кроме того, индукция полимеризации других белков амилоидами белков c Q/N богатыми 

доменами может иметь еще более широкие последствия, если такие амилоиды способны 

вызывать агрегацию белков, которые не обладают Q/N-богатыми областями, и именно это было 

продемонстрировано в работах на мутантном гентингтине [120, 140]. Такой тип белкового 

перекрестного затравления (белковой кополимеризации) может предоставить новый механизм, 

в соответствии с которым увеличение полиглутаминовой последовательности в белках, 

ассоциированных с полиглутаминовыми болезнями, может влиять на возникновение 

нейродегенеративных амилоидозов неполиглутаминовой природы [195, 196, 197]. Кроме того, 

представляется вероятным, что похожий механизм перекрестного затравления может также 

лежать в основе взаимодействий между разными амилоидозами не полиглутаминовой природы 

[198]. Эта возможность подтверждается способностью структурно несвязанных, 

ассоциированных с болезнями белков ускорять агрегацию друг друга как in vivo [199] так и in 

vitro [179], хотя при этом сильные структурные различия могут уменьшать такую 

кополимеризационную активность [146, 147]. Важно, что взаимосвязи между склонными к 

полимеризации белками могут быть довольно сложными, так как эти белки могут индуцировать 

полимеризацию друг друга не только прямо, но также с помощью посредника - через 

полимеризационный каскад. Таким образом, имеется довольно много данных, говорящих о том, 

что важную роль во взаимозависимом возникновении амилоидных болезней может играть 

белковая кополимеризация. Однако, такая взаимозависимость также может объясняться 

способностью амилодов взаимодействовать с шаперонами, тем самым снижая их количество и 

мешая выполнению ими других биологически значимых функций в клетке. Это, в свою 

очередь, может негативно влиять на правильное сворачивание белков и способствовать 

образованию амилоидов белками, склонными к агрегации [200]. Однако необходимо больше 

данных, чтобы понять какой из этих двух механизмов (непосредственно сама кополимеризация 

или снижение количества свободных шаперонов) оказывает большее влияние на возникновение 

и патогенез амилоидных заболеваний.  



118 

 

В заключение следует подчеркнуть, что способность непатогенных белков с 

протяженными глутаминовыми трактами индуцировать агрегацию и вызывать токсичность 

гентингтина дикого типа, а также существование полимеризационных каскадов  не только 

указывают на сложную молекулярную природу полиQ заболеваний и, возможно, других 

амилоидных болезней, но также служат основой для поиска новых клеточных факторов среди 

полиглутаминовых белков, не связанных с амилоидными болезнями, но влияющих на их 

патогенез. 
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4.5. Причины токсичности мутантного гентингтина различаются для 

разных штаммов дрожжей  

Ранее в нашей и двух других лабораториях были независимо получены результаты, 

показывающие, что токсичность мутантного гентингтина Htt103Q в штамме 74D-694 связана с 

агрегацией фактора терминации трансляции Sup35, а также с истощением растворимой формы 

фактора терминации трансляции Sup45 в результате его включения в амилоидные агрегаты 

белка Sup35 [118, 141, 142]. Важно отметить, что эти результаты были получены для штамма 

74D-694, который является производным штамма GT81. Напротив, в данной работе мы 

показали, что даже несмотря на то, что полимеры мутантного гентингтина индуцируют переход 

белка Sup35 в амилоидное состояние в штамме BY4742, это не вызывает ингибирования роста 

клеток. Причиной, по которой эти два штамма могут по-разному реагировать на 

сверхпродукцию мутантного гентингтина и истощение активного пула мономерной формы 

Sup35, может быть различие в количестве растворимого Sup35, необходимого для жизни, а 

также разница в активности этого белка. То есть в штамме BY4742 могут присутствовать 

генетические модификации, которые способны компенсировать недостаток транскрипционных 

факторов или повышать их активность. Данное предположение подтверждается тем, что 

мгновенная репрессия экспрессии белков Sup35 и Sup45 до уровня 10% от нормы вызывает 

значительную гибель клеток дрожжей [201]. И в то же время получены мутанты с экстремально 

низкими концентрациями белков Sup35 и Sup45 [202, 203], существование которых может 

объясняться наличием компенсаторных мутаций, позволяющих восполнить недостаток 

активности транскрипционных факторов. 

По своему происхождению штаммы 74D-694 и GT81 отличаются от всех других штаммов, 

на которых проводились исследования токсических эффектов мутантного гентингтина Htt103Q. 

Большинство штаммов, используемых в данных исследованиях, являлись производными 

штамма S288C, а штамм 74D-694 был получен при помощи скрещивания штамма S288C и 

штамма из Петергофской коллекции, являющегося производным независимого дрожжевого 

изолята [204]. Таким образом, так как в штамме BY4742 переход белка Sup35 в полимерное 

состояние в результате кополимеризации с амилоидами мутантного гентингтина не приводит к 

замедлению роста клеток, токсический эффект мутантного гентингтина может объясняться 

множеством других патологических процессов, возникающих вследствие сверхпродукции 

Htt103Q (Таблица 4).  
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Таблица 4. Причины токсичности мутантного гентингтина, экспрессируемого в 

цитоплазме. 

 

Штамм Процессы/органеллы, в 

которых происходят 

нарушения 

Ссылка 

74-D694 

 GT81 

Терминация трансляции [118, 141, 142] 

 

W303 

YPH499 

Протеосомная деградация 

белков 

[205] 

[206] 

W303 

BY4741 

Функционирование 

митохондрий 

[207] 

[137] 

W303 

BY4739 

BY4741 

BY4742 

YY1001 

Эндоцитоз, структура 

актинового цитоскелета 

[134, 169, 208] 

 

BY4741 

EY0986 

Деление клетки [209] 

BY4741 Катаболизм триптофана, 

связанный с образованием 

активных форм кислорода 

[150] 

W303 Деградация белков, 

ассоциированных с ЭПР 

[210] 

 



121 

 

Все эти процессы могут присутствовать и в штамме 74D-694, так как истощение 

мономерных форм трансляционных факторов Sup35 и Sup45 не является единственным 

источником токсичности мутантного гентингтина в этом штамме [118].  

Штаммы 74D-694 и BY4742, используемые в данной работе имели фенотип [PIN+], то есть 

белок Rnq1 находился в прионной форме. Этот фенотип значительно усиливает полимеризацию 

и токсичность Htt103Q [118]. Однако мы продемонстрировали, что полимеризация Htt103Q 

также зависит от белка Def1, который кополимеризуется с амилоидами Htt103Q в обоих 

штаммах: BY4742 и 74D-694 [140]. Стоит отметить, что в отличие от штамма 74D-694, делеция 

гена DEF1 в штамме BY4742 уменьшала уровень ДСН-устойчивых полимеров Htt103Q, при 

этом, не влияя на количество ДСН-устойчивых полимеров белка Sup35. Таким образом, можно 

сделать вывод о том, что полимеры Htt103Q в штамме BY4742 с делецией гена DEF1 

обеспечивают более эффективную удельную полимеризацию Sup35, чем в штамме BY4742 

дикого типа. Данный феномен может служить примером амилоидной интерференции, то есть 

конкуренции двух разных Q/N-богатых белков: Def1 и Sup35 за амилоидную матрицу 

полимеров Htt103Q. 

Данные по причинам токсичности мутантного гентингтина в дрожжах трудно 

объединить, так как неясно, основан ли токсический эффект HttQ103 на единственно 

существующем механизме с разными вторичными проявлениями или же существуют 

несколько независимых патологических эффектов. Последнее могло бы означать, что разные 

дрожжевые штаммы могли бы по-разному реагировать на различные патологические эффекты 

мутантного гентингтина. 

В данной работе мы показали, что в разных дрожжевых штаммах могут действовать 

разные механизмы токсичности  мутантного гентингтина. Например, токсичность мутантного 

гентингтина в штамме 74D-694, который использовался в наших предыдущих исследованиях, 

главным образом зависит от истощения растворимых фракций белков Sup35 и Sup45. Однако, в 

штамме BY4742 агрегация этих белков не является причиной токсичности мутантного 

гентингтина. Полученные данные говорят о штаммовой специфичности механизмов 

токсичности мутантного гентингтина в дрожжевой модели, а также могут объяснять различия в 

чувствительности отдельных клеточных популяций к агрегации гентингтина при болезни 

Гентингтона. 
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Заключение 

Полученные результаты позволяют сделать следующие выводы: 

1. Непатогенная форма гентингтина человека (Htt25Q-GFP) в присутствии амилоидов 

искусственных полиглутаминовых белков 120QY-HA, 76QY-HA, 131Q-HA, 101QT-HA и 

прионогенного белка Rnq1 при условии его сверхпродукции может образовывать 

амилоидные полимеры и вызывать токсичность в клетках дрожжей.  

2. Токсичность амилоидных полимеров белка Htt25Q-GFP для клеток дрожжей связана с 

инактивацией жизненно важного фактора терминации трансляции Sup35 (eRF3) в 

результате его перехода в амилоидную форму, а также с уменьшением количества 

растворимой формы фактора терминации трансляции Sup45 (eRF1) вследствие его 

вовлечения в амилоидные агрегаты Sup35.  

3. Обнаружена последовательная трехстадийная передача амилоидной укладки от одних 

амилоидов другим. Амилоиды искусственных полиглутаминовых белков, а также 

прионогенного белка Rnq1 при его сверхпродукции, инициируют  переход белка Sup35 в 

амилоидное состояние, но не напрямую, а лишь через посредничество белка Htt25Q-

GFP. 

4. Показана асимметричная передача амилоидной укладки. Амилоидные полимеры белка 

Htt25Q-GFP индуцируют полимеризацию белка Sup35, однако наличие амилоидных 

полимеров белка Sup35 не приводит к образованию амилоидов белком Htt25Q-GFP. 

5. Предложен механизм, объясняющий роль немутантных аллелей в патогенезе 

полиглутаминовых заболеваний. При отсутствии мутантной аллели гентингтина 

белковый продукт немутантной аллели гена может быть посредником в передаче 

амилоидной укладки от каких-либо предсуществующих амилоидов полиглутаминовых 

или глутамин-богатых белков другим амилоидогенным белкам, приводя к нарушению их 

нормальных функций в клетке.  

6. Причины токсичности сверхпродукции белка Htt103Q различаются для штаммов 

дрожжей 74-D694 и BY4742. В штамме 74-D694, в отличие от штамма BY4742, 

токсичность белка Htt103Q связана с инактивацией растворимых форм белков Sup35 и 

Sup45, в то время как в штамме BY4742 токсический эффект белка Htt103 связан с 

наличием гена Def1. Делеция гена DEF1 замедляет рост клеток дрожжей штамма 74-

D694, но не штамма BY4742. 
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