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ВВедение

Амилоидозы — группа заболеваний, связанных с аномальной про-
странственной укладкой и агрегацией белков, в норме являющихся 
растворимыми. Наиболее известными амилоидозами человека являют-
ся — болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона, хорея Хантингтона и 
прионные заболевания. Болезнь Альцгеймера — самый распространён-
ный из амилоидозов, а также самая частая причина развития старческо-
го слабоумия. Этой болезни больше всего подвержены люди старшего 
возраста (старше 60 лет), в возрасте старше 80 лет от неё страдает каж-
дый третий, а у 90-летних заболеваемость достигает 50% (по: prusiner, 
2001). Болезнь Альцгеймера связана с накоплением в тканях головного 
мозга нейротоксичных агрегатов пептида амилоид-бета (aβ) (Morishima-
Kawashima et al., 2002; Bayer and Wirths, 2010).

Инфекционным агентом в случае прионных болезней является оли-
гомерная изоформа в норме растворимого белка prp (от prion protein), 
устойчивая к воздействию температуры, химических агентов и протеоли-
тических ферментов. Такая аномальная конформация белка обеспечивает 
передачу заболевания за счет автокаталитической трансформации вновь 
синтезируемых молекул с использованием олигомерной формы prp как 
матрицы (prusiner, 1998).

Интересной особенностью белка prp и пептида aβ является их спо-
собность к взаимодействию: белок prp в мономерной  изоформе  спе-
цифично связывает олигомеры пептида амилоид-бета, то есть является 
его рецептором, и, таким образом, способен влиять на проявление бо-
лезни (Gunther and Strittmatter, 2009). Недавние исследования также 
показали, что процессы, связанные с неправильной укладкой одного из 
этих белков, являются серьезным фактором риска для индукции агрега-
ции другого (Morales et al., 2010). На основании этих данных представля-
ется перспективным изучение возможности взаимодействия и взаимного 
влияния агрегатов prp и aβ. В этой работе была исследована возмож-
ность взаимодействия пептида aβ человека и белка prp мыши в дрожжах 
Saccharomyces cerevisiae методами флуоресцентной микроскопии.

Несмотря на то,  что связывание белком prp олигомеров пептида aβ, 
уже описано,  остаётся целый ряд вопросов, на которые пока нет ответов:

Какие именно участки белка prp и пептида a• β ответственны за их вза-
имодействие?
Способны ли взаимодействовать между собой агрегированные формы • 
белков?
Cпецифично ли взаимодействие prp с олигомерами пептида a• β, может ли 
данный белок связывать in vivo и другие амилоидные белки?
Получить ответы на эти вопросы, используя трансгенных животных 

крайне сложно, поскольку эксперименты на модельных животных требу-
ют больших материальных затрат и, как минимум, двух–трёх лет рабо-
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ты. Использование культур нервных клеток в данном 
случае невозможно, так как олигимеры prp и aβ ней-
ротоксичны. Исходя из этого, дрожжи являются уни-
кальным объектом для исследования взаимодействий 
амилоидных белков млекопитающих.

Дрожжевая модель предоставляет следующие пре-
имущества: prp и aβ формируют в цитоплазме дрожжей 
амилоидные агрегаты практически сразу после начала 
экспрессии соответствующих конструкций. В экспери-
ментах с трансгенными млекопитающими образование 
амилоидных агрегатов происходит как минимум через 
пол года. Агрегаты prp и aβ не токсичны для дрожжей, 
что позволяет исследовать их свойства и взаимодействие. 
Эксперименты на дрожжах намного дешевле, чем экспе-
рименты, проводимые на модельных животных. Дрожжи, 
как наиболее простой и изученный объект генетических 
исследований, позволяют легко и быстро проводить эк-
сперименты, связанные с исследованием эффектов экс-
прессии чужеродных последовательностей. Целью дан-
ной работы являлась проверка адекватности дрожжевой 
модели для исследования взаимодействия prp и aβ.

Материал и Методы

Штаммы, среды и условия культивирования. В ра-
боте использовали штамм дрожжей Saccharomyces 
cerevisiae BY4742 (MATα his3Δ1 leu2Δ lys2Δ ura3) 

(«Invitrogen», США). Для амплификации плазмидной 
ДНК использовали штамм бактерии Escherichia сoli 
DH5α (supE44; ΔlacU169; (φ80lacZΔM15) hsdR17; 
recA1; endA1; gyrA96; thi-1; elA1) (Hanahan, 1985). 
Бактерии культивировали при температуре 37ºС на 
жидкой и твердой средах Luria-Bertani (LB) с добав-
лением ампициллина (50 мкг/мл) (Sambrook et al., 
1989). Дрожжи культивировали при 30 ºС на твердой и 
жидкой среде YapD, а также на синтетических средах, 
содержащих необходимые витамины, микроэлементы, 
аминокислоты и азотистые основания (Захаров и др., 
1984; Kaiser et al., 1994).

микробиологические и молекулярно-генетичес-
кие методы. В работе применяли стандартные мето-
ды, используемые при работе с дрожжами S. cerevisiae 
(Инге-Вечтомов, 1971, Захаров и др., 1984) и бакте-
риями E. coli (Sambrook  et al., 1989).

Трансформацию дрожжей проводили по методике с 
использованием ацетата лития (Rose et al., 1990). По-
лучение компетентных клеток E. coli и трансформацию 
бактерий осуществляли по методике (Inoue et al., 1990). 
Выделение плазмидной ДНК из E. coli в препаратив-
ных количествах проводили методом щелочного лизиса 
(Sambrook et al., 1989). В работе использовали стандар-
тные методы генной инженерии (Маниатис и др., 1984).

плазмиды. Плазмиды, использованные в ходе ра-
боты, описаны в таблице 1. Все плазмиды, за исключе-

Таблица 1
плазмиды, использованные в работе

Название плазмиды Тип плазмиды/дрожжевой маркер Промотор/экспрессионная кассета

pRS425 2μ/LEU2

pSp-CFp CEN/URA3 pCUp1-SUp35NSC-SUp35MCpM-CFp

pSp-YFp CEN/URA3 pCUp1-SUp35NSC-SUp35MCpM-YFp

pcDNa3-1-3F4 CEN/None prnp

pGpD-prp-GFp(URa3) 2μ/URA3 pGpD-prp-GFp

pGpD-ab-YFp(URa3) 2μ/LEU2 pGpD-ab-YFp

pGpD-ab-CFp(LEU2) 2μ/URA3 pGpD-ab-CFp

pGpD-prp-YFp(URa3) 2μ/LEU2 pGpD-prp-YFp

pGpD-prp-CFp(LEU2) 2μ/LEU2 pGpD-prp-CFp

pGpD-YFp(URa3) 2μ/LEU2 pGpD-YFp

pGpD-ab-YFp(LEU2) 2μ/LEU2 pGpD-ab-YFp

pGpD-prp-YFp(LEU2) 2μ/LEU2 pGpD-prp-YFp

Таблица 2
праймеры, использованные в работе

Название праймера Последовательность 5'-3'

Fprp23 CCCGGaTCCTaTaTGTCTaaaaaGCGGCCaaaGCCTGGaGGGT

Rprp231 CaTCCGCGGGCTGGaTCTTCTCCCGTCGTaaTaGGCCT

Faβ GGGTCCaCGGaTCCTaTaTGTCTGaTGCaGaaTTCCGaCaT

Raβ GTTaTaaaGGaTCCGaCaaCaCCGCCCaCCaT
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нием pcDNa3-1-3F4, являются челночными вектора-
ми способными к поддержанию в клетках S. cerevisiae 
и E. сoli. Вектор pRS425 (Sikorski and Hieter, 1989). 
Плазмиды pSp-YFp и pSp-CFp (неопубликованы), 
любезно предоставлены С. П. Задорским (Санкт-Пе-
тербургский государственный университет). Плазми-
да pcDNa3-1-3F4 (Narwa and Harris, 1999) содержит 
мышиный ген Prnp, модифицированный для распозна-
вания моноклональными антителами 3F4. Плазмида 
pGpD-YFp(URa3) получена на базе плазмиды pGpD-
prp-GFp(URa3) (Рубель и др., 2008) путем замеще-
ния фрагмента SacII-SacI, содержащего гибридный 
ген PrP–GFP (1,2 т.п.н.), на фрагмент SacII-SacI, со-
держащий ген YFP (0,7 т.п.н.), из плазмиды pSp-YFp. 
Плазмида pGpD-prp-YFp(URa3) получена в два эта-
па. На первом этапе полноразмерный ген Prnp был ам-
плифицирован c плазмиды pcDNa3-1-3F4, используя 
праймеры Fprp23 и Rprp231, описанные в таблице 2. 

Праймеры для амплификации Prnp содержали сайты 
для эндонуклеаз рестрикции BamHI и SacII. Для того 
чтобы уменьшить деградацию белка prp-GFp дрож-
жевыми протеазами, в праймер Fprp23, после aTG 
была добавлена последовательность, кодирующая 
серин (см. Ma and Lindquist, 1999). На втором этапе 
амплифицированную последовательность Prnp гидро-
лизовали с помощью эндонуклеаз рестрикции BamHI-
SacII и встроили в плазмиду pGpD YFp (URa3), гид-
ролизованную по тем же сайтам. Плазмида pGpD ab 
YFp(URa3) получена путем инсерции последователь-
ности, кодирующей пептид амилоид бета с 1 по 40 
аминокислоту в плазмиду pGpD YFp(URa3), гидроли-
зованную с помощью эндонуклеаз рестрикции BamHI-
SacII. Последовательность, кодирующая человеческий 
пептид амилоид бета была амплифицирована с помо-
щью реакции обратной транскрипции из мРНК выде-
ленной из мозга. Праймеры для амплификации пепти-
да aβ (Faβ и Raβ) содержали сайты для эндонуклеаз 
рестрикции BamHI или SacII. Для получения плаз-
мид pGpD ab YFp(LEU2) и pGpD-prp-YFp(LEU2) 
последовательности, содержащие p

GPD
—Ab-YFP и 

p
GPD

–PrP-YFP, были гидролизованы эндонуклеаза-
ми рестрикции HindIII-SacI из плазмид pGpD-ab-
YFp(URa3), pGpD-prp-YFp(URa3) и встроены в 
полилинкер вектора pRS425. Плазмиды pGpD prp 
CFp(LEU2) и pGpD ab CFp(LEU2) сконструированы 
путем замещения фрагмента SacII-SacI, содержащего 
последовательность YFP (0,7 т.п.н.) из плазмид pGpD-
ab-YFp(LEU2) и pGpD prp YFp(LEU2) на фрагмент 
SacII-SacI, содержащий ген CFP (0,7 т.п.н.) из плаз-
миды pSp CFp.

флуоресцентная микроскопия. Колокализацию 
флуоресцентных белков, а также эксперименты по 
измерению эффективности FRET, проводили при по-
мощи лазерного сканирующего конфокального мик-
роскопа Leica TCS Sp5 «Leica Microsystems GmBH» 
(Германия) и программного обеспечения «LaS aF 
application Wizard Version 1.7.0» «Leica Microsystems 
GmBH» (Германия), на базе центра коллективного 
пользования «Хромас» (СПбГУ). Для детекции CFp 
или CFp содержащих белков, использовали аргоно-
вый лазер с длиной волны 458 нм, сигнал детектиро-
вали в пределах 461–510 нм, для детекции YFp или 
YFp содержащих белков, использовали аргоновый 
лазер с длиной волны 514 нм, сигнал детектировали в 
пределах 518–580 нм.

Для проведения экспериментов по измерению эф-
фективности FRET использовали предметные стекла 
«polysine slides» фирмы «Gerhard Menzel Gmbh» 
(Германия). Для приготовления препаратов дрож-
жевые клетки растворяли в капле стерильной воды 
и равномерно распределяли по поверхности стек-
ла. После высыхания препарат заключали в среду 
«VECTaSHIELD Mounting Media» фирмы «Vector 

Рис. 1 Флуоресцентный анализ белков: prp-YFp и aβ-CFp в 
дрожжах Saccharomyces cerevisiae. Стрелками обоз-
начены наиболее крупные агрегаты.

Рис. 2 Флуоресцентный анализ пар белков в дрожжах 
S. cerevisiae. Верхний ряд – prp-YFp + prp-CFp; 
средний ряд – prp-CFp + aβ-YFp; нижний ряд – aβ-
CFp + aβ-YFp.
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Laboratories Inc.» (США) и накрывали покровным 
стеклом. Излишки среды удаляли с помощью филь-
тровальной бумаги, после чего края покровного стек-
ла заклеивали лаком для ногтей.

Измерение эффективности FRET проводили, ис-
пользуя метод фотовыжигания акцептора (acceptor 
photobleaching). Эффективность передачи и, соот-
ветственно, степень взаимодействия белков, оцени-
вали при сравнении интенсивности флуоресценции 
донора в присутствии и в отсутствии акцептора.

На первом этапе анализа препаратов, находили 
клетки, в которых наблюдалась колокализация бел-
ков, содержащих CFp и YFp. На изображении, по-
лученном с помощью конфокального микроскопа, 
выделяли интересующую область. В этой области за-
меряли флуоресценцию донора (CFp) до и после фо-
товыжигания акцептора. Для фотовыжигания акцеп-
тора использовали аргоновый лазер с длиной волны 
514 нм при максимальной интенсивности светового 
потока. Время выжигания составляло 10 сек. Эффек-
тивность FRET (FRETeff) рассчитывали по формуле:  
FRETeff=[Dpost−Dpre]/Dpost.

Dpost — это флуоресценция донора после фотовы-
жигания акцептора, 

Dpre — флуоресценция донора  до фотовыжигания 
акцептора.

статистическая обработка. Стандартную ошиб-
ку среднего рассчитывали по стандартной формуле 
(Гланц, 1999, С. 41.).

результаты

prp и aβ слитые с флуоресцентными белками 
формируют агрегаты в дрожжах. Белок prp и пептид 
амилоид бета (aβ) формируют амилоидные агрегаты 
в дрожжевой клетке, однако видимого фенотипичес-
кого проявления такая агрегация не имеет (Ma and 
Lindquist, 1999; Рубель, 2008; Коржова и др., 2010; 
Bharadwaj et al., 2010). Для визуализации агрегации 
prp и aβ мы получили химерные конструкции, в кото-
рых prp и aβ слиты с репортерными последователь-
ностями. В качестве репортерных последовательнос-
тей мы использовали YFp (желтый флуоресцирующий 
белок) и CFp (синий флуоресцирующий белок), позво-
ляющие визуализировать агрегацию белков методами 
флуоресцентной микроскопии. Мы получили дрожжи 
S. cerevisiae, продуцирующие пептид амилоид бета и/
или белок prp слитый с одним из флуоресцирующих 
белков CFp или YFp (рис. 1). 

Как было показано ранее (Caine et al., 2007; Ру-
бель и др., 2008; Mallik et al., 2010), а также в ходе 
данной работы, продукция в дрожжах aβ- и prp-со-
держащих флуоресцентных белков, приводит к форми-
рованию в цитоплазме флуоресцирующих агрегатов. 
Выявляемые в клетках агрегаты prp можно разделить 

по размеру и форме на несколько типов: небольшие 
агрегаты — «точки», крупные глобулярные структу-
ры, агрегаты в виде колец  или лентовидных структур. 
При культивировании дрожжей в жидкой селективной 
среде количество клеток с агрегатами и тип агрегатов 
сильно варьировали в зависимости от стадии роста 
клеточной культуры. Наибольшее количество клеток 
с агрегатами, было выявлено в логарифмической фазе 
роста культуры (0,5–1 OD595), при этом встречались 
преимущественно «точки» и комбинации «точек» и 
глобулярных структур, тогда как в стационарной фазе 
роста культуры доля клеток с агрегатами была замет-
но снижена, и в основном выявлялись клетки, содер-
жащие крупные глобулярные структуры. В несколь-
ких клетках вне зависимости от фазы роста культуры 
были обнаружены кольцевые или лентовидные струк-
туры. В дрожжах, продуцирующих aβ-содержащие 
флуоресцентные белки, количество клеток, содер-
жащих флуоресцентные агрегаты, было сравнитель-
но небольшим (6–10%), в большинстве клеток, на 
фоне диффузного распределения белка в цитоплазме, 
выявлялся один или несколько небольших агрегатов 
глобулярной формы. 

агрегаты aβ и prp колокализуются в клетках 
дрожжей-сахаромицетов. Для исследования воз-
можности взаимодействия белков aβ и prp, были по-
лучены дрожжи, продуцирующие пару химерных бел-
ков: aβ-YFp/prp-CFp, а также для контроля пары: 
aβ-YFp/aβ-CFp, prp-YFp/prp-CFp. Из дрожжевых 
клеток были сделаны микропрепараты и проанали-
зированы методами флуоресцентной микроскопии 
(рис. 2). Как и следовало ожидать, при продукции пар 
белков aβ-YFp/aβ-CFp и prp YFp/prp CFp в дрож-

Рис. 3 Гистограмма средних значений эффективности FRET 
для разных пар белков
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жевых клетках, выявлялись флуоресцентные грану-
лы, в подавляющем большинстве которых (80–90%) 
наблюдалась колокализация сигналов YFp и CFp. 
(рис 2). При продукции гибридных белков aβ-YFp/
prp-CFp, также в более чем 80% наблюдалась коло-
кализация флуоресцентных агрегатов. В тоже время, 
встречались клетки, в которых агрегаты флуоресцен-
тных белков не колокализовались. Полученные дан-
ные являются свидетельством в пользу возможности 
взаимодействия белков aβ и prp в дрожжевых клет-
ках. Однако, наблюдение колокализации агрегатов 
само по себе не является доказательством их физи-
ческого взаимодействия, так как совпадение сигналов 
флуоресцентных агрегатов может быть следствием их 
близкого расположения.

анализ взаимодействия между prp и aβ в живых 
клетках дрожжей S. cerevisiae. Для исследования 
физического взаимодействия между белком prp и пеп-
тидом aβ был использован метод FRET, широко при-
меняемый для исследования взаимодействия белков 
in vivo (Karpova et al., 2003; Cui et al., 2009). FRET 
(Fluorescence Resonance Energy Transfer) — это фи-
зическое явление, обусловленное передачей энергии 
между двумя хромофорами, находящимися на рассто-
янии не больше 10 нм с помощью безызлучательного 
диполь-дипольного спаривания. Для FRET использу-
ют конструкции, в которых изучаемые молекулы сли-
ты: одна — с донором, а другая — с акцептором, в ка-
честве которых выступают флуоресцирующие белки. 
При использовании белков CFp и YFp, CFp является 
донором, а YFp — акцептором, так как пик эмиссии 
CFp совпадает с пиком поглощения YFp. Если иссле-
дуемые белки тесно взаимодействуют, происходит эф-
фективная передача энергии (Swift et al., 2004).

В данной работе мы использовали метод выжигания 
акцептора (acceptor photobleaching). Эффективность 
передачи и, соответственно, степень взаимодействия 
белков в этом методе оценивали при сравнении интен-
сивности флуоресценции донора в присутствии и в от-
сутствии акцептора (при фотовыжигании акцептора при 
условии явления FRET донор флуоресцирует сильнее). 

Для исследования физического взаимодействия 
между prp и пептидом aβ мы использовали дрожжи, 
продуцирующие пару флуоресцентных белков prp-
CFp и aβ-YFp.

В качестве отрицательного контроля оценивали 
эффективность FRET между агрегатами prp-CFp и 
растворимым белком YFp. Было сделано 15 измере-
ний и произведен расчет эффективности FRET. В 14 
из сделанных измерений данный показатель равнялся 
0, в одном из измерений эффективность FRET соста-
вила 3,49%. С учётом стандартной ошибки среднего 
эффективность FRET в негативном контроле не отли-
чается от нуля. Полученные данные подтверждают от-
сутствие явления FRET в случае, когда флуоресцент-

ные белки слиты с невзаимодействующими белками, 
и отсутствие какого-либо фона флуоресценции, кото-
рый мог бы вносить ошибку в измерения.

В качестве положительного контроля рассчитыва-
ли эффективность FRET между парами белков prp-
CFp/ prp-YFp и aβ-CFp/ aβ-YFp. Эффективность 
FRET между белками prp-CFp и prp-YFp составила 
17,9±0,97% (n=111), а между белками aβ-CFp/ aβ-
YFp 11,8±1,03% (n=30).

В опыте, эффективность FRET между белками 
prp-CFp и aβ-YFp составила 14,7±1,73% (n=80) 
(см. рис. 3).

Стоит отметить, что в некоторых случаях (пример-
но 20%) колокализация агрегатов не сопровождалась 
физическим взаимодействием белков, как в опыте, 
так и в положительных контролях.

Таким образом, полученные данные говорят о том, 
что между белками prp-CFp и aβ-YFp происходит пе-
редача энергии флуоресценции за счет резонанса, что 
свидетельствует о физическом взаимодействии этих 
белков в дрожжевых клетках.

обсуждение

Большое количество работ убедительно доказы-
вает, что дрожжи Saccharomyces cerevisiae пред-
ставляют собой адекватную модель для исследова-
ния амилоидных белков млекопитающих (Outeiro 
and Muchowski, 2004; Галкин и др., 2006). Важной 
особенностью использования дрожжевых моделей 
является возможность визуализировать агрегацию 
белков с помощью создания химерных конструкций, 
в которых изучаемый белок слит с репортерной пос-
ледовательностью, например, с флуоресцирующими 
белками, широко используемыми сейчас в молеку-
лярно-биологических исследованиях. 

В ряде работ показано, что продукция в  дрожжах S. 
cerevisiae белков, aβ-GFp и prp-GFp, приводит к фор-
мированию в клетках высокомолекулярных агрегатов. 
Эти агрегаты обладают свойствами, характерными для 
агрегатов белков aβ и prp, выявляемых в мозге боль-
ных млекопитающих (Caine et al., 2007; Рубель, 2008; 
Mallik et al., 2010; Коржова и др., 2010). Агрегаты как 
prp, так и пептида aβ, не токсичны для дрожжей (Ру-
бель, 2008; Коржова и др., 2010). В данной работе, с 
помощью методов флуоресцентной микроскопии (ис-
следование колокализации и измерения эффективнос-
ти FRET), мы показали, что белки prp и aβ физически 
взаимодействуют в дрожжевых клетках.

В дальнейшем, предложенная нами модель позво-
лит более подробно изучать механизмы этого взаимо-
действия, искать домены белков, важные для взаимо-
действия, и факторы, которые могут на него влиять. 
Отметим, что метод FRET не позволяет разделить вза-
имодействие агрегатов и мономеров белков, поэтому 
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необходимо привлечение дополнительных методов 
для определения взаимодействующих внутри агрега-
тов единиц. Важным вопросом остается исследование 
специфичности взаимодействия амилоидных полиме-
ров, особенно в свете появившихся недавно данных о 
возможности взаимодействия мономеров prp с раз-
личными бета-складчатыми белками (Resenberger et 
al., 2011). Одним из вариантов изучения этого воп-
роса является исследование возможности колокали-
зации и измерение эффективности FRET при совмес-
тной продукции в дрожжевых клетках пептида aβ или 
prp и дрожжевых прионов, например, [pSI+] — агре-
гированной формы белка Sup35.

Таким образом, в работе было показано взаимо-
действие пептида aβ и белка prp в гетерологичной 
дрожжевой модели. В дальнейшем дрожжи сахаро-
мицеты могут быть использованы как модель для изу-
чения тонких механизмов взаимодействия prp и aβ: 
выявления участков белка prp и пептида aβ, ответс-
твенных за взаимодействие, выявления аминокислот 
критичных для взаимодействия, выяснения специфич-
ности взаимодействие белков prp и aβ.
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prIoN protEIN aND amyLoID bEta pEptIDE 
INtEract IN tHE yEaSt SaccHaromycES 
cErEvISIaE

Rubel A. A., Korzhova V. V., Saifitdinova A. F., 
Antonez K. S., Inge-Vechtomov S. G., Galkin A. P.

Summary ` : the possibility of interaction between prion protein 

and amyloid beta peptide in living cells of yeast Saccharomyces  

cerevisiae have been investigated by fluorescence 3D microscopy. 

using the fr Et technique, it was shown that amyloid beta peptide 

and prp interact in yeast cells. In the future, the yeast model can be 

used for investigation of the fine mechanisms of this interaction by 

fluorescence microscopy. 

k ` Ey WorDS: prion protein; amyloid beta peptide; amyloidosis; 

prions; alzheimer's disease; FRET; yeast.
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