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РЕФЕРАТ Большинство нейродегенеративных патологий связано с появлением цитотоксических олигоме-
ров и агрегатов мутантных белков, вызывающих дисфункцию клеток мозга и их гибель. В представленной 
работе изучали функции белковых факторов, как способствующих образованию агрегатов, так и предотвра-
щающих этот процесс. К таким белкам можно отнести глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназу (ГАФД), 
тканевую трансглутаминазу (тТГ) и молекулярный шаперон – белок теплового шока 70 (БТШ70). Исполь-
зуя технологию siРНК, мы показали, что подавление экспрессии ГАФД в модели болезни Хантингтона 
(БХ) вызывает снижение на 45–50% уровня агрегации мутантного хантингтина, содержащего повтор из 103 
остатков глутамина, и повышение количества выживших клеток. Впервые установлено, что блокирование 
синтеза ГАФД снижает степень агрегации супероксиддисмутазы-1 (СОД1) с мутацией G93A в модели амио-
трофического бокового склероза (АБС). Обработка клеток, имитирующих БХ и АБС, ингибитором актив-
ности ГАФД, гидроксинонненалом (ГНЕ) также снижает количество агрегирующего материала. Агрегации 
мутантных белков способствует также тканевая трансглутаминаза. Подавление активности этого фермента 
с помощью цистамина препятствует образованию агрегатов мутантной СОД1 и хантингтина. Роль БТШ70 
в контроле агрегации мутантного хантингтина изучали с использованием линии клеток с индуцибельной 
экспрессией шаперона. Увеличивая содержание БТШ70, мы добились снижения числа и размеров растущих 
агрегатов мутантного хантингтина. Таким образом, модуляция функции/количества трех белков (ГАФД, 
трансглутаминазы и БТШ70) влияет на патогенез таких распространенных нейродегенеративных заболе-
ваний, как болезнь Хантингтона и амиотрофический боковой склероз. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА нейродегенеративные заболевания, глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназа, шаперо-
ны, мутантные белки, агрегация.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ EGFP – усиленный зеленый флуоресцентный белок (Enhanced Green Fluorescence 
Protein); АБС – амиотрофический боковой склероз; БТШ – белок теплового шока; БХ – болезнь Хантинг-
тона; ГАФД – глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназа; ГНЕ – гидроксинонненал; ДСН – додецилсульфат 
натрия; ПААГ – полиакриламидный гель; СОД – супероксиддисмутаза; тТГ – тканевая трансглутаминаза; 
ФСБ – фосфатно-солевой буфер.

ВВЕДЕНИЕ
Причиной большинства нейродегенеративных забо-
леваний является прогрессирующая гибель нейронов 
в определенных отделах головного мозга. Развитие 
подобных патологий начинается с накопления внутри 
клетки (болезнь Паркинсона, Хантингтона) или вне 
ее (болезнь Альцгеймера) агрегатов мутантных бел-
ков или их олигомеров [1]. Такие структуры токсич-
ны для клеток мозга, они могут приводить к немед-
ленной гибели нейронов, хотя есть сведения о том, 
что они могут существовать в нейронах десятки лет 

и лишь в определенный момент становятся активным 
токсическим фактором [2].

В настоящее время предложены две гипотезы 
формирования агрегатов мутантных белков. Соглас-
но первой из них, агрегаты могут формироваться 
в результате образования водородных связей между 
β-слоями молекулы поврежденного или мутантного 
белка [3]. Подобные структуры недоступны для силь-
ных диссоцирующих растворителей, в частности 
для додецилсульфата натрия (ДСН). По-видимому, 
высокая плотность агрегирующего материала не по-
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зволяет клетке использовать протеолитические си-
стемы, протеасомы и фагосомы в борьбе с агрегатами 
[4]. Согласно второй гипотезе, амилоидные агрегаты 
могут образоваться за счет ковалентных сшивок 
между молекулами мутантного белка и другими 
клеточными белками. Формирование таких сшивок 
характерно для так называемых полиглутаминовых 
патологий, в основе которых лежат мутации, приво-
дящие к появлению аномально длинных глутамино-
вых повторов в молекулах хантингтина, атаксинов 
разных типов, рецептора андрогенов [5–7]. Поли-
глутаминовые повторы могут вырезаться и в реак-
ции, катализируемой тканевой трансглутаминазой 
(тТГ), образовывать ковалентные связи с донорами 
ε-аминогрупп лизинов. Гипотеза о ключевой роли 
тТГ в формировании нерастворимых агрегатов му-
тантного хантингтина подтверждается данными 
о том, что полиглутаминовые домены хантингтина 
являются активным субстратом для этого фермента, 
в отсутствие тТГ агрегация практически прекраща-
ется [8]. 

Донором лизинов в реакции, катализируемой 
тТГ, может служить гликолитический фермент 
глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназа (ГАФД) 
[9]. Недавно мы показали, что ГАФД действительно 
способна формировать агрегаты с мутантным хан-
тингтином [10]. Данные о том, что ГАФД обнаружива-
ется в агрегатах или отложениях других мутантных 
белков, например, амилоидного предшественника 
и α-синуклеина [11, 12], приводят к мысли о ГАФД 
как о некоем универсальном субстрате для процессов 
агрегации [13]. Одна из задач нашей работы состоя-
ла в том, чтобы понять, могут ли ГАФД, а также тТГ 
не только участвовать в агрегации мутантного хан-
тингтина, но и играть роль в патогенезе совершен-
но иного заболевания – амиотрофического бокового 
склероза (АБС). 

АБС – одно из наиболее распространенных ней-
родегенеративных заболеваний, при котором наблю-
дается дегенерация нейронов спинного мозга, ствола 
мозга и коры [14]. Приблизительно 10% случаев АБС 
являются наследственными, из них 20% обусловлены 
мутациями в гене супероксиддисмутазы-1 (СОД1). 
Мутации встречаются во всех экзонах гена СОД1, 
некоторые из них вызывают нарушения фолдинга 
и агрегацию белкового продукта. К таким мутациям 
относится замена глицина в положении 93 на аланин, 
G93A [15]. Таким образом, первая часть нашей рабо-
ты посвящена анализу функций ГАФД и тТГ в клет-
ках, имитирующих БХ и АБС.

Кроме белков, вовлеченных в образование ци-
тотоксических олигомеров и агрегатов, в клетке 
имеются факторы, препятствующие этому процес-
су. К таким факторам в первую очередь относятся 

молекулярные шапероны, особенно белки класса 
БТШ70 и кошапероны группы Hdj1/2 [16, 17]. По-
вышенная экспрессия генов этих факторов в клетке 
или в трансгенном организме приводит к торможе-
нию агрегации и снижению патогенных проявлений 
[18]. Предполагается, что на начальных этапах фор-
мирования агрегатов шаперон БТШ70 связывает 
их компоненты и поэтому тормозит процесс агрега-
ции [10, 19, 20]. Во второй части нашей работы рас-
смотрены особенности функций БТШ70 в процессе 
агрегации мутантного хантингтина в клеточной мо-
дели БХ. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клетки
Клетки нейробластомы человека SK-n-SH и SH-
SY-5Y получены от Д. Рубинштейна (D. rubinzstein) 
из Университета Кембриджа (Великобритания); 
культура нейрональных эмбриональных клеток 
HnSc3148 – от Л.И. Корочкина (Институт биоло-
гии гена РАН, Москва). В работе также использова-
ли клон линии SK-n-SH/hsp70, полученный ранее 
в лаборатории защитных механизмов клетки Инсти-
тута цитологии РАН с помощью трансфекции кле-
ток плазмидой со вставкой гена hsp70 под контро-
лем металлотионеинового промотора [10, 21]. Клетки 
культивировали в среде ДМЕМ («Биолот», Санкт-
Петербург) с добавлением L-глутамина, 10% феталь-
ной сыворотки крупного рогатого скота и 50 мг/мл 
гентамицина («ПанЭко», Москва) при температуре 
37°С в атмосфере 5% СО2

. Клетки SK-n-SH/hsp70 
растили в присутствии 100 мкМ генецитина.

Трансфекция клеток
В работе использовали плазмиды, содержащие эк-
зон 1 гена, кодирующего хантингтин с нормальным 
(Q25) и патогенным (Q103) числом остатков глута-
мина (далее гены Q25 и Q103 соответственно), сши-
тый с геном EGFP, кодирующим усиленный зеленый 
флуоресцентный белок (плазмиды предоставлены Д. 
Рубинштейном), и плазмиды, содержащие ген супе-
роксиддисмутазы-1 дикого типа (СОД1

wt
) и мутант-

ного варианта СОД1
G93A

, также сшитые с геном EGFP 
(получены от М. Читэм (M. cheetham), Колледж Уни-
верситета Лондона, Великобритания). Малая интер-
ферирующая РНК (siРНК), специфичная к ГАФД, 
получена из Ambion (Ambion/Life technology/
Invitrogen, США).

Клетки высевали в лунки 24- или 6-луночного 
планшета за 24 ч до трансфекции в концентрации 
3 × 105 кл./мл. Трансфекцию осуществляли с по-
мощью реагента Lipofectamine–PLuS (Invitrogen, 
США) согласно рекомендациям производителя. 
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Клетки трансфицировали siРНК GAPDH за 1 сут 
до трансфекции генами Q103 и Q25 или одновременно 
с генами СОД1

G93A
 или СОД1

WT
. 

Конфокальная микроскопия
Клетки высевали на покровные стекла, помещен-
ные в лунки 24-луночного планшета, в концентра-
ции 3 × 105 кл./мл. Для определения колокализации 
ГАФД и тТГ с Q103 клетки через 48 ч после транс-
фекции фиксировали 4% формальдегидом (Sigma, 
США) в фосфатно-солевом буфере (ФСБ) в течение 
30 мин, промывали чистым ФСБ и пермеабилизо-
вали с помощью холодного 96% этанола в течение 5 
мин при температуре –20оС. Клетки инкубировали со 
специфическими антителами против ГАФД (Abcam, 
Великобритания) или тТГ (Sigma, США) в течение 
ночи, после промывок в ФСБ инкубировали с вторич-
ными антителами, конъюгированными с флуорес-
центной меткой cY3 (JacksonLab., США). Препараты 
исследовали с помощью конфокального микроскопа 
Leica tcS SL (Германия). Чтобы избежать неспеци-
фической интерференции флуорохромов применя-
ли последовательный режим сканирования. Размер 
агрегатов определяли с помощью конфокального ми-
кроскопа LSM510 Zeiss и программы Zeiss LSM Image 
examiner, версия 2.80.1123 (Сarl Zeiss, Германия). 

Определение жизнеспособности клеток
Для проверки выживаемости клеток, синтезирую-
щих патогенные пептиды на фоне подавленной экс-
прессии ГАФД, использовали метод оценки жизне-
способности по Мосману [22]. Клетки нейробластомы 
SK-n-SH помещали в лунки 96-луночного планшета, 
трансфицировали siРНК, а затем геном Q103 как опи-
сано выше. Через 72 ч после начала эксперимента 
из лунок удаляли среду, в каждую лунку добавляли 
по 90 мкл свежей среды и 10 мкл раствора МТТ (бро-
мид 3-4,5-диметилтиазол-2-ил-2,5-тетразолия, Sig-
ma, США), 5 мг/мл, в стерильном ФСБ. Клетки ин-
кубировали с МТТ в течение 4 ч при 37оС, после чего 
среду с МТТ удаляли, и в лунки вносили по 100 мкл 
закисленного изопропанола (0.04 н. Hcl) для того, что-
бы растворить синие кристаллы формазана в живых 
клетках. Сигнал измеряли на иммунохимическом 
анализаторе Флюорофот (ООО «ПРОБАНАУЧПРИ-
БОР», Россия) при длине волны 570 и 630 нм. 

Анализ агрегации белков
Агрегацию белков анализировали с использовани-
ем двух систем: ex vivo и in vitro. В системе ex vivo 
клетки нейробластомы SK-n-SH трансфициро-
вали плазмидами, содержащими экзон 1 гена хан-
тингтина с нормальным (Q25) и патогенным (Q103) 
числом остатков глутамина. По истечении 8 ч клет-

ки, когда в них уже накапливается достаточное 
для анализа количество мутантного белка, но еще 
не происходит образования агрегатов, лизирова-
ли в буфере следующего состава: 25 мМ Трис-Hcl 
pH 8.0, 20 мМ nacl, 1 мМ eDТА. После трехкратно-
го цикла замораживания–оттаивания на льду лиза-
ты центрифугировали при 10000 g, измеряли кон-
центрацию общего белка в супернатанте по методу 
Брэдфорд [23]. Лизаты инкубировали в течение 48 ч 
при 37°С, после чего анализировали с помощью мето-
да ловушки на фильтре. 

В системе in vitro клетки нейробластомы SK-n-SH 
трансфицировали плазмидами, кодирующими экзон 
1 гена Q25 и Q103 или генами СОД1

wt 
и СОД1

G93A
. Че-

рез 24 ч после трансфекции клеток Q25 либо Q103 
или через 48 ч после трансфекции СОД1 клетки со-
бирали, трижды промывали холодным ФСБ, осаж-
дали центрифугированием при 800 g в течение 5 мин. 
К сухому клеточному осадку добавляли лизирующий 
буфер следующего состава: 10 мМ Трис-Hcl pH 8.0, 
150 мМ nacl, 2% ДСН. После обработки ультразву-
ком в течение 1 мин и инкубации при 98°С в течение 
2 мин лизаты использовали для изучения образова-
ния агрегатов с помощью методов ловушки на филь-
тре или электрофореза с задержкой в геле. 

Метод ловушки на фильтре (Filter trap assay)
Мы использовали метод Filter trap assay, описанный 
в статье Новоселовой и соавт. [24]. Лизаты трансфи-
цированных клеток нейробластомы SK-n-SH, полу-
ченные как описано выше, наносили на ацетатную 
нитроцеллюлозную мембрану, помещенную в при-
соединенный к вакуумному насосу аппарат для дот-
блотинга (Hemel Hempstead, Великобритания). 
До и после нанесения лизатов мембрану промывали 
под давлением буфером следующего состава: 10 мМ 
Трис-Hcl pH 8.0, 150 мM nacl, 0.1% ДСН. Наличие 
в агрегатах Q103 или СОД1 определяли с помощью 
антител к eGFP. 

ДСН-ПААГ-электрофорез и иммуноблотинг 
Для приготовления проб клетки собирали, триж-
ды промывали холодным ФСБ, центрифугировали 
при 800 g в течение 5 мин. К сухому клеточному осадку 
добавляли лизирующий буфер следующего состава: 20 
мМ Трис-Hcl рН 7.5, 150 мМ nacl, 0.5% Тритон Х-100, 
2 мМ eDТА. Лизаты центрифугировали при 10000 
g, концентрацию суммарного белка в супернатантах 
определяли по методу Брэдфорд. Для анализа исполь-
зовали по 50 мкг белка на пробу. После электрофоре-
за белки из геля переносили на нитроцеллюлозную 
мембрану (Immobilon-P (PVDF), размер пор 0.45 мкм, 
фирма Millipore corporation, США) с помощью аппа-
рата transBlot (Biorad, США).
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Зоны интересующих белков выявляли при помощи 
первичных моноклональных или поликлональных ан-
тител и вторичных антител против иммуноглобулина 
мыши или кролика, меченных пероксидазой хрена. 
Пероксидазную реакцию выявляли методом усилен-
ной хемилюминесценции с использованием системы 
для визуализации chemidoc Xrc (Bio-rad, США). 

Иммуноблотинг проводили с использованием 
моноклональных мышиных антител против eGFP 
(Abcam, Великобритания) и против ГАФД (Abcam, 
Великобритания); поликлональных кроличьих анти-
тел против БТШ70 (r22) и против тканевой транс-
глутаминазы (Sigma, США). В качестве вторичных 
антител использовали антитела против иммуногло-
булинов мыши или кролика, меченные пероксидазой 
хрена (Sigma, США).

Модификация ДСН-ПААГ-электрофореза 
для анализа ДСН-нерастворимой клеточной 
фракции (электрофорез с задержкой в геле, 
Electrophoretic retardation)
Для анализа уровня исследуемых белков в ДСН-
нерастворимой клеточной фракции использовали мо-
дификацию ДСН-ПААГ-электрофореза, при которой 
нерастворимые комплексы задерживались в концен-
трирующем геле. Клеточные осадки растворяли в бу-
фере следующего состава: 62.5 мМ Трис-НСl рН 8.0, 
2.5% ДСН, 10% глицерин, 0.1 мМ eDТА, 0.02% бром-
феноловый синий. Пробы обрабатывали при помощи 
ультразвука в течение 30 с, инкубировали при 98°c 
5 мин.

Концентрирующий гель имел следующий состав: 
2% акриламид, 0.17% бисакриламид, 0.125 мМ Трис-
НСl рН 6.8, 0.1% ДСН, 0.06% персульфат аммония, 
0.06% n,n,n',n'-тетраметилендиамин. Иммуноблоты 
получали как с разделяющего, так и с концентриру-
ющего геля. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

ГАФД влияет на процессы агрегатообразования 
в клеточных моделях болезни Хантингтона
В нашей работе анализировали функции трех белков 
– ГАФД, тТГ и БТШ70, в процессе агрегации мутант-
ного хантингтина (модель БХ) и мутантной СОД1 (мо-
дель АБС). В качестве модели БХ использовали три 
клеточные линии – нейробластомы человека SK-n-
SH, SH-SY-5Y и клетки эмбрионального мозга чело-
века HnSc3148 [25]. Клетки трансфицировали плаз-
мидой, содержащей экзон 1 гена Q103, слитый с геном 
EGFP. Через 12 ч после трансфекции в клетках появ-
лялись небольшие, яркие пятна, которые в последу-
ющие 36 ч сливались в крупные флуоресцирующие 
комплексы размером более 100 нм (рис. 1А). Следу-

ет отметить, что картина формирования агрегатов 
была, несмотря на небольшие временные расхожде-
ния, одинаковой в клетках всех трех типов. Применив 
специфические антитела, узнающие ГАФД, мы пока-
зали, что фермент колокализуется с агрегированны-
ми цепями полиглутамина (рис. 1А). 

Ранее было установлено, что в клетках нейробла-
стомы SK-n-SH ГАФД концентрируется в местах 
появления олигомеров, а затем крупных агрегатов 
мутантного хантингтина [10]. Кроме того, этот фер-
мент обнаружен в отложениях мутантного хантинг-
тина на срезах мозга больных БХ [26]. Эти данные 
и тот факт, что подобная локализация наблюдается 
в эмбриональных клетках человека, говорят о рас-
пространенности явления и о том, что ГАФД, доля 
которого в составе клеточного белка достигает 2–4%, 
может влиять на формирование агрегатов в ходе раз-
вития БХ. 

Влияние ГАФД на размер растущих агрегатов му-
тантного хантингтина мы оценивали с использовани-
ем снижения уровня этого белка с помощью siРНК. 
С этой целью клетки SK-n-SH за 1 сут до запуска 
процесса агрегации мутантного белка Q103 транс-
фицировали соответствующей siРНК. После под-
тверждения снижения уровня ГАФД определяли 
количество агрегированного материала. Согласно 
данным иммуноблотинга применение такой техно-
логии позволило на 50–60% уменьшить количество 
ГАФД в клетках нейробластомы человека SK-n-SH 
(рис. 1Б). Для изучения процесса агрегации мы ис-
пользовали метод ловушки на фильтре. Этот метод 
позволяет определить, какое количество агрегиро-
ванного материала, основную часть которого состав-
ляет полиглутаминовый повтор Q103 (модель БХ), 
остается на ацетат-целлюлозной мембране после 
пропускания через нее клеточных экстрактов, по-
лученных с применением ДСН. Очевидно, что в экс-
тракте контрольных клеток, не обработанных siРНК, 
обнаруживается значительное количество агрегатов 
(рис. 1Б). Действие неспецифической siРНК (Mock 
siРНК) не вызывало никаких изменений в процессе 
агрегации, тогда как специфическая siРНК, напро-
тив, снижала количество агрегированных, нераство-
римых в ДСН мутантных белков (рис. 1Б). Более того, 
подсчет числа трансфицированных клеток с агрега-
тами и диффузно распределенным белком показал, 
что при подавлении синтеза фермента число клеток, 
в которых сформировались агрегаты мутантного бел-
ка, снижается на 10% (рис. 1В).

Предполагается, что между агрегацией мутант-
ных белков и снижением жизнеспособности нейро-
нальных клеток существует прямая связь. Поэтому 
мы оценили, как влияет подавление синтеза ГАФД 
и соответственно снижение уровня агрегации му-
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Рис. 1. Влияние ГАФД на процесс 
агрегации мутантного хантингтина 
в клетках-моделях болезни Хантинг-
тона. А – ГАФД локализуется в агре-
гатах мутантного хантингтина. Клетки 
нейробластомы SK-N-SH, SH-SY-5Y 
и эмбриональные клетки мозга чело-
века, HNSC3148, трансфицировали 
плазмидой, содержащей ген мутант-
ного хантингтина с повтором из 103 
остатков глутамина, Q103, сшитый 
с геном зеленого флуоресцентного 
белка (EGFP). Через 48 ч клетки окра-
шивали антителами к ГАФД (вторич-
ные антитела дают красную окраску). 
На вынесенном поле желтым окраше-
ны места колокализации ГАФД и Q103 
(изображения совмещены по каналам 
488 и 543 нм). Б – Специфическое 
подавление экспрессии фермента 
с помощью siРНК (верхняя панель, 
siРНК ГАФД) приводит к снижению 
уровня агрегации Q103 в тесте ло-
вушка на фильтре (нижняя панель), 
а также к (В) уменьшению доли транс-
фицированных клеток, содержащих 
агрегаты, и к (Г) повышению выжи-
ваемости клеток, трансфицированных 
Q103, по сравнению с контролем (Б, 
В – К – нетрансфицированные клетки). 
Д – Гидроксинонненал, ГНЕ, инактиви-
рующий ГАФД, снижает количество 
агрегированного полиглутамина. 
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тантного белка на количество выживших клеток. Эти 
эксперименты были поставлены так же, как и опи-
санные выше, но жизнеспособность клеток оцени-
вали с помощью метода Мосмана через 48 ч после 
трансфекции siРНК, а затем конструкции, кодирую-
щей полиглутаминовую последовательность (рис. 1Г). 
Показано, что экспрессия мутантного хантингтина 
действительно приводит к снижению числа жизне-
способных клеток на 40%. Предварительная транс-
фекция плазмидой с контрольной siРНК не влияет 
на выживаемость как контрольных, так и несущих 
Q103 клеток. Подавление синтеза ГАФД с помощью 
специфичной siРНК приводит к увеличению на 18% 
количества выживших клеток, экспрессирующих 
Q103, по сравнению с клетками с нормальным уров-
нем ГАФД (рис. 1Г). 

Чтобы доказать значимость ГАФД как фармаколо-
гической мишени, мы провели литературный поиск 
низкомолекулярных соединений, обладающих срод-
ством к ГАФД, и выявили несколько таких соеди-
нений, включая гидроксинонненал (ГНЕ). Известно, 
что ГНЕ способен реагировать с цистеиновыми и ги-
стидиновыми остатками в молекуле фермента и вы-
зывать его инактивацию [27]. ГНЕ вводили в куль-
туру клеток нейробластомы человека SK-n-SH, 
экспрессирующих Q103, слитый с маркерным геном 
EGFP, после чего получали клеточный лизат и ана-
лизировали его с помощью метода ловушки на филь-

тре. Результаты таких опытов позволяют считать, 
что ГАФД действительно служит мишенью для ма-
лых молекул: степень агрегации комплекса мутант-
ного хантингтина с ГАФД снижалась на 45–50% 
при воздействии ГНЕ в фармакологически релевант-
ной концентрации (1 мкМ). Эта величина является 
удовлетворительным терапевтическим показателем, 
причем при увеличении концентрации соединения 
степень агрегации уменьшалась еще значительнее 
(рис. 1Д). Эффект ГНЕ, с нашей точки зрения, осно-
ван на его способности отбирать часть молекул ГАФД 
из комплекса с мутантным хантингтином; процесс 
агрегации при этом должен затухать. 

Таким образом, ГАФД локализуется в патогенных 
агрегатах вместе с мутантным хантингтином и, по-
видимому, принимает активное участие в процессе 
агрегации на ее ранних этапах. В пользу такой трак-
товки результатов говорит тот факт, что специфиче-
ское снижение количества доступных для агрегации 
молекул фермента, достигаемое с помощью siРНК 
или высокоаффинного соединения, приводит к пода-
влению агрегации комплекса Q103–ГАФД.

Исследование влияния тканевой 
трансглутаминазы на агрегацию мутантного 
хантингтина
Агрегаты мутантного хантингтина, атаксина и не-
которых других патогенных белков могут формиро-

Рис. 2. Тканевая трансглутаминаза уси-
ливает агрегацию мутантного хантинг-
тина. А – тТГ локализуется в агрегатах 
мутантного хантингтина. Q103, конъю-
гированный с EGFP, окрашен зеленым 
цветом, тТГ – красным. На вынесенной 
панели область колокализации Q103 
и тТГ окрашена желтым. Б – Добавле-
ние тТГ к экстракту клеток с полиглута-
мином увеличивает количество агреги-
рованного материала в тесте ловушка 
на фильтре (количество тТГ выражено 
в процентах от общего количества 
белка в экстракте). В – Ингибитор тТГ, 
цистамин, подавляет процесс агрегации 
мутантного хантингтина в зависимости 
от концентрации ингибитора (К – ци-
стамин не добавляли); по оси ординат 
отложено количество клеток с агре-
гатами, измеренное в определенный 
момент времени. 
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Рис. 3. Роль ГАФД в формировании агрегатов в кле-
точной модели амиотрофического бокового скле-
роза. А – Клетки линии SK-N-SH через 48 ч после 
трансфекции геном СОД1 дикого (WT) либо мутант-
ного (G93A) типа, слитого с геном EGFP. На правой 
панели видно, что СОД1

G93A
 формирует нераство-

римые агрегаты. Б – Снижение уровня экспрессии 
ГАФД с помощью специфической siРНК (siРНК ГАФД) 
предотвращает образование агрегатов мутантной 
СОД1, что следует из данных, полученных методом 
задержки электрофоретической подвижности в геле 
(верхние две панели) и методом ловушки на фильтре 
(нижняя панель). В – Ингибитор тТГ, цистамин, и пре-
парат ГНЕ, снижающий активность ГАФД, подавляют 
рост агрегатов СОД1

G93A
 дозозависимым образом. Б, 

В – К – клетки, трансфицированные СОД1
G93A

.
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ваться в результате сшивания аномально длинных 
полиглутаминовых цепей с белками-донорами ре-
активных лизинов, в частности ГАФД, в процессе, 
катализируемом тТГ [9, 28]. С помощью иммуноф-
луоресцентной микроскопии мы определили локали-
зацию тТГ в клетках, экспрессирующих Q103, чтобы 
понять роль этого фермента в нашей клеточной мо-

дели. Оказалось, что молекулы тТГ равномерно рас-
пределены по цитоплазме клетки, а вокруг агрега-
тов Q103–ГАФД наблюдаются скопления фермента. 
Можно видеть, что тТГ колокализуется с мутантным 
хантингтином (рис. 2А). Участие тТГ в образовании 
агрегатов мы подтверждали, вводя очищенный фер-
мент в экстракт клеток, трансфицированных кон-
струкцией Q103-eGFP, до того, как началось форми-
рование агрегатов. Как показывает анализ агрегации 
ex vivo (см. «Экспериментальную часть»), проведен-
ный с применением метода ловушки на фильтре, до-
бавление тТГ дозозависимым образом увеличивает 
количество Q103, нерастворимого в ДСН и остающе-
гося на мембране (рис. 2Б). 

Насколько подавление активности тТГ отразится 
на процессе образования агрегатов? Чтобы ответить 
на этот вопрос, мы инкубировали клетки SK-n-SH 
с известным ингибитором фермента, цистамином, на-
чиная с момента начала агрегации, т.е. через 5 ч по-
сле трансфекции геном Q103–EGFP. Подсчет числа 
клеток с агрегатами показал, что действие цистами-
на проявляется уже через 24 ч после начала инкуба-
ции; через 1 сут влияние ингибитора становится еще 
более выраженным. Наконец, подсчет числа клеток 
через 3 сут после внесения ингибитора в среду по-
казывает, что цистамин в концентрации 0.4 мкМ сни-
жает число клеток с агрегатами Q103–eGFP более 
чем наполовину, а дальнейшее увеличение концен-
трации ингибитора подавляет агрегацию еще сильнее 
(рис. 2В). Интересно, что при использовании циста-
мина в концентрации 1 мкМ доля клеток с агрегатами 
не изменялась с течением времени и составляла 25–
28% от всего количества трансфицированных кле-
ток. В популяции необработанных клеток доля кле-
ток, содержащих агрегаты, росла и через 72 ч после 
трансфекции составляла 82%. Это может говорить 
о том, что образование полиглутаминовых агрегатов 
обусловлено не только действием тТГ, но, возможно, 
и другим механизмом, таким, например, как в модели 
«polar zipper» [3].

Участие ГАФД и тТГ в процессах формирования 
агрегатов мутантной СОД1
Предполагая, что ГАФД и тТГ способствуют агрега-
ции не только хантингтина, но и других мутантных 
белков, мы провели анализ функций этих фермен-
тов в формировании агрегатов на примере клеточной 
модели АБС. С этой целью использовали плазмиды, 
содержащие гены СОД1G93A 

и СОД1
wt

, слитые с геном 
зеленого флуоресцентного белка. Микроскопический 
анализ клеток нейробластомы SK-n-SH, трансфици-
рованных этими плазмидами, показал, что мутантная 
СОД1

G93A
, в отличие от cОД1

wt
, способна формировать 

агрегаты в течение 36–48 ч (рис. 3А). 
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Играет ли ГАФД в формировании агрегатов му-
тантной СОД1 такую же роль, как и в модели БХ? 
Чтобы понять это, мы применили технологию спец-
ифических малых интерферирующих РНК. Лизаты 
клеток SK-n-SH, трансфицированных одновремен-
но специфической или контрольной siРНК и СОД1

wt
 

или СОД1
G93A

, анализировали методом задержки 
электрофоретической подвижности в геле и имму-
ноблотинга, а также методом ловушки на фильтре 
(рис. 3Б). 

Как следует из результатов электрофоретического 
анализа, лизат клеток, обработанных специфической 
siРНК, содержит значительно меньше ГАФД, спо-
собной проходить в разделяющий гель, чем лизаты 
контрольных (интактных) клеток, и клеток, несущих 
СОД1

wt
 (рис. 3Б, средняя панель). Как в контрольных, 

так и в трансфицированных Mock siРНК клетках, не-
сущих мутантную СОД1, уровень ГАФД, проходящей 
в разделяющий гель, понижен. Однако именно в лиза-
тах из таких клеток содержится значительное коли-
чество агрегатов, задерживающихся в концентрирую-
щем геле, (рис. 3Б, верхняя панель). Эти результаты 
подтверждаются и в опыте с применением метода ло-
вушки на фильтре; в лизатах таких клеток выявлены 
агрегаты мутантной СОД1 (рис. 3Б, нижняя панель), 
в состав которых, видимо, входит и ГАФД. 

Кроме специфической siРНК, для подавления 
ГАФД использовали ГНЕ. Как показано методом 
ловушки на фильтре, ГНЕ в концентрации 1 мкМ 
подавлял агрегацию мутантной СОД1; повышение 
концентрации ГНЕ до 10 мкМ приводило к еще более 
выраженному эффекту (рис. 3В). Влияние ГНЕ можно 
объяснить тем, что при АБС, как и при многих других 
патологических процессах, усиливается образование 
свободных радикалов, а окислительный стресс вы-
зывает нарушение структуры ГАФД. При этом экс-
понируются участки молекулы фермента, которые 
связываются с мутантными белками, что приводит 
к образованию крупных комплексов [29]. Мы предпо-
лагаем, что ГНЕ препятствует формированию подоб-
ных комплексов, т.е. ингибирует агрегацию СОД1. 

Участие тТГ в формировании агрегатов СОД1-
ГАФД показано также с помощью ингибиторно-
го анализа. Используя цистамин, мы установили, 
что подавление активности тТГ уменьшает массу 
агрегирующего материала на фильтре. Однако та-
кой эффект достигается при высоких концентрациях 
цистамина (не ниже 10 мкМ), превышающих фарма-
кологические значения (рис. 3В). Подавление агрега-
ции мутантной СОД1 при использовании цистамина 
объяснить труднее. Возможно, ингибирование тТГ 
предотвращает образование ковалентных связей 
как между молекулами ГАФД, так и между ГАФД 
и другими белками.

Рис. 4. БТШ70 препятствует формированию агрегатов 
мутантного хантингтина в клеточной модели болезни 
Хантингтона. А – Содержание шаперона в клетках 
SK-N-SH увеличивается в зависимости от концентрации 
сульфата цинка (К – без сульфата цинка). Б – Гисто-
граммы распределения агрегатов Q103 по размеру 
(в мкм) в зависимости от концентрации сульфата 
цинка и соответственно количества БТШ70 в клетках. 
В – Дробное увеличение экспрессии БТШ70 в клетках 
нейробластомы SK-N-SH, трансфицированных Q103, 
приводит к снижению агрегированного полиглутами-
на в тесте ловушка на фильтре. На Б и В: К – сульфат 
цинка не добавляли.
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Шаперон БТШ70 подавляет агрегацию мутантного 
хантингтина в клеточной модели БХ
В предотвращении образования комплексов повреж-
денных или мутантных полипептидов значительную 
роль играет шаперон БТШ70 [30]. Влияние БТШ70 
на агрегацию мутантного хантингтина мы изучали 
с использованием в качестве модели клеток нейро-
бластомы человека SK-n-SH, трансфицированных 
геном БТШ70 под контролем индуцибельного ме-
таллотионеинового промотора. Экспрессию БТШ70 
индуцировали солью цинка (ZnSO

4
), при помощи 

которой можно дозозависимым образом повышать 
уровень белка (рис. 4А), за 6 ч до трансфекции кле-
ток SK-n-SH плазмидой, несущей ген Q103. Диаметр 
агрегатов мутантного хантингтина определяли че-
рез 48 ч после трансфекции. Средний диаметр агре-
гатов в трансфицированных клетках, обработанных 
50 мкМ ZnSO

4
, составил 3.15 ± 0.69 мкм, в то время 

как в контрольных клетках диаметр агрегатов был 
равен 6.82 ± 0.98 мкм. При повышении концентрации 
ZnSO

4
 до 100 мкM наблюдалось дальнейшее сниже-

ние и числа клеток, несущих агрегаты, и размеров 
агрегатов (средний диаметр равен 1.52 ± 0.19 мкм, 
рис. 4Б). Влияние БТШ70 на количество агрегирую-
щего материала мы анализировали с помощью ме-
тода ловушки на фильтре. Оказалось, что при повы-
шении концентрации ZnSO

4
 и соответственно уровня 

БТШ70 снижается количество задержанного на по-
верхности фильтра материала, содержащего eGFP-
маркер (рис. 4В). 

Участие молекулярных шаперонов, особенно 
БТШ70, в предотвращении формирования агрегатов 
патогенных или поврежденных белков известно, од-
нако, механизмы этого эффекта до сих пор остают-
ся невыясненными. В этой связи интересны данные 
о том, что шаперон образует комплекс с агрегирую-
щими моно- и олигомерами мутантного хантингтина 
[31]. Этот комплекс носит динамический характер. 
Предполагается, что БТШ70 препятствует включе-

нию полиглутаминовых молекул в образующиеся 
агрегаты мутантного хантингтина. Однако результа-
ты нашей недавно опубликованной работы [10] гово-
рят о том, что БТШ70 действует не только на мутант-
ный хантингтин, но и на молекулы ГАФД, которые 
многократно усиливают агрегацию. Исходя из пред-
ставленных результатов, можно предположить, что, 
по крайней мере в клетках-моделях БХ, БТШ70 
способен препятствовать образованию комплекса 
полиглутамин-ГАФД, защищая фермент от сшива-
ющего действия тТГ. Эта гипотеза не противоречит 
теориям о роли шаперонов в защите клеток от нейро-
патогенных стимулов, однако, безусловно нуждается 
в тщательной проверке.

ВЫВОДЫ
В настоящей работе с использованием клеточных 
моделей болезни Хантингтона и амиотрофического 
бокового склероза установлено, что помимо самих 
патогенных белков, специфичных для указанных за-
болеваний, большое значение имеют два фермента – 
глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназа и ткане-
вая трансглутаминаза. Первый фермент участвует 
в формировании комплексов с патогенными белками 
в обеих моделях данных заболеваний; его блокада 
приводит к снижению темпов агрегации. Трансглу-
таминаза, по-видимому, катализирует образование 
комплекса ГАФД с патогенными клеточными бел-
ками. Фактором, предотвращающим агрегацию, 
является шаперон БТШ70, повышение экспрессии 
которого дозозависимым образом снижает патоген-
ные проявления. На основании полученных данных 
мы утверждаем, что все три белка могут рассматри-
ваться в качестве перспективных фармакологиче-
ских мишеней.  

Работа поддержана программой Президиума РАН 
«Фундаментальные науки – медицине» и РФФИ 

(гранты № 11-04-12047-офи_м и 12-08-31523).
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