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Аннотация
Целью исследования являлось проведение первичного 
скрининга изменений,  происходящих в организме мышей 
в результате внутрибрюшинных инъекций суспензии 
клеточных стенок (КС) дрожжей Saccharomyces cerevisiae 
и экстракта из КС, содержащих и не содержащих в своем 
составе белок с амилоидными свойствами Bgl2p. Иссле-
дования проводили на линиях мышей CFW и С57BL/6 с 
использованием КС дрожжей S.cerevisiae штамма дикого 
типа и штамма с делецией гена BGL2, кодирующего дан-
ный белок. О наличии белка Bgl2p в препарате для инъ-
екций судили по данным иммуноблоттинга с антителами 
к данному белку. Способность к фибриллизации белка 
Bgl2p оценивали методами электронной микроскопии 
и флуоресцентного анализа с применением Тиофлавина 
Т. Показано, что во всех случаях, когда в инъецируемом 
препарате присутствовал белок Bgl2p, у мышей разви-

Summary
The aim of the study was to carry out primary screening 
of changes occurring in the mice body as a result of 
intraperitoneal injections of a suspension of the cell walls 
(CW) of yeast Saccharomyces cerevisiae containing and not 
containing a protein with amyloid properties Bgl2p, and an 
extract from CW, in which the specified protein was present or 
removed. The studies were performed on CFW and C57BL/6 
mouse lines using CW of wild-type strain of S.cerevisiae 
and a strain with the deletion of BGL2 gene encoding this 
protein. The presence of Bgl2p in the injection preparation was 
assessed according to immunoblotting data with antibodies to 
this protein. The ability to Bgl2p fibrillation was evaluated by 
electron microscopy and fluorescence analysis using Thioflavin 
T. It was shown that in all cases when Bgl2p protein was present 
in the injected drug, mice developed skin disorders of varying 
severity. In the case of CW injection obtained from wild-type 
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вались нарушения кожного покрова различной степени 
тяжести. В случае инъекции КС, полученных из клеток 
дрожжей дикого типа и обработанных протеиназой К, на-
блюдались изменения в поведении животных, а именно, 
снижение параметров их исследовательской активности. 
Представлены данные, характеризующие способность 
белка Bgl2p формировать фибриллы различной морфо-
логии после выделения из КС. Сделан вывод о токсичном 
воздействии Bgl2p на организм мышей, предполагается 
возможность индукции у животных амилоидоза, вы-
званного контактом с белком Bgl2p. Другие компоненты 
КС дрожжей, токсичные для животных, не выявлены, 
однако не исключается их усиливающее воздействие на 
проявление токсических свойств Bgl2p.
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yeast cells and treated with proteinase K, changes in animal 
behavior were observed, namely, a decrease in the parameters 
of their research activity. Data characterizing the ability of the 
Bgl2p protein to form fibrils of various morphologies after 
isolation from CW are presented. The conclusion is made 
about the Bgl2p toxic effect on the body of mice, the possibility 
of induction in animals of amyloidosis caused by contact with 
the Bgl2p protein is assumed. Other components of yeast 
CW toxic to animals have not been identified, however, their 
enhancing effect on the manifestation of toxic properties of 
Bgl2p is not excluded.
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Введение
Клеточная стенка (КС) микроорганизмов – 

это многокомпонентная полифункциональная 
органелла, она является важным участником в 
процессах, обеспечивающих взаимоотношения 
клетки с окружающей средой. У многих микро-
организмов, в том числе у дрожжей, КС представ-
ляет собой компартмент, обогащенный белками 
с амилоидными свойствами [1, 2]. Исследования 
КС патогенных дрожжей Candida albicans [3] и 
пекарских дрожжей Saccharomyces cerevisiae [4] 
явились одними из первых работ, в которых были 
частично охарактеризованы белки КС с амилоид-
ными свойствами.

 В последнее десятилетие в КС дрожжей S. cere-
visiae был идентифицирован ряд новых амилоид-
ных белков [5-8].

Число амилоидозов растет [9-14]. Данное 
заболевание, тем не менее, остаётся трудно диа-
гностируемым, поскольку часто его клинические 
проявления неспецифичны независимо от того, 
какие органы или ткани оказываются пора-
жёнными [15-17]. Развивающийся амилоидоз 
может имитировать симптомы рака лёгких [18]. 
Исследователи проявляют всё больший интерес 
к возможности индукции амилоидозов и нейро-
дегенеративных заболеваний амилоидными бел-
ками бактерий [19-21] и дрожжей [22, 23], в том 
числе локализованных на поверхности их клеток. 
Увеличивается интенсивность исследований, на-
правленных на анализ воздействия на организм 
человека белков с амилоидными свойствами, 
содержащихся в пищевых продуктах [24]. Оче-
видно, что существует необходимость в дальней-
шем исследовании амилоидов, локализованных 
на поверхности микроорганизмов различной 
таксономической принадлежности, в том числе 

дрожжей, и их влияния на здоровье млекопита-
ющих, включая человека.

Примерами хорошо охарактеризованных 
белков с амилоидными свойствами поверхности 
дрожжевых клеток являются белок Als C. albicans 
[25] и консервативный мажорный белок клеточ-
ной стенки дрожжей – глюканозилтрансгликози-
лаза Bgl2p [4, 26-29].

Bgl2p присутствует в КС аскомицетных дрож-
жей и у грибов рода Aspergillus [27, 29]. Данный 
белок из разных видов дрожжей демонстрирует 
высокую степень гомологии, антитела к Bgl2p 
S. cerevisiae реагируют с Bgl2p C. albicans [26, 
30]. Молекула Bgl2p S. cerevisiae имеет 19 сайтов 
для гидролиза трипсином и, тем не менее, этот 
белок в клеточных стенках  устойчив к гидро-
лизу этой протеиназой. В отличие от остальных 
нековалентно закрепленных белков КС Bgl2p не 
может быть экстрагирован из этой органеллы в 
процессе инкубации с 1% ДСН при 37°C [4], а 
будучи выделенным в воду при нагреве, спосо-
бен образовывать структуры с фибриллярной 
морфологией [4, 28]. Нельзя исключить, что в 
формировании этих фибрилл могут принимать 
другие белковые компоненты КС [28]. Дополняет  
сказанное  наличие  свойств  адгезина,  обнару-
женных у Bgl2p C. albicans [30]. Указанные свой-
ства свидетельствуют об амилоидной природе 
структур, образуемых с участием Bgl2p как в КС, 
так и после выделения.

Вместе приведенные данные позволяют пред-
положить, что контакт Bgl2p с клетками млеко-
питающих, в том числе человека, может стать 
причиной развития амилоидоза. Такой контакт 
может осуществляться при развитии кандидозов 
разной степени тяжести или другой инфекции, 
вызванной видами грибов, в КС которых содер-
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жится данный белок. Число микозов растет, как 
и число системных амилоидозов и нейродегене-
ративных болезней [12, 13, 31-33]. Другой путь, 
приводящий к возможности контактов белка 
Bgl2p с клетками млекопитающих, – попадание 
фрагментов КС, содержащих этот белок и/или 
самого белка, в корма, а в случае человека – в 
такие продукты как пищевые добавки и соусы, 
приготовленные с использованием разрушенных 
клеток дрожжей. В этом случае риск индукции 
развития системного амилоидоза в результате 
контакта клеток млекопитающих с амилоидными 
белками, содержащимися в КС дрожжей, может 
быть даже выше, поскольку применение этих 
микроорганизмов в качестве кормовой базы для 
сельскохозяйственных животных и их нетра-
диционное использование в пищевой промыш-
ленности, например, в качестве компонентов 
фаст-фуд, имеет очевидную тенденцию к росту. 
Несмотря на сказанное, исследования влияния 
амилоидных белков, содержащихся в КС дрож-
жей, на организм млекопитающих, в том числе 
человека, практически отсутствуют.

В данной работе мы сделали попытку отве-
тить на вопрос, является ли Bgl2p токсичным 
для млекопитающих компонентом КС дрожжей, 
а учитывая амилоидные свойства данного белка, 
– фактором риска развития амилоидоза и каков 
возможный вклад других компонентов КС в ток-
сическое воздействие.

Материалы и методы

Штаммы дрожжей и условия их выращивания
В работе использовали штаммы дрожжей 

Saccharomyces cerevisiae дикого типа – гено-
тип MATα his3Δ1 lys2Δ0 ura3Δ0 leu2Δ0, и Δbgl2 
– генотип MATα his3Δ1 lys2Δ0 ura3Δ0 leu2Δ0 
bgl2Δ::URA3. Выращивание дрожжей на жидкой 
питательной среде YPD (1% дрожжевого экстрак-
та, 2% бактопептона, 2% глюкозы) проводили в 
колбах объемом 750 мл с объемом среды культи-
вирования 200 мл на качалке New Brunswick при 
200 об/мин и температуре 30°С.

Выделение и частичная депротеинизация 
клеточных стенок
Клетки дрожжей (19 ч роста культуры) осаж-

дали центрифугированием 10 мин при 1650g 
(центрифуга Eppendorf 5804R), дважды промы-
вали 0,05М калий-фосфатным буфером рН 8,0 
и разрушали на шейкере Heidolph с помощью 
стеклянных шариков баллотини (0,5 мм; Sigma), 
при охлаждении, далее проводили отмывку КС 

от внутриклеточного содержимого как описано 
ранее [28]. Оптическую плотность суспензии КС 
определяли с помощью спектрофотометра Cary 
Eclipse (Varian Inc.) при длине волны 540 нм.

Препараты КС перед инъекцией мышам депро-
теинизировали одним из приведённых ниже спосо-
бов, позволяющих оставить белки с амилоидными 
свойствами, в том числе Bgl2p в составе КС [4].

Депротеинизирование КС проводили проте-
иназой К (Sigma). Для удаления протеиназы К из 
препарата к КС добавляли аффинный сорбент ба-
цитрацин аминосилохром, который затем удаля-
ли цетрифугированием при 1100g в течение 30 с, 
КС многократно промывали водой, осаждая при 
12100g в течение 3 мин, и удаляли супернатант 
(центрифуга Eppendorf Minispin). Отсутствие 
протеолитической активности в суспензии КС 
определяли с использованием казеина в качестве 
субстрата. Препараты КС обоих штаммов ис-
пользовали для инъекции мышей только после 
полного удаления протеиназы К.

Препараты КС также депротеинизировали 
1% ДСН в течение 1 часа при 37˚С, осаждали 
центрифугированием и промывали многократно 
0,2 М натрий-ацетатным буфером рН 5,6, трижды 
смесью бутанол:вода в соотношении 1:1 и водой. 
КС, депротеинизированные с помощью 1% ДСН, 
использовали для получения экстрактов или 
обработки ультразвуком для инъекций мышам. 
Режим обработки 6 минут, 20 с импульс, 30 с па-
уза, 15% мощности (Branson Digital Sonifier 450, 
Emerson Industrial Automation) при охлаждении.

Получение экстрактов из КС 
Экстракты из КС в 0,1 М Трис (Amresco), рН 9,8 

и в 6 М гуанидингидрохлорид (Applichem), рН 5,6 
получали как описано ранее с некоторыми моди-
фикациями [34], экстракт из КС в Трис нейтрали-
зовали натрий-ацетатным буфером до значения 
рН раствора 5,6. Для инъекции мышам и проведе-
ния экспериментов с Твин-80 нейтрализованный 
таким образом препарат диализовали против 
0,05 М натрий-ацетатного буфера, рН 5,6. Экс-
тракт из КС в воду получали как описано ранее [4] 
с некоторыми модификациями, использовали ин-
кубацию КС в воде (1 о.е. на 10 мкл, соответствен-
но) на кипящей водяной бане в течение 5 мин.

Электрофорез белков в денатурирующих 
условиях в полиакриламидном геле и вестерн-
блот анализ
Белки дрожжевых клеточных стенок анали-

зировали с помощью электрофореза в денату-
рирующих условиях в полиакриламидном геле 

Т.С. Калебина, В.В. Рекстина, А.А. Горковский и др.
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(ПААГ) [35] с модификациями. Использовали 
маркер молекулярных весов, содержащий пред-
варительно окрашенные белки (Fermentas). Белки 
в геле окрашивали Кумасси G-250 [36].

Для выявления полос Bgl2p проводили ве-
стерн-блоттинг как описано в работе [28] с моди-
фикациями. Первичные поликлональные антите-
ла против Bgl2p были получены у самцов мышей 
BALB/c в Институте биофизики клетки РАН, 
Пущино с использованием белка, очищенного в 
ПААГ (40 мкг на мышь). В качестве вторичных 
антител использовали поликлональные кроличьи 
антитела против IgG мыши, коньюгированные 
с  пероксидазой хрена (Invitrogen). Визуали-
зацию проводили, используя метод усиления 
хемилюминесценции с помощью системы ECL 
ThermoFisher Scientific.

Получение очищенного препарата Bgl2p
Для очистки Bgl2p использовали препарат 

белка, экстрагированного из КС дрожжей дико-
го типа, в воду. Очистку проводили с помощью 
препаративного электрофореза. Полосу ПААГ, 
содержащую Bgl2p, помещали в диализный ме-
шок и проводили электроэлюцию белка из геля 
в течение 4-5 часов при напряжении 120 B и силе 
тока 10-30 мА. Элюированный из геля белок 
после диализа против воды концентрировали с 
использованием Сефадекс-25.

Эксперименты на лабораторных мышах 
Было проведено три эксперимента по иссле-

дованию влияния препаратов, содержащих и не 
содержащих белок Bgl2p, на организм мышей.

В одном эксперименте 50 самок белых мышей 
линии CFW (возраст 13 недель) были разделены 
на 5 групп по 10 животных. Мышам внутрибрю-
шинно инъецировали по 0,2 мл суспензии КС 
в воде, доза КС составила 200 мкг/г. Животные 
контрольной группы получали эквивалентные 
объемы деионизованной воды (группа 1). Мы-
шам из групп 2 и 3 вводили суспензии КС дрож-
жей штамма дикого типа, обработанных и не 
обработанных протеиназой К, соответственно. 
Мышам из групп 4 и 5 вводили суспензии КС 
дрожжей штамма Δbgl2, обработанных и не об-
работанных протеиназой К, соответственно. 
Препараты инъецировали мышам один раз в 
неделю на протяжении семи недель. 

В другом эксперименте 44 самки белых мышей 
линии CFW (возраст 12 недель) были разделены 
на 4 группы по 11 животных. Мышам опытных 
групп внутрибрюшинно инъецировали по 0,1 
мл экстрактов из КС в Трис в 0,05 М натрий-аце-

татном буфере, рН 5,6. Животные контрольной 
группы получали эквивалентные объемы 0,05 М 
натрий-ацетатного буфера, рН 5,6 (группа 1). 
Мышам из группы 2 вводили экстракт из КС в 
Трис дрожжей дикого типа. Животных из групп 
3 и 4 инъецировали фильтратами экстракта из КС 
в Трис, полученными с использованием фильтра 
0,22 мкм (Chromafil, Macherey-Nagel) и центри-
фужного фильтра с пределом отсечения 50 кДа 
(Amicon, Millipore), соответственно. Препараты 
инъецировали мышам один раз в неделю на про-
тяжении трех недель. 

Ещё в одном эксперименте 30 самок мышей 
линии C57BL/6 (возраст 12 недель) были раз-
делены на 3 группы по 10 животных. Мышам 
опытных групп внутрибрюшинно инъецировали 
по 0,15 мл суспензии обработанных ультразву-
ком КС дрожжей штаммов дикого типа и Δbgl2 
в воде, доза КС составила 200 мкг/г.  Животные 
контрольной группы получали эквивалентные 
объемы деионизованной воды. Препараты инъ-
ецировали мышам трижды с интервалом в 4 дня.

Животных содержали в стандартных условиях 
вивария со свободным доступом к пище и воде 
и соблюдением 12-ти часового светового режима 
дня (искусственное освещение с 9 до 21 ч). Ало-
пецию у мышей линии CFW фиксировали после 
40 суток после окончания процедуры инъекций, 
а у мышей линии C57BL/6 после 100 суток после 
окончания процедуры инъекций. Оценку двига-
тельной активности и ориентировочно-исследова-
тельского поведения проводили с использованием 
теста «норковая камера» [37]. Экспериментальная 
камера представляла собой ящик с передней стен-
кой из органического стекла размером 40х40х30 
см. Пол камеры имел 13 круглых отверстий («но-
рок») и был расчерчен на 9 квадратов. Арена 
камеры была равномерно освещена красным 
светом. При тестировании животное помещали 
в угол камеры и в течение 3-х минут визуально 
регистрировали следующие показатели:

 – горизонтальную двигательную активность 
(пробег, число пройденных квадратов);

 – вертикальную двигательную активность 
(стойки, число подъемов на задние лапы);

 – число обследованных норок (число погруже-
ний головы в отверстие до уровня ушей);

 – латентный период выхода из первого квадрата.
Обработку результатов производили с 

помощью пакета статистических программ 
«Statistica». Вычисляли средние значения, дис-
персии и стандартные статистические отклоне-
ния массивов данных. Отличия между группа-
ми оценивали с помощью критерия ANOVA и 
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ANOVA-MANOVA методов, а также непараме-
трических критериев Фишера и χ2. Значимыми 
считались эффекты при p<0,05.

Трансмиссионная электронная микроскопия
2 мкл раствора белка (экстракт из КС в Трис 

или высокоочищенный препарат Bgl2p) или рас-
твора пептида VDSWNVLVAG (синтезирован 
ранее [28]) наносили на медные формваровые 
сеточки, укреплённые углеродом [28]. После 
инкубации во влажной камере анализировали 
препараты, используя для контрастирования 2% 
растворы уранилацетата или фосфорноволь-
фрамовой кислоты (электронные микроскопы 
JEM-100B или JEM-1011, JEOL).

Динамика изменения параметра А 
и флуоресценции тиофлавина Т
Степень связывания с тиофлавином Т белков 

экстракта из КС в Трис или высокоочищенного 
препарата Bgl2p анализировали методом кон-
фокальной микроскопии (Carl Zeiss Axiovert 
200M LSM 510 META; Leica TCS SP2 AOBS) с ис-
пользованием аргонового лазера, длина волны 
возбуждения которого – 458 нм. 

Изучение динамики изменения флуоресцен-
ции тиофлавина T, а также изменения экспони-
рованности остатков триптофана (параметр А) 
проводили в присутствие повышающейся кон-
центрации Твин-80. Флуоресценцию тиофлавина 
Т возбуждали при длине волны 450 нм и реги-
стрировали при 485 нм [38], спектр собственной 
флуоресценции остатков триптофана белков 
возбуждали при длине волны 297 нм [39] (флу-
оресцентный спектрофлуориметр Cary Eclipse, 
Varian Inc.). Параметр А вычисляли как отноше-
ние интенсивностей собственной флуоресценции 
остатков триптофана при 320 и 365 нм.

Результаты и обсуждение
Из литературы известно, что введение в орга-

низм мышей посредством инъекций препаратов, 
содержащих амилоиды, может приводить к разви-
тию у подопытных животных амилоидоза [40, 41].

На первом этапе работы нами были про-
ведены эксперименты по изучению влияния, 
оказываемого инъекцией водной суспензии КС 
дрожжей S. cerevisiae дикого типа и штамма Δbgl2, 
обработанных и не обработанных протеиназой К, 
на организм мышей. Ранее нами было показано, 
что обработка протеиназой К позволяет частич-
но депротеинизировать КС, сохраняя Bgl2p в ее 
составе, в то время как большинство остальных 
белков подвергается гидролизу в результате та-

кой протеолитической обработки как в случае 
дикого типа, так и штамма Δbgl2. Обработку про-
теиназой мы применили для облегчения контакта 
Bgl2p c клетками мышей.

В первую очередь, мы фиксировали визуаль-
ные различия между мышами, инъецированны-
ми различными препаратами. Было обнаружено, 
что внешний вид кожных покровов мышей, ко-
торым вводили суспензию КС дрожжей дикого 
типа, обработанных протеиназой К, отличался 
от внешнего вида кожных покровов мышей 
остальных групп. У мышей, инъецированных 
КС дрожжей дикого типа, обработанных про-
теиназой К (рис. 1А), в отличие от животных из 
контрольной (рис. 1B) и других групп (данные не 
приведены), шерсть на некоторых участках тела 
отсутствовала, а кожа на спине была нарушена.

Эксперимент дал основания предположить, 
что наблюдаемые изменения могут быть связаны 
с токсическим действием белка Bgl2p в составе 
КС, примененных для инъекции.

Ещё одним признаком токсичности препа-
рата КС, содержащих Bgl2p, являлось снижение 
исследовательской активности подопытных жи-
вотных. Данный критерий был изучен с приме-
нением теста «норковая камера» [37]. В процессе 

Рис. 1. Внешний вид кожных покровов мышей линии 
CFW, инъецированных суспензией клеточных стенок 
дрожжей Saccharomyces cerevisiae штамма дикого 
типа, обработанных протеиназой К (А), деионизо-
ванной водой (B), экстрактом в Трис из клеточных 
стенок дрожжей Saccharomyces cerevisiae штамма 
дикого типа (С) и фильтрованным экстрактом, осво-
бождённым от Bgl2p (D).
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эксперимента мы регистрировали следующие 
параметры: пробег – количество квадратов, 
пересеченных мышью за период наблюдения; 
латентный период до начала изучения новой 
обстановки; число стоек, сделанных мышью, и 
число норок, в которые мышь погрузила голову, 
за время наблюдения. Результаты эксперимента 
приведены на рисунке 2.

Приведенные данные свидетельствуют о не-
значительном снижении исследовательской ак-
тивности у мышей, которым вводили КС дрож-
жей дикого типа, обработанных, а также необра-
ботанных протеиназой К. Как уже было сказано, 
оба препарата содержали белок Bgl2p. Данные 
факты также свидетельствуют в пользу того, что 
Bgl2p является наиболее токсичным для мышей 
компонентом КС. 

Нами также были проведены эксперименты по 
воздействию КС штаммов дикого типа и Δbgl2 на 
мышей другой линии, а именно С57BL/6. Для об-
легчения контакта белков КС с клетками мышей 

суспензия КС перед проведением инъекции в дан-
ном эксперименте была обработана ультразвуком. 

Данные, представленные на рисунке 3, с 
очевидностью демонстрируют, что, в отличие 
от контрольных мышей (рис. 3А), кожный по-
кров мышей, инъецированных КС дрожжей 
S.  cerevisiae штамма дикого типа, нарушен, 
шерсть выпадает и кожа обнажена на большой 
площади (рис. 3B-D), чего не наблюдается у мы-
шей, инъецированных КС дрожжей S. cerevisiae 
штамма Δbgl2 (рис. 3Е). Можно заметить по-
вреждения кожного покрова в облысевшей 
области (рис. 3D). 

Есть основания полагать, что первичный си-
стемный амилоидоз, обусловленный накоплени-
ем фибриллярной формы легких цепей иммуно-
глобулина, характеризуется тяжелым течением, 
но на ранней стадии заболевания дерматологи-
ческие проявления могут быть единственным 
признаком заболевания, в отличие от поражения 
органов на более поздних стадиях [42-44].

Рис. 2. Характеристика исследовательской активности подопытных мышей

А – пробег, число пройденных квадратов; B – латентный период, секунды; C – количество стоек и норок. Мыши были инъецированы водой (1), суспензией кле-
точных стенок дрожжей Saccharomyces cerevisiae дикого типа, обработанных (2) и не обработанных (3) протеиназой К, либо суспензией клеточных стенок дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae штамма Δ bgl2 обработанных (4) и не обработанных (5) протеиназой К. Знаком (*) отмечены значения параметров, достоверно отличающиеся 
от контрольных при доверительной вероятности 95%, знаком (**) – отличающиеся от контрольных при доверительной вероятности 99%.
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На основании полученных результатов мы 
сделали предположение о том, что токсическое 
воздействие на мышей препарата клеточных 
стенок дрожжей может быть вызвано присут-
ствием в их составе белка Bgl2p с амилоидными 
свойствами и его способностью индуцировать 
у животных амилоидоз, проявлением которого 
является алопеция и нарушение кожных покро-
вов. Указанные нарушения кожных покровов мы 
склонны рассматривать как признак развиваю-
щегося амилоидоза.

На следующем этапе работы нам представ-
лялось важным выяснить, влияют ли другие 
компоненты КС на способность Bgl2p полиме-
ризоваться и проявление токсических свойств 
этого белка.

Исходя из этого, далее мы проверили спо-
собность индуцировать указанные нарушения 
кожных покровов у мышей, инъецированных 
экстрактом из КС в Трис, содержащим преимуще-
ственно Bgl2p (рис. 4, дорожка 1), но, возможно, 
и другие компоненты, в частности, белки КС [34], 
а также экстрактом в Трис, освобожденным от 
Bgl2p в результате фильтрации. Из результатов, 
представленных на рис. 1 (рис. 1C, D) видно, что 
после инъекции экстрактом, содержащем Bgl2p, в 
отличие от таковой экстрактом, освобождённым 
от данного белка, у мышей развиваются наруше-
ния кожных покровов. Следует оговориться, что 
нам не удалось получить препарат высокоочи-
щенного белка Bgl2p в количестве, достаточном 
для проведения эксперимента по инъецированию 
мышей. Разработанный нами способ электро-
форетической очистки белка с последующей 
электроэлюцией его из геля, явился единствен-
ным результативным подходом для выделения 

Рис. 3. Внешний вид мышей линии С57BL/6, инъецированных водой – контрольная группа (А), суспензией кле-
точных стенок дрожжей Saccharomyces cerevisiae штаммов дикого типа (B-D) и Δbgl2 (E)

Bgl2p в высокоочищенном виде, который, одна-
ко, не позволял накопить белок в достаточном 
количестве, вследствие чего в данной работе 
мы не изучали воздействие такого препарата на 
организм мышей. Это исследование проводится 
нами в настоящее время.

Недавно было показано, что в Трисовой фрак-
ции представлена только часть данного белка 
[28], в то время как другая его часть значительно 
прочнее закреплена в КС и может быть получена 
только с использованием в качестве экстрагента 
гуанидингидрохлорида [34]. Сравнительный 
анализ, проведённый в данной работе, показал, 
что интенсивной экстракции можно достичь, ис-
пользуя в качестве экстрагента воду в сочетании 
с нагревом до 100°С (рис. 4). Используя такой 
способ экстракции удаётся выделить большое 
количество Bgl2p, возможно большее, чем в Трис 

Рис. 4. Электрофорез в денатурирующих усло-
виях, окрашивание Кумасси G-250 (A) и вестерн-
блот анализ с использованием антител к Bgl2p 
(B) экстрактов из клеточных стенок дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae в 0,1 М Трис (дорожка 1), 
в 6 M гуанидингидрохлорид (дорожка 2), а также в 
воду (дорожка 3).
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и гуанидингидрохлорид суммарно (рис. 4, А и 
B, дорожки 1, 2, 3). Данный способ экстракции 
был использован для получения высокоочи-
щенного препарата Bgl2p с целью изучения его 
полимеризации.

Изучаемый белок активно фибриллизуется 
в высокоочищенном препарате (рис. 5 A-D). В 
этом случае форма образуемых им фибрилл в 
значительной степени однородна, но сильно от-

личается от таковой, обнаруживаемой в экстрак-
те в Трис. Синтезированный амилоидогенный 
пептид VDSWNVLVAG из последовательности 
Bgl2p, соответствующий номерам аминокислот 
166-175 также демонстрирует способность об-
разовывать фибриллы (рис. 6 A-D). Аналогичная 
способность была показана нами ранее как для 
других амилоидогенных пептидов AEGFTIFVGV 
и VMANAFSYWQ, соответствующих номерам 

Рис. 5. Электронная микроскопия структур, формируемых Bgl2p, очищенным из водного экстракта из клеточных стенок 
дрожжей  Saccharomyces cerevisiae штамма дикого типа 

A, B, C, D – различные увеличения

Рис. 6. Электронная микроскопия структур, формируемых в воде пептидом VDSWNVLVAG из последовательно-
сти Bgl2p, соответствующим номерам аминокислот 166-175

A и B – изображения с линейкой 10 µm; C и D – изображения с линейкой 1 µm
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аминокислот 80-89 и 187-196 последовательно-
сти Bgl2p, так и для данного пептида, однако в 
настоящей работе нам удалось полимеризовать 
пептид VDSWNVLVAG при значении рН 6,2, 
то есть более близком к таковому кровяного 
русла в отличие от условий полимеризации, ис-
пользованных ранее [28]. Морфология фибрилл, 
образуемых пептидом, при данном значении рН 
также отличается.

Мы исходили из того, что при попадании в 
организм животного Bgl2p может оставаться 
полноразмерной молекулой, способной полиме-
ризоваться с образованием фибрилл амилоидно-
го типа независимо от остальных компонентов 
КС, также его полимеризация может быть об-
условлена присутствием других компонентов 
КС (белковой и небелковой природы), в обоих 
случаях молекула Bgl2p в организме мышей мо-
жет подвергаться воздействию протеолитических 
ферментов, что должно приводить к появлению 

пептидов, также способных к полимеризации и 
индукции таковой белков животного.

 С использованием трансмиссионной элек-
тронной микроскопии в экспериментах по срав-
нительному анализу наличия фибриллярного 
материала в экстрактах из КС штаммов дикого 
типа и Δbgl2 мы показали наличие массовой 
фибриллизации, в препарате, экстрагирован-
ном в Трис (рис. 7), в котором Bgl2p составляет 
основную долю белкового материала (рис. 4), но 
также присутствуют другие белки КС [34]. Форма 
фибрилл зависит от времени фибриллизации, что 
мы склонны связывать с различиями в концен-
трации мономерной и/или олигомерной формы 
Bgl2p на разных стадиях процесса.

Таким образом, все три сценария полимери-
зации Bgl2p в организме мышей после инъекции 
могут быть реализованы.

С целью понимания возможного механизма 
индукции амилоидоза с участием белка Bgl2p 

Рис. 7. Электронная микроскопия структур, формируемых после экстракции в Трис из клеточных стенок дрож-
жей Saccharomyces cerevisiae штамма дикого типа: «поля фибрилл» (A-C), сплетения отдельных нитей (D-F) и 
«овальные структуры» (G-I). А и В – инкубация на сетке в течение 1 мин, С – инкубация на сетке в течение 4 
часов. D-F – препарат разведён в 5 раз, инкубация в течение 5,5 часов. G-I – препарат разведён в 10 раз, инку-
бация в течение 5,5 часов.
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и других компонентов КС дрожжей мы пред-
приняли попытки выяснения условий, при ко-
торых такая полимеризация возможна и какие 
соединения могут способствовать большей ее 
эффективности. 

Следует отметить, что фибриллизация как 
высокоочищенного препарата Bgl2p так и белка, 
полученного экстракцией в Трис, не сопрово-
ждалась быстрым, развивающимся в течение 
нескольких часов увеличением интенсивности 
флуоресценции тиофлавина Т по сравнению с 
контролем ни в экспериментах, проведенных 
с помощью флуориметрического анализа, ни 
с помощью конфокальной микроскопии (дан-
ные не приведены). Увеличение интенсивности 
флуоресценции тиофлавина Т свидетельствует 
о формировании β-складчатых слоёв в белке и 
является важным свидетельством того, что об-
разуемые фибриллы могут иметь амилоидную 
природу [38]. 

Увеличение специфической флуоресценции 
тиофлавина Т нам удалось наблюдать после 
добавления мембранного миметика Твин-80 к 
экстракту Bgl2p в Трис (рис. 8). Такой экстракт 
мы использовали для инъекций мышам. Также 
мы наблюдали падение значения параметра А, 
свидетельствующего об изменении конформа-
ции и увеличении экспонированности остатков 
триптофана у белков, входящих в состав данного 
экстракта (рис. 9).

Поскольку практически единственным бел-
ком, детектируемым с помощью электрофореза 
в ПААГ в изучаемом экстракте является Bgl2p, а 
остальные белки, присутствующие в данном экс-
тракте, могут быть выявлены только с помощью 
LC-MS/MS анализа [34], из полученных резуль-
татов можно сделать предположение о том, что 
именно Bgl2p может ускоренно ассоциировать с 
образованием фибрилл амилоидного типа в при-
сутствии липидов. Такой контакт весьма вероятно 
может происходить в организме животных в тка-
нях, насыщенных липидами. Аналогичных резуль-
татов при использовании электрофоретически 
очищенного препарата Bgl2p нами получено не 
было. Таким образом, наши эксперименты выяв-
ляют возможную роль других компонентов КС как 
катализаторов процесса фибриллообразования, 
механизм которого не изучен. В настоящее время 
мы ведем работы в данном направлении. В то же 
время экстракт белков из КС, экстрагированных 
в Трис, освобожденный от Bgl2p, не обладает спо-
собностью проявлять токсичность и вызванное ею 
облысение мышей. Следовательно, по всей веро-
ятности, токсичным является именно этот белок.

Заключение
В проведенном исследовании продемонстри-

ровано токсическое воздействие белка клеточной 
стенки дрожжей Bgl2p на мышей, проявляющееся 
в нарушении их кожных покровов, облысении 
и изменениях в поведении. Вывод сделан на ос-
новании того, что все указанные изменения на-
блюдались только в том случае, если в препарате 
клеточных стенок или экстракте из них, исполь-
зованных для инъекции, присутствовал данный 
белок. Клеточные стенки, полученные из штамма 
дрожжей, у которых ген, кодирующий Bgl2p, был 
нарушен и белок отсутствовал, такого воздей-
ствия в условиях проведённых экспериментов 
не оказывали, равно как и экстракт из КС дикого 
типа, освобожденный от Bgl2p. Токсическое воз-

Рис. 8. Способность белка экстракта в Трис из 
клеточных стенок дрожжей Saccharomyces cerevisiae 
штамма дикого типа связывать специфический к 
амилоидной структуре краситель тиофлавин Т в за-
висимости от концентрации Твин-80.

Рис. 9. Значение параметра А белка экстракта в 
Трис из клеточных стенок дрожжей Saccharomyces 
cerevisiae штамма дикого типа в зависимости от 
концентрации Твин-80
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действие инъекций было сильнее в случае приме-
нения препаратов клеточных стенок и несколько 
слабее при инъецировании экстракта в Трис из КС 
дрожжей дикого типа. Можно заключить, что дру-
гие компоненты клеточных стенок, которые сами 
по себе, по-видимому, не оказывают токсического 
воздействия, способны, тем не менее, усиливать 
таковое, проявляемое белком Bgl2p. 

В работе также сделана попытка определить 
механизм токсического воздействия изучаемо-
го белка. Представлены данные о способности 
Bgl2p фибриллизоваться как в виде полнораз-
мерной молекулы в препарате высокой степени 
очистки, так и в препарате, возможно, содер-
жащем некоторое количество других белков 
КС. Наряду с опубликованными ранее [4, 28] 
приведены новые данные о способности об-
разовывать фибриллы амилоидогенным пеп-
тидом VDSWNVLVAG Bgl2p. Эти результаты 
в совокупности с данными об индуцирующем 
воздействии Твин-80 на процесс формирования 
β-структур в препарате белка, использованного 
для инъекций, позволило нам сделать предпо-
ложение о том, что причиной обнаруженного 
токсического воздействия является способность 

белка индуцировать развитие амилоидоза, кото-
рая в организме мышей может быть усилена его 
взаимодействием с липидами. Согласно данным 
литературы, нарушения кожных покровов и 
поведения могут являться признаками развива-
ющегося амилоидоза [17, 42-44]. Динамика на-
блюдаемых проявлений, а именно их медленное 
развитие и проявление только после более чем 
месяца от окончания процедуры инъекции при 
полном отсутствии таковых на более ранних ста-
диях эксперимента, подтверждает высказанное 
предположение.
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