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Наследственная болезнь Альцгеймера – тяжелое нейродегенеративное заболевание, большинство
случаев которого связано с мутациями в гене белка пресенилина-1 (PS1). В норме PS1 расщепляется
с образованием концевых фрагментов, которые входят в состав γ-секретазного комплекса. Значи-
тельная часть мутаций в гене белка PS1 приводит к нарушению его эндопротеолиза и накоплению
полноразмерного PS1. Делеция экзона 9 гена PS1, ассоциированная с болезнью Альцгеймера, при-
водит к утрате сайта эндопротеолиза и накоплению полноразмерного белка PS1. При болезни Альц-
геймера наблюдается нарушение кальциевого гомеостаза, в частности, изменение депонирования
кальция и, соответственно, дисрегуляция депо-управляемого входа кальция. В данной работе пока-
зано, что PS1 с делецией экзона 9 (PS1 ΔE9) и мутантный PS1 D257A, которые не подвергаются про-
теолитическому расщеплению, накапливаются в клетках в полноразмерной форме. Накопление
мутантных форм PS1 приводило к увеличению депо-управляемого входа кальция. Экспрессия кон-
цевых фрагментов PS1 не влияла на величину депо-управляемого входа кальция. Таким образом,
увеличение депо-управляемого входа кальция в клеточных моделях наследственной модели болез-
ни Альцгеймера связано исключительно с накоплением полноразмерного PS1 и не зависит от его
γ-секретазной активности.
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ВВЕДЕНИЕ
Болезнь Альцгеймера (БА) – неизлечимое

нейродегенеративное заболевание, характеризу-
ющееся потерей памяти и когнитивных способ-
ностей. Наследственная форма БА связана с му-
тациями в генах APP, PSEN1 и PSEN2 и наследу-
ется по аутосомно-доминантному типу. Мутации
в гене PSEN1, кодирующем пресенилин-1, со-
ставляют более половины всех известных мута-

ций, связанных с БА [1]. Трансмембранный бе-
лок пресенилин-1 (PS1) с молекулярной массой
50 кДа является внутримембранной эндопроте-
азой и осуществляет саморазрезание с образова-
нием C-концевого фрагмента (PS1 CTF) массой
18 кДа и N-концевого фрагмента (PS1 NTF) мас-
сой 28 кДа [2]. N- и С-фрагменты PS1 составляют
каталитическую субъединицу γ-секретазного
комплекса, одним из субстратов которого являет-
ся белок-предшественник амилоида (белок APP,
продукт гена APP). При разрезании APP γ-секре-
тазой образуется пептид бета-амилоид (Aβ) [3].
Амилоидные бляшки, содержащие агрегаты Aβ,
считаются патогенными образованиями, вызыва-
ющими дегенеративные процессы в мозге при их
накоплении. В норме Aβ состоит из 40 аминокис-
лотных остатков, но в результате нарушения од-

Список сокращений: БА – болезнь Альцгеймера, ЭР – эн-
доплазматический ретикулум, Tg – тапсигаргин, RYR –
рианодиновый рецептор, IP3R ‒ рецептор инозитол-1,4,5-
трифосфата, SERCA – кальциевая АТР-аза эндоплазмати-
ческого ретикулума, PS1 WT – пресенилин-1 дикого типа,
PS1 DE9 пресенилин-1 с делецией экзона 9, PS1 D257A –
пресенилин-1 с точечной мутацией, PS1 NTF и PS1 CTF ‒
N- и C-концевые фрагменты пресенилина-1 соответственно.
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ной из ступеней процесса разрезания белка APP
γ-секретазой образуется удлиненная форма из 42
и более аминокислот, которая легко агрегирует и
образует бляшки [4]. Причинами нарушения раз-
резания могут быть мутации как в гене APP, так и
в гене каталитической субъединицы (PSEN1 или
его гомолога PSEN2) [4, 5]. Известно, что боль-
шинство ассоциированных с БА мутаций в гене
PSEN1 приводят к снижению или потере актив-
ности γ-секретазы [6]. Клинические исследова-
ния препаратов, направленных на регуляцию
количества амилоидных бляшек, не выявили их
положительного влияния на когнитивные спо-
собности пациентов [7]. Одной из альтернатив-
ных гипотез механизма патологии при БА счита-
ется так называемая “кальциевая гипотеза”
нейродегенерации [8]. Существует немало под-
тверждающих эту гипотезу данных, полученных
на различных моделях БА, а также клинических
данных [9–11]. Возможно, что нарушения каль-
циевой сигнализации в нейронах приводят к на-
рушениям памяти [12]. В нарушение процесса
вспоминания при БА вовлечены, возможно, риа-
нодиновый рецептор (RYR), рецептор инозитол-
1,4,5-трисфосфата (IP3R), фосфолипаза С и депо-
управляемый кальциевый канал TRPC1 [12–14].
Ранее показали, что концевые фрагменты или
полноразмерный PS1 могут влиять на активность
RYR или IP3R, а также кальциевой АТР-азы эн-
доплазматического ретикулума (SERCA) [15–18].
Наши исследования показали, что изменение со-
отношения количества полноразмерного белка
PS1 и его концевых фрагментов в результате по-
давления эндопротеолиза приводит к усилению
депо-управляемого входа кальция [19]. Посколь-
ку оба RYR и IP3R участвуют в депонировании
кальция в ЭР и влияют на процесс депо-управля-
емого входа кальция, вполне вероятно, что пол-
норазмерный белок PS1 и его концевые фрагмен-
ты также могут влиять и на регуляцию депо-
управляемого входа кальция.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточные культуры. Клетки нейробластомы
мыши линии Neuro2a, фибробласты мыши и
клетки почки эмбриона человека c антигеном
SV40 (HEK293T) из коллекции Института цито-
логии РАН, а также фибробласты мыши с двой-
ным нокаутом PSEN1–/– и PSEN2–/–, получен-
ные от проф. А. Метнера (Германия), культиви-
ровали в среде с L-глутамином DMEM/F12
(Neuro2a) или DMEM (Биолот, Россия) с добав-
лением 10% телячьей сыворотки (Hyclone, США).
Первичную культуру клеток гиппокампа мыши
получали по описанной ранее методике [20]. Мы-
шей линии C3HA первого дня жизни декапити-
ровали, извлекали мозг, который помещали в
охлажденный раствор для препарирования, отде-
ляли гиппокамп. Измельченные фрагменты гип-

покампа последовательно обрабатывали раствора-
ми трипсина, ДНКазы I и рассевали на покрытые
полилизином покровные стекла. Клетки первич-
ной культуры гиппокампа культивировали в среде
Neurobasal-A (Gibco, США) с добавлением 3% те-
лячьей сыворотки и 3% добавки B27 (Gibco, США).

Плазмидные конструкции, кодирующие после-
довательности для полноразмерной продукции
PS1 дикого типа и мутантных PS1 в векторе
pcDNA3 и в лентивирусном векторе FUGW, по-
лучены от проф. Безпрозванного И.Б., США.
Из плазмид, кодирующих полноразмерный PS1,
получены последовательности, кодирующие кон-
цевые фрагменты PS1. Праймеры для клонирова-
ния: PS1 NTF 5'-CTACATATTCACCAACCACAC
и PS1 NTF 3'-ATGACAGAGTTACCTGCA, а так-
же PS1 CTF 5'-CTAGATATAAAATTGATGG и PS1
CTF 3'-ATGGCAGAAGGAGACCCG. Получен-
ные последовательности были вставлены в лен-
тивирусный вектор FUGW.

Трансфекция и получение лентивирусных ча-
стиц. На следующий день после посева клетки
Neuro2a трансфицировали с использованием
трансфектина-56 (ИБХ, Россия) плазмидными
конструкциями, несущими последовательности
PS-1 и GFP (зеленый флуоресцентный белок).
Эксперимент проводили через 2 дня. Первичную
культуру гиппокампа подвергали трансфекции с
помощью лентивирусных частиц на 6‒7 день в
культуре и использовали для экспериментов на
9‒10 день в культуре. Для получения лентивирус-
ных частиц клетки HEK293T трансфицировали
конструкциями с геном интереса в векторе
FUGW и упаковочными конструкциями MD2.G
(AddGene #12259), psPAX2 (AddGene #12260).
Среду с лентивирусными частицами отбирали на
второй и третий день после трансфекции, оса-
ждали вирусные частицы (45000 g) и разводили их
в свежей среде. Вирусные частицы хранили при
–80°С.

Иммуноокрашивание. Экспрессию PS1 и его
концевых фрагментов подтверждали стандартны-
ми иммунохимическими методами с антителами
к PS1 NTF и PS1 СTF (Millipore, MAB1563 и
MAB5232) и антителами к HA-tag (Santa Cruz, sc-
805). Равномерность загрузки различных дорожек
белком проверяли с помощью антител к белку до-
машнего хозяйства (антитела к α-тубулину, Sig-
ma, T6074). В качестве вторичных антител для им-
муноблотинга использовали антитела, меченные
пероксидазой хрена (SIGMA, A0168 и AbCam,
ab102182). Пример иммуноблота с антителами к
PS1 NTF и PS1 CTF представлен на рис. 1. Для
иммуноокрашивания фиксированных нейронов
использовали антитела Alexa Fluor 546 (Thermo
Fisher Scientific, A11010). По результатам иммуно-
окрашивания инфицированных нейронов для
дальнейшей работы выбирали титр вируса, при-
водящий к экспрессии целевого белка не менее
чем в 90% нейронов.
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Изменения внутриклеточной концентрации
кальция оценивали с помощью флуоресцентного
зонда Fura-2. Для клеток Neuro2a использовали
раствор Хенкса (HBSS: 130 мМ NaCl, 2.5 мМ KCl,
1.2 мМ MgCl2, 10 мМ HEPES, 10 мМ глюкозы,
2 мМ CaCl2 pH 7.3), для культуры нейронов гип-
покампа ‒ искусственную спинномозговую жид-
кость (aCSF: 140 мМ NaCl, 5 мМ KCl, 1 мМ Mg-
Cl2, 10 мМ HEPES, 10 мМ глюкозы, 2 мМ CaCl2
pH 7.3). Клетки инкубировали в HBSS или aCSF с
добавлением 5 мкМ Fura-2 AM (Invitrogen, США)
и 0.025% детергента Рluronic (Molecular Probes,
США). Через 55 мин раствор заменяли свежим
HBSS или aCSF, эксперимент начинали через
30 мин. Стекла с клетками помещали в камеру
флуорометрической установки InCyt Basic I/P du-
al wavelength f luorescence imaging system (Intracel-
lular Imaging Inc., США) на базе микроскопа
NikonTS100. Флуоресценцию Fura-2 возбуждали
светом ксеноновой лампы, прошедшим через
устройство для чередования светофильтров на
340 и 380 нм (Lambda 10-B Smartshutter). Флуо-
ресцентный сигнал от Fura-2 попадал на свето-
фильтр 500 нм и регистрировался цифровой ка-
мерой (CDD Pixelfly). Оцифрованное изображение
обрабатывали с помощью программы InCytIm 2.
Значения соотношения флуоресценции Fura-2
вычисляли по формуле: (F[340]/F[380])/K, где K ‒
коэффициент экспозиции (поправочный коэф-
фициент, учитывающий разницу во времени экс-
позиции на разных длинах волн).

Внутриклеточные кальциевые депо опустоша-
ли в бескальциевом растворе подачей 1 мкМ тап-

сигаргина (Tg, Sigma, США), ингибитора SERCA.
Замена омывающего раствора на раствор с 2 мМ
CaCl2 приводила к развитию депо-управляемого
входа Ca2+

. Эксперименты с нейронами проводи-
ли в присутствии 0.01 мМ нифедипина и 0.01 мМ
тетродотоксина (Sigma и Tocris, США). Для ста-
тистической оценки данных использовали одно-
параметрический дисперсионный анализ (ANOVA)
и апостериорный критерий Тьюки. Статистиче-
ский анализ проводили с помощью программы
OriginPro 8.1 (OriginLab Corporation, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Концевые фрагменты PS1 не влияют на депо-

управляемый вход кальция в фибробластах мыши с
двойным нокаутом PSEN1–/– и PSEN2–/. В фиб-
робластах мыши с двойным нокаутом PSEN1–/– и
PSEN2–/– (PS DKO) полностью отсутствует воз-
можность формирования комплекса γ-секретазы,
так как отсутствует экспрессия компонентов ее
каталитического центра. Восстановление экс-
прессии функционального белка PS1 дикого типа
(PS1 WT) в клетках PS DKO не влияло на депо-
управляемый вход кальция, вызванный пассив-
ным опустошением кальциевых депо ЭР с помо-
щью Tg, ингибитора SERCA. Экспрессия полно-
размерного белка с аминокислотной заменой
D257A (PS1 D257A), полностью предотвращаю-
щей ферментативную активность и эндопротео-
лиз белка PS1 [19, 21], значительно увеличивала
амплитуду депо-управляемого входа кальция в
клетках PS DKO [19] (рис. 2). Ранее было показа-

Рис. 1. Пример иммуноблота с антителами к N-концевому (а) и С-концевому (б) фрагментам PS1. В белковых пробах,
полученных из клеток, экспрессирующих мутант ΔE9, наблюдалось накопление полноразмерной формы белка.
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Рис. 2. a – Динамика изменения концентрации кальция в цитоплазме фибробластов мыши PS DKO (данные показаны
как средние значения, N = 20‒28). Tg – тапсигаргин. б – Диаграмма, отражающая величину депо-управляемого входа
Ca2+ , где за 100% принят депо-управляемый кальциевый вход в клетках с экспрессией PS1 WT. Данные представлены
как нормированные средние значения ± стандартная ошибка среднего, N = 20‒28. * ‒ значимое отличие на уровне
p < 0.05 от остальных групп.
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но, что N-концевой фрагмент PS1 (PS1 NTF)
оказывает влияние на открытое состояние RYR2
[15, 16]. Однако экспрессия PS1 NTF в клетках PS
DKO не влияла на депо-управляемый вход каль-
ция (рис. 2). Экспрессия PS1 CTF в клетках PS
DKO также не изменяла депо-управляемый вход
кальция. Таким образом, показано влияние пол-
норазмерного PS1 на депо-управляемый вход
кальция в фибробластах мыши PS DKO.

Концевые фрагменты PS1 не влияют на депо-
управляемый вход кальция в клетках нейробласто-
мы Neuro2a и нейронах гиппокампа мыши. Делеция
экзона 9 гена PS1 (PS1 ΔE9), вызывающая наслед-
ственную форму БА [22], приводит к отсутствию
необходимого для эндопротеолиза участка белка,
снижению ферментативной активности и, как
следствие, к накоплению полноразмерной фор-
мы PS1 [23, 24]. Экспрессия PS1 ΔE9 приводила к
увеличению амплитуды депо-управляемого входа
кальция, вызванного пассивным опустошением
депо с помощью Tg, в клетках нейробластомы ли-
нии Neuro2a и в нейронах первичной культуры
гиппокампа мыши (137 ± 8% и 230 ± 9% от кон-
трольных значений в клетках с экспрессией PS1
WT) (рис. 3). Экспрессия белка PS1 D257A, кото-
рый также не подвергается эндопротеолизу в
клетках линии Neuro2a, приводила к такому же
увеличению амплитуды депо-управляемого входа
кальция (148 ± 16% от значений в контрольных
клетках с экспрессией PS1 WT) (рис. 3). Извест-
но, что RYR2 экспрессируется как в нейронах гип-
покампа мыши, так и в клетках линии Neuro2a. Од-
нако экспрессия PS1 NTF не оказывала никакого
влияния на депо-управляемый вход кальция ни в

нейронах гиппокампа, ни в клетках нейробласто-
мы Neuro2a (112 ± 3% и 89 ± 8% от контрольных
значений соответственно). Совместная экспрес-
сия PS1 NTF и PS1 ΔE9 в клетках нейробластомы
Neuro2a вызывала увеличение депо-управляемо-
го входа кальция (125 ± 8% от значений в кон-
трольных клетках с экспрессией PS1 WT). В то же
время, этот эффект был статистически значимо
ниже, чем амплитуда входа кальция при экспрес-
сии только PS1 ΔE9, но не более, чем на 9%. В
нейронах первичной культуры гиппокампа сов-
местная экспрессия PS1 NTF и PS1 ΔE9 также
увеличивала амплитуду входа кальция по сравне-
нию с контролем (185 ± 9% от значений в кон-
трольных клетках с экспрессией PS1 WT). Дан-
ный эффект был на 20% слабее, чем в клетках с
экспрессией только PS1 ΔE9.

ОБСУЖДЕНИЕ
Накопление полноразмерного белка PS1 по-

казано в postmortem образцах мозга пациентов с
наследственной формой БА [25]. Увеличение ко-
личества его мРНК и самого белка PS1 обнаруже-
но также в тканях головного мозга пациентов со
спорадической формой БА [26].

Как показано ранее, накопление полнораз-
мерного белка PS1 в нейронах гиппокампа мыши
приводит к увеличению амплитуды депо-управ-
ляемого входа кальция [19, 24]. Депо-управляе-
мый вход кальция играет важную роль в физиоло-
гии нейронов (метаболизм, высвобождение ней-
ромедиаторов, регуляция транскрипции генов,
синаптическая пластичность) [27–33], поэтому
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нарушения этого процесса могут иметь драмати-
ческие последствия для мозговой активности.
Например, наши исследования дают основание
полагать, что патологические изменения регуля-
ции активности депо-управляемых каналов могут
быть причиной нарушения памяти при БА [24].
Результаты исследований, проведенных на жи-
вотных и клеточных моделях, данные клиниче-
ского и генетического обследования пациентов с
БА также находятся в соответствии с нашими
данными и дополняют так называемую “кальцие-
вую гипотезу” нейродегенерации при БА [8, 9, 12,
25, 34, 35].

Ранее было продемонстрировано, что PS1 мо-
жет взаимодействовать с белками, вовлеченными
в регуляцию внутриклеточного кальциевого го-
меостаза. Предполагается, что PS1 прямо взаимо-
действует с такими белками, как RYR, IP3R,
SERCA, STIM1 и влияет на их функциональную
активность [15–18]. Белок PS1 подвергается эн-
допротеолизу с образованием двух фрагментов ‒

N- и C-концевых, которые затем становятся ката-
литическим центром комплекса γ-секретазы.
Показано, что N-концевой фрагмент PS1 взаи-
модействует с RYR2 и регулирует его открытое
состояние, влияя таким образом на депонирова-
ние кальция в ЭР [15, 16]. Можно полагать, что
полноразмерный белок и его N-концевой фраг-
мент конкурируют за общую молекулярную ми-
шень, и увеличение количества полноразмерного
белка PS1 c одновременным снижением количе-
ства концевых фрагментов влияет на регуляцию
активности этой мишени, нарушая кальциевый
гомеостаз. Экспрессия фрагментов PS1 в нейро-
нах гиппокампа, клетках нейробластомы Neuro2a
и фибробластах PS DKO не влияла, тем не менее,
на депо-управляемый вход кальция. Только му-
тантный полноразмерный белок PS1, который не
подвергается эндопротеолизу, оказывал влияние
на амплитуду депо-управляемого входа кальция
во всех трех типах клеток. В клетках линии PS
DKO не экспрессируются оба гомолога PSEN1 и

Рис. 3. a и в – Динамика изменения концентрации кальция в цитоплазме клеток нейробластомы человека Neuro2a и
цитоплазме нейронов первичной культуры гиппокампа мыши соответственно (данные показаны как средние значе-
ния, N = 17‒40 для Neuro2a и N = 14‒112 для нейронов). Tg – тапсигаргин. б и г – Диаграммы, отражающие величину
депо-управляемого входа Ca2+ в клетки Neuro2a и в нейроны первичной культуры гиппокампа мыши, где за 100% при-
нят депо-управляемый кальциевый вход в клетках с экспрессией PS1 WT. Данные представлены как нормированные
средние значения ± стандартная ошибка среднего, N = 17–40 для Neuro2a и N = 14‒112 для нейронов. * ‒ значимые
различия по отношению к PS1 WT p < 0.05.
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СКОБЕЛЕВА и др.

PSEN2, следовательно, в них отсутствует актив-
ная γ-секретаза. Это свидетельствует в пользу то-
го, что экспрессия неактивного PS1 D257A в этих
клетках увеличивает амплитуду депо-управляе-
мого входа кальция независимо от активности
γ-секретазы и Аβ. Совместная экспрессия полно-
размерного PS1 и его N-концевого фрагмента
также усиливает депо-управляемый вход кальция
в нейронах гиппокампа и клетках Neuro2a, что
говорит в пользу доминантного эффекта полно-
размерного PS1. Поскольку наследственная фор-
ма БА связана с аутосомно-доминантным эффек-
том мутаций в PSEN1, можно предположить, что
полноразмерный PS1 со сниженной фермента-
тивной активностью влияет на кальциевый го-
меостаз в нейронах независимо от экспрессии
PS1 дикого типа.

Работа поддержана грантами РФФИ (№ 17-54-
80006, № 16-04-01125) и программой Президиума
РАН №19 “Современные проблемы высокотех-
нологичной медицины”.
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Dominant Effect of Full-Length Presenilin-1 on the Enhancement
of Store-Operated Calcium Entry
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Most of the cases of the Alzheimer’s disease are linked with mutations in presenilin-1 (PS1) gene. Normally
PS1 is cleaved to terminal fragments, which comprise catalytic core of γ-secretase. Considerable portion of
the mutations in PS1 gene disrupts PS1 endoproteolysis and subsequent holoprotein accumulation. One of
those mutations is a deletion of 9th exon of the PS1 gene. In this study we demonstrate that the PS1 holopro-
tein enhanced store-operated calcium (SOC) entry independently of its terminal fragments. Moreover, we
demonstrate that the increase in SOC entry was caused by holoprotein independently of its enzyme activity.
Expressions of the PS1 C- or N-terminal fragments did not have any effect on SOC entry. At the same time,
the N-terminal fragment co-expression with PS1 mutants was able to reduce their effects on SOC only slight-
ly, due to the probable competition for the same molecular target. Overall, our data demonstrate that an in-
crease in the SOC entry is caused by a dominant effect of the PS1 holoprotein accumulation independently
of γ-secretase activity of PS1 and Aβ production.

Keywords: Alzheimer’s disease, presenilin-1, calcium homeostasis, store-operated calcium entry
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