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Недавно показано, что SGI-1027, хорошо известный ингибитор ДНК-метилтрансферазы (DNMT),
эффективно снижает образования патогенного прионного белка PrPSc в инфицированных прионом
клетках. Теперь мы подтвердили, что в нейронах, инфицированных прионом болезни хронического
истощения (CWD), под действием SGI-1027 происходит элиминация PrPSc, и точно определили об-
ласть связывания прионного белка человека с SGI-1027. SGI-1027 широко используется против раз-
личных типов прионных заболеваний, включая вызванные прионами человека. Нами показано, что
SGI-1027 предотвращает распространение PrPSc, в то время как ни обработка энхансером DNMTs
S-аденозил-L-метионином (SAM), ни их ингибитором 5-азацитидином не влияют на формирова-
ние патогена. Установлено, что антиприонная активность SGI-1027 есть результат его прямого вза-
имодействия с PrPC, которое и предотвращает конформационные изменения PrPC, приводящие к
формированию патогенного PrPSc. На основании полученных результатов сделан вывод, что эли-
минация патогенного PrPSc под действием SGI-1027 не зависит от DNMT.
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ВВЕДЕНИЕ

Прионная болезнь связана с тем, что нормаль-
ный прионный белок PrPC, который локализован
на клеточной мембране, меняет свою конформа-
цию на патологическую патогенную форму PrPSc,
а накопление PrPSc в результате приводит к гибе-
ли нейронов [1]. Образование гетеродимеров
PrPC/PrPSc индуцирует дальнейшее конформаци-
онное изменение PrPC в PrPSc и с увеличением ко-
личества патогенных частиц в мозге развивается
прионная болезнь [2]. В отличие от размножения
бактериальных и вирусных патогенов механизм
репликации патогенной формы приона заключа-
ется в изменении структуры белка [3].

Прионные заболевания поражают как людей,
так и животных. Болезнь Крейтцфельда–Якоба
(CJD), болезнь Герстманна–Штрюсслера–Шейн-
кера (GSS), семейная фатальная бессонница

(FFI), куру и вариант CJD (vCJD) ‒ это примеры
прионных заболеваний человека, тогда как скре-
пи овец, коз и муфлонов, трансмиссивная энце-
фалопатия норок (TME), хроническая болезнь
истощения (CWD) оленей и губчатая энцефало-
патия крупного рогатого скота (BSE) поражают
животных [4].

Обогащенный β-структурами инфекционный
PrPSc образуется вследствие изменения вторич-
ной структуры богатого α-спиралями белка PrPC

[5]. Стабилизация структуры α-спирали в PrPC ‒
важнейший этап в предотвращении образования
PrPSc и, следовательно, рассматривается как одна
из терапевтических стратегий против прионных
заболеваний. Недавно сообщалось, что различ-
ные соединения, такие как конго красный, хина-
крин, голубой Чикаго 6B (Chicago Sky Blue 6B),
GJP14 и GJP49, полученный из GN8 (2-пирроли-
дин-1-ил-N-[{4-[4-(2-пирролидин-1-ил-ацетил-

1 Статья представлена авторами на английском языке.
2 Дополнительная информация для этой статьи доступна по doi 10.31857/S0026898420030118 для авторизованных пользователей.

Сокращения: CWD (chronic wasting disease) ‒ болезнь хронического истощения оленей; DNMT (DNA-methyl transferase) ‒
ДНК-метилтрансфераза; SAM (S-adenosyl-L-methionine) ‒ S-аденозил-L-метионин.
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амино)-бензил]-фенил}-ацетамид; 2-pyrrolidin-
1-yl-N-{4-[4-(2-pyrrolidin-1-yl-acetylamino)-benzyl]-
phenyl}-acetamide), эффективно элиминируют
PrPSc из клеток с индуцированным прионным за-
болеванием [6, 7]. Антиприонные соединения
NPR-053, NPR-056 и BMD42-29 были идентифи-
цированы при структурном скрининге лекар-
ственных средств, а GJP14 и GJP49 идентифици-
рованы in silico и, как показано, непосредственно
взаимодействуют с PrPC [8, 9]. Недавно нами по-
казано [10], что SGI-1027, хорошо известный ин-
гибитор DNMT, напрямую связывается с PrPC,
стабилизирует его и препятствует конформацион-
ному изменению в патогенный PrPSc. Все это ука-
зывает на то, что прямое взаимодействие с PrPC

критично для антиприонной активности всех этих
химических соединений.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные культуры и обработка химикатами.
Клетки CWD и ScN2a (инфицированные прио-
ном клетки нейробластомы мыши) культивиро-
вали на среде Игла в модификации Дульбекко
(DMEM), дополненной 10% эмбриональной сы-
воротки крупного рогатого скота (FBS), 1% пени-
циллина/стрептомицина и 1% GlutaMax (“Invitro-
gen”, США). Клетки пассировали каждые 5 дней.
Первоначально клетки с 2%-ной конфлюэнт-
ностью адгезировали на поверхности 10-см куль-
туральных чашек, затем в течение 5 суток их ин-
кубировали с SGI-1027, SAM или 5-азацитиди-
ном, взятых в различных концентрациях, и
анализировали содержание PrPSc.

Детекция PrPSc методом иммуноблотинга. По-
сле достижения более чем 95%-ной конфлюэнт-
ности клетки собирали для анализа PrPSc, лизиро-
вали в 1 мл буфера для лизиса клеток: 20 мМ Трис
(рН 8.0), 150 мМ NaCl, 0.5% Nonidet P-40, 0.5%
дезоксихолата натрия, ‒ измеряли концентрацию
белка и отбирали аликвоту, содержащую 30 мкг
белка (без обработки протеиназой K, PK) для
анализа общего белка PrP и βIII-тубулина методом
иммуноблотинга. Для исследования PK-резистент-
ного PrPSc 2 мг белка инкубировали с 20 мкг/мл PK
(“Invitrogen) в течение 1 ч при 37°C, центрифуги-
ровали (16000 × g) при 4°C в течение 1 ч и белковый
осадок анализировали электрофорезом в 1%-ном
SDS-ПААГ. В иммуноблотинге использовали
антитела 6D11 (“Biolegend”, США) для детекции
прионного белка и антитела против βIII-тубули-
на (“Santa Cruz”, США) в качестве маркера кон-
троля загрузки. Для визуализации белковых по-
лос использованы реагенты ECL Prime Detection
(“GE Healthcare”, Великобритания) в системе G
Box Chemi XR5 (“Syngene”, Великобритания).
При обработке результатов иммуноблотинга ис-
пользована программа ImageJ для денситометри-

ческого анализа количества PrPSc в полосе, по ко-
торому определяли значение IC50 для SGI-1027.

Поверхностный плазмонный резонанс (SPR).
Для SPR-анализа использована система массива
белковых взаимодействий ProteOn XPR36 (“Bio-
Rad”, США). Девять синтетических PrP-пептидов,
конъюгированных биотином (см. рис. S1 Приложе-
ния), были получены от компании “Biostem” (Ko-
rea), причем их α-аминогруппы были защищены
Fmoc и Boc во время синтеза. Пептидную смолу ин-
кубировали с раствором для расщепления в тече-
ние 3 ч после синтеза пептида. Для проверки мо-
лекулярной массы пептидов использовали масс-
спектрометрию, а для выделения нужного пепти-
да ‒ ВЭЖХ. Биотинилированные пептиды PrP
помещали на сенсорный чип ProteOn NLC (“Bio-
Rad”) через связывание с авидином. Разбавлен-
ный в PBS (pH 7.0) SGI-1027 впрыскивали в про-
точную ячейку со скоростью потока 100 мкл/мин.
Вводили 4 различные концентрации SGI-1027 (5,
10, 50, 75 мкМ) и исследовали фазу диссоциации.
При анализе результатов использовали про-
граммное обеспечение ProteOn Manager 2.0 со
стандартными моделями Ленгмюра для соответ-
ствия кинетическим данным. Для определения
ответа на связывание между PrP и SGI-1027 зна-
чение равновесного отклика (Req) или макси-
мального отклика в сенсограмме делили на мо-
лекулярную массу. Образование устойчивого ком-
плекса рассчитывали по уравнению: KD = Kd/Ka.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее нашей группой исследователей обнару-

жено, что SGI-1027 препятствует образованию
PrPSc из PrPC в клетках ScN2a [10]. С целью проана-
лизировать эффективность SGI-1027 в удалении
PrPSc в прионах различного патогенного происхож-
дения использовали CWD-инфицированные клет-
ки. Выявлено, что уровень PrPSc постепенно сни-
жался с увеличением концентрации SGI-1027 до
полного исчезновения при концентрации 1 мкM
(рис. 1а). В CWD-инфицированных клетках зна-
чение IC50 для SGI-1027 составляло около 100 нM,
что вдвое выше, чем в клетках ScN2a, то есть, ин-
гибиторный эффект SGI-1027 на формирование
PrPSc в клетках с прионом оленей менее эффек-
тивно, чем в инфицированных прионом клетках
нейробластомы мыши (рис. 1а). Тем не менее,
SGI-1027 эффективно удаляет PrPSc в CWD-ин-
фицированных клетках, как и в клетках ScN2a и
SMB [10], и, следовательно, антиприонный эф-
фект SGI-1027 не ограничивается определенным
типом прионного заболевания.

SPR-анализ показал, что SGI-1027 напрямую
взаимодействует с PrPC [10]. Для идентификации
области связывания PrPC с SGI-1027 провели
SPR-анализ для 9 химически синтезированных
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пептидов PrP. Обнаружены положительные сиг-
налы связывания для 2 пептидов, включающих
аминокислотные последовательности 112–146 и
138–172 (рис. 1б). Точные значения KD для каждо-
го пептида не определены из-за слабого взаимо-
действия между меченными биотином пептидами
PrPC и SGI-1027. В отличие от целого белка после-
довательности, входящие в пептидные фрагмен-
ты, не давали сильного связывания с SGI-1027.
Несмотря на ограниченные возможности SPR-
анализа, выявили, что область SGI-1027-докинга
в PrPC включает два остатка в последовательно-
стях 112–146 и 138–172 и эти 2 пептидных фраг-
мента содержат все важные и критичные остатки,
в том числе L130, H155, N159 и Y162, которые
предотвращали превращение PrPC в серию β-ли-
стов и его трансформацию в PrPSc. Таким обра-
зом, SGI-1027 прочно связывается с PrPC и стаби-
лизирует его структуру.

SGI-1027 препятствует переносу метильной
группы c S-аденозилметионина (SAM) на цито-

зин в ДНК. В результате обработка SGI-1027
уменьшает область метилирования во всем гено-
ме и тем самым активирует транскрипцию раз-
личных генов без контроля регуляции [11, 12]. За-
висимое от SGI-1027 гипометилирование тесно
связано с нарушением эпигенетической регуля-
ции, что приводит к нейродегенеративным забо-
леваниям, включая прионную болезнь [13]. С це-
лью оценить корреляцию между активностью
DNMT и распространением PrPSc мы исследова-
ли изменение уровня PrPSc в клетках ScN2a после
обработки или кофактором, или ингибитором
DNMT. После обработки кофактором DNMT,
SAM, интенсивность полосы белка PrPSc в клет-
ках ScN2a оставалась без каких-либо изменений
относительно контроля, даже при повышении
концентрации SAM до 100 мкМ (рис. 2, слева).
Таким образом, усиление активности DNMT не
ингибирует конформационные изменения в PrPC

и не снижает уровень патогенного белка PrPSc в
клетках ScN2a.

Рис. 1. Элиминация PrPSc под действием SGI-1027 в клетках прионного заболевания. а ‒ Элиминация PrPSc в линии
CWD-клеток после обработки SGI-1027. Уровень экспрессии белка PrPSc детектировали методом иммуноблотинга.
PK-резистентные виды PrP считали формами PrPSc. Уровень общего PrP и тубулина измеряли, используя лизат обра-
ботанных SGI-1027 клеток без PK-расщепления. б ‒ SPR-анализ взаимодействия между 9 пептидами PrP и SGI-1027.
Для двух пептидов: аминокислотные остатки (а.к.) 112–146 и 138–172 ‒ детектировали положительный сигнал прямо-
го взаимодействия с SGI-1027.
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Хорошо известный ингибитор DNMT ‒ 5-аза-
цитидин ‒ предотвращает метилирование ДНК и
индуцирует эпигенетический сайленсинг ключе-
вых регуляторных генов, тем самым напрямую
влияя на активацию транскрипции определен-
ных генов [14]. Сообщалось, что значение IC50
для ингибирования активности DNMT 5-азаци-
тидином составляет 3 мкM, что в 2 раза лучше,
чем для SGI-1027 [15]. Учитывая это, мы выбрали
5-азацитидин, как более сильный ингибитор
DNMT, и проверили его антиприонный эффект в
клетках ScN2a. Уровень PrPSc в клетках ScN2a не
снижался при увеличении концентрации 5-аза-
цитидина. При обработке 1-мкМ 5-азацитиди-
ном обнаружено небольшое уменьшение содер-
жания PrPSc по сравнению с контролем (рис. 2,
справа). Однако нами обнаружено, что обработка
5-азацитидином в концентрации 1 мкМ и выше
индуцирует сильный апоптоз клеток (данные не
представлены), по-видимому, из-за цитотоксиче-
ского действия этого препарата, обычно использу-
емого при химиотерапии миелоидного лейкоза
[14]. Таким образом, ослабление полосы PrPSc, ви-
димо, связано с уменьшением числа клеток, то
есть токсическим действием 5-азацитидина. Хотя
5-азацитидин гораздо более сильный ингибитор
DNMT, чем SGI-1027, он не снижал уровень PrP-
Sc в клетках ScN2a. В анализе вестерн-блот ни ко-
фактор DNMT, ни ингибитор DNMT не оказыва-
ли влияния на уровень белков PrPSc, что свиде-
тельствует об отсутствии антиприонного действия.
Следовательно, можно сделать вывод, что элими-
нация PrPSc в модельных клеточных линиях при-
онного заболевания не связана с контролем регу-
ляции активности DNMT.

Хотя SGI-1027 ингибирует функцию DNMT и,
таким образом, полностью изменяет паттерн ген-
ной экспрессии под эпигенетическим контролем,

его антиприонная активность не связана с эпиге-
нетическими изменениями в клетках прионной
болезни. На основании результатов проведенно-
го исследования можно предположить, что анти-
прионная активность SGI-1027 обусловлена его
прямым, высокоаффинным взаимодействием с
PrPC, что предотвращает конформационную кон-
версию PrPC в PrPSc в клетках прионного заболева-
ния. Дальнейшее повышение мощности SGI-1027
как ингибитора конверсии PrPC и антиприонного
агента может быть достигнуто введением моди-
фикаций в его структуру. Надеемся, что этот путь
в конечном итоге приведет к разработке лекар-
ственных средств против прионных заболеваний.
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EFFECTS of SGI-1027 ON FORMATION AND ELIMINATION
OF PrPSc IN PRION-INFECTED CELLS
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1Department of Chemistry, Gwangju Institute of Science and Technology, Gwangju, 61005 Republic of Korea
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and Technology, Daegu, 42988 Republic of Korea
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Recently, SGI-1027, a well-known inhibitor of DNA-methyl transferases (DNMTs), was reported to effec-
tively reduce formation of pathogenic PrPSc in prion-infected cells. Herein, we confirm the elimination of
PrPSc in chronic wasting disease (CWD) prion-infected neurons by SGI-1027, and pinpoint the binding re-
gion of human prion protein to SGI-1027. SGI-1027 is broadly functional against various prion disease types,
including human prions. Previously, the inhibitory effects of SGI-1027 on DNMT function is well tested in
various cell culture models. While neither treatment with a DNMTs enhancer S-adenosyl-L-methionine
(SAM), nor with their inhibitor, 5-azacytidine, prevented PrPSc propagation, SGI-1027 did. Our study sug-
gest that the anti-prion effects of SGI-1027 are a result of its direct interaction with PrPC, which effectively
interferes with the pathogenic conformational change of PrPC to PrPSc. We conclude that SGI-1027 driven
suppression of pathogenic PrPSc is independent of DNMT.

Keywords: prion, PrPSc, epigenetics, DNA methyl transferase, SGI-1027
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