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Поиск новых амилоидных белков, а также изучение их свойств является актуальной задачей, ре-
шать которую позволяет ряд различных модельных систем. Одной из наиболее популярных является 
методика C-DAG. Она основана на анализе агрегации исследуемых белков на поверхности клеток 
Escherichia coli. Согласно оригинальному протоколу, с ее помощью можно продемонстрировать одно 
из характерных свойств амилоидов: способность связывать амилоид-специфический краситель Кон-
го красный и демонстрировать при этом двойное зеленое лучепреломление. Кроме этого, методика 
C-DAG позволяет анализировать морфологию агрегатов и их устойчивость к детергентам. В работе 
мы проверили на примере Sup35NM, могут ли агрегаты, представленные на поверхности клеток бак-
терий, выступать в качестве индукторов агрегации соответствующего белка.

Ключевые слова: амилоиды, C-DAG, E. coli, кинетика агрегации, Sup35

DOI: 10.31857/S0026365624050156

Амилоиды представляют собой белковые агре-
гаты с  кросс-β структурой, и  на сегодняшний 
день известно более сотни белков с амилоидны-
ми или амилоидоподобными свойствами (Матиив 
и соавт., 2020). Идентификация новых амилоидов 
является трудоемкой задачей, для решения кото-
рой был предложен ряд подходов. Удобным ин-
струментом для массового скрининга амилоидов 
in vitro стала тест-система C-DAG (Curli-dependent 
amyloid generator) (Sivanathan, Hochschild, 2013). 
Она основана способности бактерий образовывать 
на своей поверхности структуры из амилоидоген-
ных белков. У Escherichia coli они носят название 
“curli”, а их основным компонентом является белок 
CsgA. За  транспорт этого белка на  поверхность 
клетки отвечает специфическая сигнальная по-
следовательность (CsgAss). Слияние других белков 
с CsgAss позволяет также направлять их на экспорт 
из клетки, и если такой белок обладает амилоид-
ными свойствами, то на поверхности бактериаль-
ных клеток будут формироваться амилоидные фи-
бриллы. Впервые это было продемонстрировано 
на примере амилоидогенного фрагмента Sup35NM 

(Sivanathan, Hochschild, 2012). Методика C-DAG 
позволяет в короткие сроки проверять взаимодей-
ствие белковых агрегатов с амилоид-специфиче-
ским красителем Конго красный. Колонии бактерий 
с амилоидами, культивируемые на этой среде, ста-
новятся красными. Последующий анализ клеток 
с помощью поляризационной микроскопии по-
зволяет протестировать наличие двойного зеленого 
лучепреломления образцов. Две эти проверки сви-
детельствуют о наличии свойств, характерных для 
амилоидов, а также позволяют выдвинуть предпо-
ложение о кросс-β структуре агрегатов исследуе-
мого белка. Фибриллярную морфологию агрегатов 
на поверхности клеток можно продемонстрировать 
с помощью просвечивающей электронной микро-
скопии. Наконец, биохимические методы позво-
ляют также протестировать устойчивость исследуе-
мых белковых агрегатов к детергентам (Sivanathan, 
Hochschild, 2013). Методика C-DAG была успешно 
использована для проверки амилоидных свойств 
различных белков: Gas1 и  Ygp1 (Ryzhova et  al., 
2018), RopA и RopB (Kosolapova et al., 2019), Esp 
(Taglialegna et  al., 2020), RAD51 (Kachkin et  al., 
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2022), FXR1 (Sopova et al., 2019), YghJ (Belousov 
et al., 2018) и других. Однако методика C-DAG по-
зволяет проанализировать далеко не все свойства 
амилоидов. В частности, она не дает информации 
о способности агрегатов индуцировать агрегацию 
такого же белка, хотя это также является характер-
ным свойством амилоидов (Chiti, Dobson, 2017; 
Матиив и соавт., 2020; Willbold et al., 2021). Мы ре-
шили заполнить этот пробел и протестировали это 
на примере Sup35NM.

Рекомбинантный белок Sup35NM выделяли 
из клеток E. coli BL21(DE3), несущих вектор pET20b-
SUP35NM (Allen et al., 2005), согласно ранее опубли-
кованной методике (Serio, Lindquist, 1999). Полу-
ченный белок осаждали метанолом и хранили при  
‒80°C. Перед экспериментами осадок белка рас-
творяли в 6 М ГГХ в течение ночи при 4°C. Для по-
лучения агрегатов Sup35NM измеряли концентра-
цию белка и разводили его минимум в 100 раз в бу-
фере для сборки фибрилл (буфер F, 5 мМ калий 
фосфатный буфер pH 7.5, 150 мМ NaCl) до конеч-
ной концентрации 0.5 мг/мл. Полученный раствор 
инкубировали при 25°C на ротаторе с переворачи-
ванием (60 об./мин) в течение 12‒24 ч. Для анали-
за кинетики агрегации Sup35NM белок разводили 
в буфере F (минимум в 50 раз) до концентрации 
не менее 0.5 мг/мл и центрифугировали при ско-
рости 21130 g и температуре 4°C в течение 30 мин. 
Этот этап был необходим для удаления не раство-
рившихся агрегатов белка.

Для получения клеток E. coli в системе C-DAG 
использовали штамм VS39, который трансформи-
ровали плазмидой pVS72, несущей ген SUP35NM 
(Sivanathan, Hochschild, 2013). Подготовку клеток 
проводили согласно опубликованному протоколу. 
Для контроля исходный штамм VS39 высевали 
на среду LB с хлорамфениколом. Чашки с культу-
рами инкубировали при 37°C в течение 48 ч. Клет-
ки собирали с твердой среды и ресуспендировали 
в 100 мкл буфера F. Суспензию термически инак-
тивировали при 75°C в течение 20 мин. Концен-
трации клеток в пробах выравнивали на основании 
оптической плотности суспензий.

Для анализа кинетики агрегации белка ис-
пользовали следующие компоненты в различных 
сочетаниях (указаны конечные концентрации 
в  реакционной смеси): мономерный Sup35NM 
(0.1 мг/мл), фибриллы Sup35NM (0.002 мг/мл), 
бактериальные клетки (OD600 = 0.01), краситель 
тиофлавин Т (2.5 мМ). Конечный объем одной 
пробы составлял 150 мкл, реакция проходила 
в буфере F. Изменение флуоресценции тиофлави-
на Т (широко используемый амилоид-специфи-
ческий краситель) в пробах проводили в планше-
тах с темными стенками (Corning 3603) на прибо-
ре Clariostar Plus (“BMG Labtech”) через каждые 
240 с. Флуоресценцию считывали при длине вол-
ны 483  ±  10 нм (возбуждение при 448  ±  10  нм). 

Результаты нормировали, принимая за ноль мини-
мальное значение, а за единицу ‒ медиану флуо-
ресценции на стадии “плато”. Затем для каждой ре-
акции мы подбирали параметры следующей модели 
(Vaneyck et al., 2021):
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где A1 и  A2 ‒ начальный и  финальный уровень 
флуоресценции, x0 ‒ время полуреакции, dx ‒ ве-
личина, обратная скорости агрегации. С учетом 
подобранных параметров мы также рассчитывали 
время lag-фазы реакции: lag = x0 ‒ 2dx.

Нам удалось проследить процесс агрегации 
Sup35NM в  присутствии бактериальных клеток. 
В этом эксперименте в качестве положительного 
контроля мы использовали фибриллы Sup35NM, 
полученные in vitro. Ранее в ряде работ было пока-
зано, что агрегаты Sup35NM ускоряют агрегацию 
этого белка (Glover et  al., 1997; Chen et al., 2007; 
Sant’Anna et al., 2016). Мы продемонстрировали, что 
амилоидные фибриллы Sup35NM, а также бактери-
альные клетки штамма VS39 с агрегатами этого бел-
ка на поверхности клеток, сокращают время начала 
агрегации (lag-фазы) Sup35NM in vitro (рисунок).

При этом клетки VS39, не продуцирующие гете-
рологичных белков, не имеют подобного эффекта. 

Рисунок. Бактериальные клетки с  фибриллами 
Sup35NM ускоряют агрегацию белка Sup35NM in vitro. 
∅ ‒ спонтанная агрегация Sup35NM. “Н.з.” ‒ отсут-
ствие значимых отличий; * ‒ p-value < 0.05 (критерий 
Вилкоксона).
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Таким образом, мы  показали, что амилоидные 
агрегаты на  поверхности бактериальных клеток 
могут индуцировать агрегацию белка in vitro.
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SHORT COMMUNICATIONS

Application of the Bacterial C-Dag System  
to Analyze the Ability of Amyloids to Seed Protein Aggregation In Vitro

N. P. Trubitsina1, O. M. Zemlyanko1, 2, G. A. Zhouravleva1, 2, S. A. Bondarev1,2, *

1Department of Genetics and Biotechnology, Saint Petersburg State University, 199034, Saint Petersburg, Russia
2Laboratory of Amyloid Biology, Saint Petersburg State University, 199034, Saint Petersburg, Russia
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Abstract. The search for new amyloid proteins, as well as the study of their properties, is an actual task, which 
can be solved by a number of different model systems. One of the most popular is the C-DAG approach. It is 
based on the analysis of aggregation of the investigated proteins on the surface of Escherichia coli cells. According 
to the original protocol, it can be used to demonstrate one of the characteristic properties of amyloids: the 
ability to bind the amyloid-specific dye Congo red and demonstrate apple-green birefringence. In addition, 
the C-DAG technique allows one to analyze the morphology of aggregates and their resistance to detergents. 
In this work, we tested using Sup35NM as an example whether aggregates on the surface of bacterial cells can 
act as inducers of aggregation of the corresponding protein.

Keywords: amyloids, C-DAG, E. coli, aggregation kinetics, Sup35
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