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Öèêëèíçàâèñèìûå ôîñôîïðîòåèíêèíàçû (ÑDK) èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî öèêëà,
ìåòàáîëèçìà è îðãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà ó ýóêàðèîò. ÑDK äðîææåé Saccharomyces cerevisiae Pho85p
âçàèìîäåéñòâóåò ñ 10 öèêëèíàìè è ôîñôîðèëèðóåò ðàçëè÷íûå ñóáñòðàòû: àêòèâàòîðû òðàíñêðèïöèè
Pho4p è Gcn4p, áåëîê öèòîñêåëåòà Rvs167p — ãîìîëîã àìôèôèçèíà 1 ìëåêîïèòàþùèõ — è ìí. äð. Ìóòà-
öèè â ãåíå PHO85 èìåþò áîëüøîå êîëè÷åñòâî ïëåéîòðîïíûõ ýôôåêòîâ, â ÷àñòíîñòè âûñîêóþ ñêîðîñòü
íàêîïëåíèÿ äûõàòåëüíî-íåêîìïåòåíòíûõ êëîíîâ â ïðîöåññå ðîñòà. Ïðè÷èíû ìèòîõîíäðèàëüíîé íåñòà-
áèëüíîñòè ó øòàììîâ pho85 íå èçó÷åíû. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî ó øòàììîâ ñ äåôåêòîì ãåíà
PHO85 ïðîèñõîäÿò èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè êëåòîê, óâåëè÷åíèå ÷èñëà àêòèíîâûõ «çàïëàò» è âîçðàñòàåò
êîëè÷åñòâî ïî÷åê, íå ñîäåðæàùèõ ìèòÄÍÊ. Òàêèì îáðàçîì, îòñóòñòâèå êèíàçû Pho85p âëèÿåò íå íà óðî-
âåíü ìóòàáèëüíîñòè ìèòÄÍÊ, à ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ ðàñïðåäåëåíèÿ ìèòÄÍÊ ìåæäó ìàòåðèíñêîé
êëåòêîé è ïî÷êîé, âîçìîæíî, âñëåäñòâèå èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðû öèòîñêåëåòà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: öèêëèíçàâèñèìûå ôîñôîïðîòåèíêèíàçû, öèòîñêåëåò, íàñëåäîâàíèå ìèòîõîíä-
ðèé, òðîïîìèîçèí.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: CDK — öèêëèíçàâèñèìûå ôîñôîïðîòåèíêèíàçû, ÊÔ — êèñëàÿ ôîñ-
ôàòàçà, DAPI — 4,6-äèàìèäèíî-2-ôåíèëèíäîë-äèãèäðîõëîðèä, Ôí — íåîðãàíè÷åñêèé ôîñôàò.

Öèêëèíçàâèñèìûå ïðîòåèíêèíàçû (ñyclin-dependent
kinases — CDK) èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè êëå-
òî÷íîãî öèêëà è äèôôåðåíöèðîâêè ó ýóêàðèîò. Êîíñåð-
âàòèâíîñòü ñòðóêòóðû CDK ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü ìî-
äåëüíûå îáúåêòû, òàêèå êàê äðîææè Saccharomyces cere-
visiae, äëÿ èçó÷åíèÿ ðîëè ýòèõ áåëêîâ â êëåòêå. Ê
ñåìåéñòâó ÑDK äðîææåé ïðèíàäëåæàò îñíîâíàÿ êèíàçà
êëåòî÷íîãî öèêëà Cdc28p è êèíàçû Ssn3p, Kin28p,
Pho85p è Cak1p (Hunter, Plowman, 1997). Aêòèâíîñòü
CDK, êàê ïðàâèëî, ðåãóëèðóåòñÿ ôîñôîðèëèðîâàíèåì, à
ñóáñòðàòíàÿ ñïåöèôè÷íîñòü îïðåäåëÿåòñÿ ñâÿçûâàíèåì ñ
öèêëèíîì (Morgan, 1996). Îñîáûé èíòåðåñ â ïîñëåäíåå
âðåìÿ âûçûâàåò êèíàçà Pho85p, òàê êàê îíà ñïîñîáíà îá-
ðàçîâûâàòü êîìïëåêñû ñ 10 öèêëèíàìè (Measday et al.,
1997), ÷òî îáóñëîâëèâàåò øèðîêèé ñïåêòð åå ñóáñòðàòîâ
è âñëåäñòâèå ýòîãî ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè ìíîãèõ ïðîöåñ-
ñîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî êîìïëåêñ Pho80p—Pho85p ôîñôîðè-
ëèðóåò àêòèâàòîð òðàíñêðèïöèè ãåíîâ ìåòàáîëèçìà ôîñ-
ôîðà — Pho4p (Kaffman et al . , 1994) , êîìïëåêñ
Pcl5p—Pho85p ôîñôîðèëèðóåò è îòïðàâëÿåò íà äåãðàäà-
öèþ ðåãóëÿòîð áèîñèíòåçà àìèíîêèñëîò Gcn4p (Shemer
et al., 2002), à êîìïëåêñ Pc11p—Pho85p ôîñôîðèëèðóåò
áåëîê öèòîñêåëåòà Rvs167p — ãîìîëîã àìôèôèçèíà
1 ìëåêîïèòàþùèõ (Lee et al., 1998; Colwill et al., 1999).
Òàêèì îáðàçîì, Pho85p ìîæåò ó÷àñòâîâàòü êàê â ðåãóëÿ-
öèè òðàíñêðèïöèè, òàê è â ðåãóëÿöèè ðàçëè÷íûõ êëåòî÷-
íûõ ïðîöåññîâ çà ñ÷åò èçìåíåíèÿ îðãàíèçàöèè öèòîñêå-
ëåòà. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî Pho85p ÿâëÿåòñÿ ôóíêöèî-

íàëüíûì ãîìîëîãîì êèíàçû ÑDK5 ìëåêîïèòàþùèõ (Hu-
ang et al., 1999; Nishizawa et al., 1999). Â îòëè÷èå îò äðó-
ãèõ CDK CDK5 íå ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî
öèêëà, à ôóíêöèîíèðóåò â îñíîâíîì â íåäåëÿùèõñÿ êëåò-
êàõ — íåéðîíàõ âçðîñëîãî îðãàíèçìà, à òàêæå ðåãóëèðó-
åò ïðîöåññû íåéðîãåíåçà (Smith, 2003). Êèíàçà CDK5
ôîñôîðèëèðóåò ñåðèíû 272, 276 è 285 áåëêà àìôèôèçèíà
1 ó ìëåêîïèòàþùèõ (Floyd et al., 2001).

Âïåðâûå ãåí PHO85 ó äðîææåé áûë èäåíòèôèöèðî-
âàí ïðè èçó÷åíèè ãåíåòè÷åñêîãî êîíòðîëÿ òðàíñêðèïöèè
ãåíà PHO5, êîäèðóþùåãî ñòðóêòóðó ðåïðåññèáåëüíîé
êèñëîé ôîñôàòàçû (ÊÔ). Ìîäåëü ðåãóëÿöèè ÊÔ äðîææåé
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îäíó èç ñàìûõ óäîáíûõ è õîðîøî
èçó÷åííûõ ñèñòåì ðåãóëÿöèè (Oshima, 1997).

Äðîææè ñèíòåçèðóþò äâà èçîçèìà ðåïðåññèáåëüíûõ
ÊÔ — ÊÔ2 (Pho5p) è ÊÔ3 (Pho11p). Òðàíñêðèïöèÿ ãåíîâ
PHO5 è PHO11 èíãèáèðóåòñÿ ïðè êîíöåíòðàöèè ôîñôà-
òà â ñðåäå 250 ìã/ë (Ñàìñîíîâà è äð., 1975). Â ðåãóëÿöèè
ýêñïðåññèè ãåíîâ PHO5 è PHO11, à òàêæå ìíîãèõ äðóãèõ
ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ýíçèìû ìåòàáîëèçìà Ôí â êëåòêå
(PHO-ðåãóëîí), ïðèíèìàþò ó÷àñòèå áåëêè-àêòèâàòîðû
Pho2p è Pho4p, à òàêæå öèêëèí-êèíàçíûé êîìïëåêñ
Pho80p—Pho85p è èíãèáèòîð êèíàçû Pho81p.

Íà ñðåäå ñ ôîñôàòîì öèêëèí-êèíàçíûé êîìïëåêñ àê-
òèâåí, îí ôîñôîðèëèðóåò áåëîê-àêòèâàòîð Pho4p, è ôîñ-
ôîðèëèðîâàííûé Pho4p íå ïîñòóïàåò â ÿäðî, âñëåäñò-
âèå ýòîãî íå ïðîèñõîäèò òðàíñêðèïöèè ãåíîâ PHO-ðåãó-
ëîíà.
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Îòñóòñòâèå ôîñôàòà â ñðåäå ïðèâîäèò ê ðåïðåññèè
öèêëèí-êèíàçíîãî êîìïëåêñà èíãèáèòîðîì Pho81p, Pho4p
íå ôîñôîðèëèðóåòñÿ, òðàíñïîðòèðóåòñÿ â ÿäðî è àêòèâè-
ðóåò òðàíñêðèïöèþ ãåíà PHO5 è äðóãèõ ãåíîâ PHO-ðå-
ãóëîíà (Lenburg, O’Shea, 1996).

Ìóòàöèè â ãåíå PHO85 ïðèâîäÿò ê áîëüøîìó ÷èñëó
ïëåéîòðîïíûõ ýôôåêòîâ: êîíñòèòóòèâíîìó ñèíòåçó ÊÔ,
èçìåíåíèþ ìîðôîëîãèè êëåòîê, íàêîïëåíèþ ãëèêîãåíà,
íàðóøåíèþ äûõàíèÿ (Òimblin et al., 1996) è îòñóòñòâèþ
ðîñòà íà ñðåäå ñ ïðîëèíîì (Ïîïîâà è äð., 2000). Ðàíåå
íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äûõàòåëüíàÿ íåêîìïåòåíòíîñòü
ìóòàíòîâ pho85 ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì ïîñòåïåííîãî íà-
êîïëåíèÿ ìóòàöèé [rho0] èëè [rho–] â ïðîöåññå ìèòîòè÷å-
ñêèõ äåëåíèé (Ñàìáóê è äð., 2003). Ìóòàöèè [rho0] âîç-
íèêàþò ïðè ïîëíîé óòðàòå ìèòÄÍÊ, òîãäà êàê ìóòàöèè
[rho–] ÿâëÿþòñÿ ðåçóëüòàòîì äåëåöèé ìèòÄÍÊ è â ýòîì
ñëó÷àå ìèòÄÍÊ öèòîëîãè÷åñêè âûÿâëÿåòñÿ.

Äðîææè S. cerevisiae ÿâëÿþòñÿ ôàêóëüòàòèâíûìè
àíàýðîáàìè è â îòñóòñòâèå ôóíêöèîíàëüíûõ ìèòîõîíä-
ðèé ñïîñîáíû ïîëó÷àòü ýíåðãèþ çà ñ÷åò ãëèêîëèçà. Ìè-
òîõîíäðèè ó äðîææåé ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé äèíàìè÷íûå
ðàçâåòâëåííûå ñòðóêòóðû. Õàðàêòåðíûìè îñîáåííîñòÿ-
ìè íàñëåäîâàíèÿ ìèòîõîíäðèé ÿâëÿþòñÿ âåêòîðíîå äâè-
æåíèå îò ìàòåðèíñêîé êëåòêè ê äî÷åðíåé ïðè ïîìîùè
íèòåé àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è çàêðåïëåíèå ìèòîõîíä-
ðèé â ôèêñèðîâàííûõ òî÷êàõ â ìàòåðèíñêîé êëåòêå è
ïî÷êå çà ñ÷åò ñïåöèôè÷åñêèõ áåëêîâ (Yang et al., 1999).
Êëåòêè äðîææåé äåëÿòñÿ àñèììåòðè÷íî: íà ïîâåðõíîñòè
êëåòêè âûáèðàåòñÿ ñàéò ôîðìèðîâàíèÿ ïî÷êè, îòíîñè-
òåëüíî êîòîðîãî ïîëÿðèçîâàíû àêòèí è ìèêðîòðóáî÷êè
öèòîñêåëåòà. Â ðåçóëüòàòå îðãàíåëëû, âåçèêóëû è äðóãèå
êëåòî÷íûå êîìïîíåíòû òðàíñïîðòèðóþòñÿ èç ìàòåðèí-
ñêîé êëåòêè â ðàçâèâàþùóþñÿ ïî÷êó (Boldogh et al.,
2001; Bretscher, 2003). Íàðóøåíèå öèòîñêåëåòà ïðèâîäèò
ê íàðóøåíèþ ðàñïðåäåëåíèÿ âàêóîëåé è ìèòîõîíäðèé.
Òàêîé ýôôåêò, â ÷àñòíîñòè, îêàçûâàþò ìóòàöèè â ãåíàõ,
êîäèðóþùèõ òóáóëèí ó äðîææåé Schizosaccharomyces po-
mbe (Yaffe et al., 1999), è ìóòàöèè â ãåíå TPM1 ó S. cerevi-
siae, êîäèðóþùåì ñòðóêòóðó òðîïîìèîçèíà. Òðîïîìèîçèí
ñòàáèëèçèðóåò àêòèíîâûå ôèëàìåíòû. Ìóòàöèè tpm1 âå-
äóò ê óòðàòå àêòèíîâûõ òÿæåé (Liu, Bretscher, 1992).

Âàæíóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè ñòðóêòóðû öèòîñêåëåòà
ìîãóò èãðàòü ïðîöåññû ôîñôîðèëèðîâàíèÿ èëè äåôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ âõîäÿùèõ â åãî ñîñòàâ áåëêîâ. Êèíàçà
Prk1p ôîñôîðèëèðóåò áåëêè Pan1p è Sla1p è òåì ñàìûì
èíãèáèðóåò êîìïëåêñ Pan1p—Slalp—End3p. Ýòîò êîìï-
ëåêñ âõîäèò â ñîñòàâ àêòèíîâûõ «çàïëàò» è íåîáõîäèì
äëÿ èõ ôîðìèðîâàíèÿ è íîðìàëüíîé ìîðôîëîãèè (Zeng
et al., 2001). Òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî ìóòàöèè â ãåíå ÐÒÑ1 —
còðóêòóðíîì ãåíå ñåðèí-òðåîíèíîâîé ôîñôàòàçû — ïðè-
âîäÿò ê çàäåðæêå ïåðåíîñà ìèòîõîíäðèé â äî÷åðíþþ
ïî÷êó (Roeder et al., 1998).

Ïðè÷èíû âûñîêîé ñêîðîñòè íàêîïëåíèÿ êëîíîâ ñ íà-
ðóøåíèåì äûõàíèÿ, âîçíèêàþùèõ íà ôîíå äèçðóïöèè
ãåíà PHO85, íåèçâåñòíû. Ìîæíî âûäâèíóòü íåñêîëüêî
ãèïîòåç. Âî-ïåðâûõ, îòñóòñòâèå ôóíêöèîíàëüíîé êèíàçû
Pho85p ìîæåò ïðèâîäèòü ê èçìåíåíèþ òðàíñêðèïöèè
ìíîãèõ ãåíîâ, â òîì ÷èñëå è òåõ, êîòîðûå âëèÿþò íà ðåï-
ëèêàöèþ ìèòÄÍÊ (Ogawa et al., 2000); âî-âòîðûõ, ìóòà-
öèè pho85 ìîãóò áûòü ñëàáûìè ìóòàòîðàìè è ïîâûøàòü
÷àñòîòó òî÷êîâûõ èëè äåëåöèîííûõ ìóòàöèé â ìèòîõîí-
äðèàëüíîé ÄÍÊ; â-òðåòüèõ, ìóòàöèè pho85 ìîãóò âëèÿòü
íà ðàñïðåäåëåíèå ìèòîõîíäðèé ìåæäó ìàòåðèíñêîé è
äî÷åðíåé êëåòêàìè èëè íàðóøàòü ôîðìèðîâàíèå è ðàñ-
ïðåäåëåíèå ìèòîõîíäðèàëüíîãî íóêëåîèäîâ.

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà âûÿñíåíèþ ïðèðîäû
ìèòîõîíäðèàëüíîé íåñòàáèëüíîñòè ó øòàììîâ äðîææåé
ñ äèçðóïöèåé ãåíà PHO85. Äëÿ ýòîãî èçó÷àëè ðàñïðåäå-
ëåíèå ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ ìåæäó ìàòåðèíñêîé êëåò-
êîé è ïî÷êîé ó ìóòàíòîâ è èñõîäíûõ øòàììîâ, à òàêæå
èññëåäîâàëè öèòîñêåëåò, èçìåíåíèÿ êîòîðîãî ìîãóò âëè-
ÿòü íà ðàñïðåäåëåíèå ìèòîõîíäðèé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû øòàììû äðîææåé S. ce-
revisiae, ãåíîòèïû è ïðîèñõîæäåíèå êîòîðûõ ïðåäñòàâ-
ëåíû â òàáëèöå.

Â ðàáîòå ïðèíÿòû ñëåäóþùèå îáîçíà÷åíèÿ ôåíîòè-
ïîâ: Pho+ è Pho– — íàëè÷èå è îòñóòñòâèå àêòèâíîñòè
ÊÔ; Åth– — îòñóòñòâèå ðîñòà íà ñðåäå, ñîäåðæàùåé â êà-
÷åñòâå èñòî÷íèêà óãëåðîäà ýòèëîâûé ñïèðò â êîíöåíò-
ðàöèè 2 %; [rho0], [rho–] — äûõàòåëüíàÿ íåêîìïåòåíò-
íîñòü.

Äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ äðîææåé èñïîëüçîâàëè ñòàí-
äàðòíûå ñðåäû (Çàõàðîâ è äð., 1984).

Ïëàçìèäû pDEL85-LEU2, pDEL85-URA3 áûëè ïîëó-
÷åíû ðàíåå (Ñàìáóê è äð., 2003) íà îñíîâå ïëàçìèäû
ð85-WT, ñîäåðæàùåé â ñîñòàâå ðUC19 ãåí ÐÍÎ85 (1.1 ò.
ï. î.). Ïëàçìèäà ð85-WT áûëà ëèíåàðèçîâàíà ïî ñàéòó
Bg1II è ëèãèðîâàíà ñ Bg1II-ôðàãìåíòîì, ñîäåðæà-
ùèì ãåí LEU2, âûäåëåííûé èç ïëàçìèäû pFL36 (Infor-
Max, Inc.), èëè ñ Bg1II-ôðàãìåíòîì, ñîäåðæàùèì ãåí
URA3 ïëàçìèäû pFL38 (InforMax, Inc.). Ïëàçìèäû èñ-
ïîëüçîâàëè äëÿ ïîëó÷åíèÿ øòàììîâ ñ äèçðóïöèåé ãåíà
PHO85.

Còàíäàðòíûå ãåíåòè÷åñêèå ìåòîäèêè, à òàêæå ìåòîä
îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè ÊÔ íà ïîâåðõíîñòè êîëî-
íèé äðîææåé îïóáëèêîâàíû ðàíåå (Çàõàðîâ è äð., 1984).
Âûäåëåíèå õðîìîñîìíîé ÄÍÊ äðîææåé è ÏÖÐ ïðîâî-
äèëè ïî ñòàíäàðòíûì ïðîòîêîëàì (Ãëîâåð, 1988). Ñòà-
òèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ ïðî-
âîäèëè ñ ïîìîùüþ òðàäèöèîííûõ ìåòîäîâ (Óðáàõ,
1964).

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ øòàììîâ ñ äèçðóïöèåé ãåíà PHO85
ïëàçìèäó pDEL85-LEU2 (pDEL85-URA3) îáðàáàòûâàëè
ðåñòðèêòàçîé PvuII è òðàíñôîðìèðîâàëè øòàììû äðîæ-
æåé. Âîçíèêøèå êëîíû Leu+ Pho+ èëè Ura+ Pho+ îòáèðà-
ëè è âûäåëÿëè èç íèõ õðîìîñîìíóþ ÄÍÊ, êîòîðóþ èñ-
ïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå ìàòðèöû äëÿ ÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè
äëÿ ãåíà PHO85.

Â êà÷åñòâå ïîçèòèâíîãî ïðàéìåðà èñïîëüçîâàëè îëè-
ãîíóêëåîòèä 5�-GCCCTAGGACGTAGACTCGTAAGCC-
CGTAGCTT-3� è ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íåãàòèâíîãî ïðàé-
ìåðà 5�-TAGAGGCTGTCGTAAGATGAGACTAAAGTA
-3�. ÏÖÐ ïðîâîäèëè ïî ñëåäóþùåìó ïðîòîêîëó: 1 ìèí
ïðè 94 °Ñ, 29 öèêëîâ; 1 ìèí ïðè 94 °Ñ; 1 ìèí ïðè 54 °Ñ;
1 ìèí ïðè 72 °Ñ. Äîïîëíèòåëüíûé öèêë äëÿ äîñòðîéêè
îáðàçîâàâøèõñÿ öåïåé ÄÍÊ: 10 ìèí ïðè 72 °Ñ. Ôåð-
ìåíò — Taq-ïîëèìåðàçà (Fermentas, Ëèòâà). Ïðîäóêòû
ÏÖÐ àíàëèçèðîâàëè â 0.7%-íîì àãàðîçíîì ãåëå.

Äëÿ îêðàñêè ÄÍÊ ìèòîõîíäðèé êëåòêè äðîææåé
ôèêñèðîâàëè â 4%-íîì ãëóòàðîâîì àëüäåãèäå (Sigma,
ÑØÀ) â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Çà-
òåì êëåòêè îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì è îòìûâàëè
3 ðàçà äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé. Îêðàøèâàíèå ÀÒ-ñïå-
öèôè÷íûì ôëóîðîôëîðîì DAPI (Sigma, ÑØÀ) â êîíöåí-
òðàöèè 1 ìêã/ìë ïðîâîäèëè â áóôåðíîì ðàñòâîðå, ñîäåð-
æàùåì 20 ìÌ Òðèñ-HCl (pH 7.6), 0.25 M ñàõàðîçû,

918 Å. Â. Ñàìáóê, À. Þ. Ôèçèêîâà è äð.



1 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 ìÌ MgCl2, 0.1 ìÌ ZnSO4, 0.1 ìÌ ÑaCl2,
0.8 ìÌ ÔÌÑÔ è 0.05 % 2-ìåðêàïòîýòàíîëà. Ïîñëå îêðà-
øèâàíèÿ êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå äëÿ õðàíåíèÿ
DABCO (1,4-äèàçîáèöèêëîîêòàí) â ãëèöåðèíå (Clark,
1980).

Äëÿ âèçóàëèçàöèè öèòîñêåëåòà èñïîëüçîâàëè ôàëëî-
èäèí, êîíúþãèðîâàííûé ñ ôëóîðîõðîìîì ðîäàìèíîì
(Sigma, ÑØÀ). Êëåòêè âûðàùèâàëè äî ñåðåäèíû ôàçû
ëîãàðèôìè÷åñêîãî ðîñòà, îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíè-
åì è îòìûâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé. Çàòåì êëåòêè
ðåñóñïåíäèðîâàëè â 1 ìë 35 ìÌ ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî
ðàñòâîðà (ðÍ 6.8), ñîäåðæàùåãî 0.5 ìÌ ÌgCl2. Êëåòêè
ôèêñèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â
ðàñòâîðå 36%-íîãî ôîðìàëüäåãèäà. Çàòåì êëåòêè äâàæäû
îòìûâàëè âîäîé è ðåñóñïåíäèðîâàëè â 0.4 ìë ôîñôàòíî-
ãî ñîëåâîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà (ðÍ 7.3), ñîäåðæàùåãî â
1 ë 8 ã NaCl, 0.2 ã KCl, 1.14 ã NaH2PO4 è 0.2 ã KH2PO4.
Àëèêâîòó 0.2 ìë êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè îêðàøèâàëè ðîäà-
ìèí-ôàëëîèäèíîì â òå÷åíèå 2—3 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå, äîâîäÿ ðàñòâîð êðàñèòåëÿ äî êîíå÷íîé êîíöåí-
òðàöèè 1.5 ìêÌ. Ïîñëå îêðàøèâàíèÿ êëåòêè îòìûâàëè â
ôîñôàòíîì áóôåðå, ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå äëÿ õðàíå-
íèÿ (DABCO â ãëèöåðèíå) (Johnson, Nogueira, 1981) è ãî-
òîâèëè ïðåïàðàòû.

Ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ óíèâåðñàëüíî-
ãî ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà DMRXA (Leica Wetzlar
GmbH), îáîðóäîâàííîãî îáúåêòèâàìè FLUOTAR 40/0.70
è 100/1.30, òóáóñíîé îïòèêîé ñ ëèíçàìè îò 1.0� äî 1.6�,
àâòîìàòè÷åñêîé ôîòîíàñàäêîé, ÷åðíî-áåëîé ÑÑD-êàìå-
ðîé íàêîïëåíèÿ ñèãíàëà (Cohu) è íàáîðîì êîìáèíèðî-
âàííûõ ôèëüòðîâ äëÿ ôëóîðîõðîìîâ (DAPI è èîäèñòûé
ïðîïèäèé). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ è îáðàáîòêè âèäåîèçîáðàæå-
íèÿ èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå QFISH (Lei-
ca Cambridge Ltd.).

Äëÿ âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè òðîïîìèîçèíà â ñîñòàâå
ôðàêöèè òåðìîñòàáèëüíûõ áåëêîâ äðîææè âûðàùèâàëè
äî ñåðåäèíû ôàçû ëîãàðèôìè÷åñêîãî ðîñòà â 2 ë ìèíå-
ðàëüíîé ñðåäû, îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì, îòìûâà-
ëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è ðåñóñïåíäèðîâàëè â ðàâ-
íîì îáúåìå 0.3 Ì êàëèé-ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâî-
ðà (ðÍ 6.9), ñîäåðæàùåãî 15 ìÌ KCl, 25 ìêÌ MgCl2 è
15 ìêÌ ÔÌÑÔ. Êëåòêè ðàçðóøàëè ñ ïîìîùüþ ñòåêëÿí-
íûõ øàðèêîâ íà äåçèíòåãðàòîðå (Braun, Ãåðìàíèÿ) â òå-
÷åíèå 6 ìèí. Êëåòî÷íûå îáîëî÷êè è íåðàçðóøåííûå
êëåòêè îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì â òå÷åíèå 20 ìèí
ïðè 13 000 îá/ìèí. Ñóïåðíàòàíò, ñîäåðæàùèé ëèçàò êëå-
òîê, êèïÿòèëè íà âîäÿíîé áàíå â òå÷åíèå 15 ìèí è ñðàçó
îõëàæäàëè íà ëüäó, âñå ïîñëåäóþùèå ìàíèïóëÿöèè ïðî-
âîäèëè ïðè 0 °Ñ. Äåíàòóðèðîâàííûå áåëêè îñàæäàëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì (20 ìèí ïðè 13 000 îá/ìèí), èç ñó-
ïåðíàòàíòà âûäåëÿëè òåðìîóñòîé÷èâûå áåëêè, îñàæäàþ-
ùèåñÿ ïðè íàñûùåíèè ñóëüôàòîì àììîíèÿ îò 40 äî
80 %, òàê êàê â ýòèõ óñëîâèÿõ áåëêè Tpm1p è Tpm2p ïå-
ðåõîäèëè â îñàäîê. Ïîëó÷åííûé îñàäîê îòäåëÿëè öåíò-
ðèôóãèðîâàíèåì è ðàñòâîðÿëè â 10 ìë ñòåðèëüíîé äèñ-
òèëëèðîâàííîé âîäû è ðàñòâîð áåëêîâ äèàëèçîâàëè ïðî-
òèâ 10 ìÌ êàëèé-ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà,
ñîäåðæàùåãî 0.2 Ì KCl è 1 ìÌ äèòèîòðåèòîëà (Dress
et al., 1995).

Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ â ïîëèàê-
ðèëàìèäíîì ãåëå â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ ïðîâîäè-
ëè ïî ìåòîäèêå Ëýììëè (Laemmli, 1970). Ãåëü ñêàíèðî-
âàëè è àíàëèçèðîâàëè ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû Ima-
gelJ 1.32a (National Institutes of Health, CØÀ, http:
�rsb.info.nih.gov/ij/java1.3.1_03).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â ë è ÿ í è å ì ó ò à ö è è â ã å í å Ð Í O 8 5 í à ì î ð -
ô î ë î ã è þ ê ë å ò î ê ä ð î æ æ å é, ö è ò î ñ ê å ë å ò è ð à ñ -
ï ð å ä å ë å í è å ì è ò Ä Í Ê. Íàñëåäîâàíèå ìèòîõîíäðèé
ÿâëÿåòñÿ ñëîæíûì ïðîöåññîì, â êîòîðîì ó÷àñòâóþò ïðî-
äóêòû ìíîæåñòâà ãåíîâ. Äëÿ òîãî ÷òîáû èñêëþ÷èòü âëè-
ÿíèå ãåíåòè÷åñêîãî ôîíà íà ïðîÿâëåíèå ìóòàöèè â ãåíå
PHO85, ìû èñïîëüçîâàëè â ðàáîòå øòàììû äðîææåé,
èìåþùèå ðàçíîå ïðîèñõîæäåíèå. Ãåíîòèïû øòàììîâ
ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå. Øòàììû YM954, 1-GRF18,
1Ã-Ï4405 è ÂWG-1-7a áûëè èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå èñ-
õîäíûõ. Â ðåçóëüòàòå òðàíñôîðìàöèè øòàììîâ ôðàãìåí-
òàìè ïëàçìèä pDEL85 :: LEU2 èëè pDEL85 :: URA3
áûëè ïîëó÷åíû êîëîíèè Leu+ èëè Ura+, ñèíòåçèðóþùèå
ÊÔ êîíñòèòóòèâíî, — Pho+. ÏÖÐ-àíàëèç õðîìîñîìíîé
ÄÍÊ ïîëó÷åííûõ òðàíñôîðìàíòîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïðàéìåðîâ ê ãåíó PHO85 âûÿâèë ïðîäóêòû ÏÖÐ, ñîîò-
âåòñòâóþùèå ãåíó PHO85 è èíòåãðèðîâàííûì â íåãî ãå-
íàì LEU2 èëè URA3.

Âûðîñøèå êëîíû ðàññåâàëè íà ïîëíîé ñðåäå ñ ãëþ-
êîçîé â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà óãëåðîäà èç ðàñ÷åòà 100—
120 êîëîíèé íà ÷àøêó, à çàòåì ïåðåïå÷àòûâàëè íà ñðåäó
ñî ñïèðòîì. Ñðåäè âûðîñøèõ êîëîíèé âñòðå÷àëèñü êàê
[rho+], òàê è [rho–]. Â ïðîöåññå ìèòîòè÷åñêèõ äåëåíèé
êëîíû [rho–] ñîõðàíÿëè ýòîò ïðèçíàê, òîãäà êàê [rho+] ïî-
ñòåïåííî íàêàïëèâàëè êëîíû [rho–]. ×àñòîòà ïîÿâëåíèÿ
äûõàòåëüíî-íåêîìïåòåíòíûõ êëîíîâ ó ðàçíûõ øòàììîâ
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Øòàììû Saccharomyces cerevisiae,
èñïîëüçîâàííûå â ðàáîòå

Øòàìì Ãåíîòèïà Ïðîèñõîæäåíèå

YM954 MATa ade2-101 ura3-52
his3-200 leu2-3, 112
lys2-801 trp1-901 gal4-542
gal80

Clonotech, USA

1-GRF18 MATa his3-1, 12 leu2-3, 112
pho3

G. R. Fink

1Ã-Ï4405 MATa his7-1, met13-A1 ura3
leu2-1

Ë. Í. Ìèðîíîâà

BWG-1-7a MAT a ade1-100 his1 leu2
ura3

M. Rozenkrantz

85-YM954 MATa ade2-101 ura3-52
his3-200 leu2-3, 112
lys2-801 trp1-901 gal4-542
gal80 pho85::URA3

Ïîëó÷åí â íà-
còîÿùåé ðà-
áîòå

85-1-GRF18 MAT a his3-1, 12 leu2 pho3
pho85::LEU2

Òî æå

85-1Ã-Ï4405 MATa his7-1 met13-A1 ura3
leu2-1 pho85::LEU2

» »

85-BWG-1-7a MAT a ade1-100 his1 leu2
ura3 pho85::LEU2

» »

à MATa, a — àëëåè ëîêóñà òèïà ñïàðèâàíèÿ; ade2-101, ade1-100 —
ìóòàöèè â íåàëëåëüíûõ ãåíàõ, ïðèâîäÿùèå ê àóêñîòðîôíîñòè ïî àäåíèíó
è íàêîïëåíèþ êðàñíîãî ïèãìåíòà; his3-200, his3-1, 12, his7-1, his4-519 —
ìóòàöèè â íåàëëåëüíûõ ãåíàõ, ïðèâîäÿùèå ê àóêñîòðîôíîñòè ïî ãèñòèäè-
íó; trp1-901 — ìóòàöèÿ, ïðèâîäÿùàÿ ê àóêñîòðîôíîñòè ïî òðèïòîôàíó;
ura3-52 — ìóòàöèÿ, ïðèâîäÿùàÿ ê àêñîòðîôíîñòè ïî óðàöèëó; leu2-3,
112 — ìóòàöèè, ïðèâîäÿùèå ê àóêñîòðîôíîñòè ïî ëåéöèíó; gal4-542,
gal80 — ìóòàöèè â ãåíàõ ðåãóëÿòîðàõ óòèëèçàöèè ãàëàêòîçû; pho3 — ìó-
òàöèÿ, áëîêèðóþùàÿ àêòèâíîñòü êîíñòèòóòèâíîé ÊÔ1; pho85 — ìóòà-
öèÿ, ïðèâîäÿùàÿ ê êîíñòèòóòèâíîìó ñèíòåçó ðåïðåññèáåëüíûõ ÊÔ2 è
ÊÔ3.



ñîñòàâëÿëà îò 15 äî 90 %. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ó èñõîä-
íûõ øòàììîâ ïîÿâëåíèÿ êëîíîâ [rho–] íå íàáëþäàëè.

Íàêîïëåíèå äûõàòåëüíî-íåêîìïåòåíòíûõ êëîíîâ íà
ôîíå äèçðóïöèè ðho85 :: LEU2 èëè pho85 :: URA3 ìîæåò
áûòü âûçâàíî ìóòàöèÿìè â ìèòÄÍÊ [rho–] èëè íàðóøåíè-
åì ðàñïðåäåëåíèÿ íóêëåîèäîâ — êîìïëåêñîâ ìèòÄÍÊ ñ
áåëêàìè. Ãàïëîèäíûå êëåòêè äðîææåé ñ ôóíêöèîíàëüíû-
ìè ìèòîõîíäðèÿìè ñîäåðæàò 10—20 íóêëåîèäîâ íà êëåò-
êó (Williamson, Fennell, 1979). Òî÷êîâûå ìóòàöèè èëè
ìèêðîäåëåöèè ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ íå ïðèâîäÿò ê èñ-
÷åçíîâåíèþ íóêëåîèäîâ, òîãäà êàê íàðóøåíèå èõ ðàñïðå-
äåëåíèÿ îáóñëîâèò ïîÿâëåíèå ïî÷åê áåç ìèòÄÍÊ [rho0].

Êëîíû ôåíîòèïà Pho+ Eth– âûðàùèâàëè äî ñåðåäèíû
ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçû ðîñòà íà ñðåäå ñ ãëþêîçîé â êà÷å-

ñòâå èñòî÷íèêà óãëåðîäà è âûÿâëÿëè ìèòÄÍÊ îêðàøèâà-
íèåì DAPI. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1. Îáíà-
ðóæåíî, ÷òî øòàììû ñ äèçðóïöèåé ãåíà PHO85 íå ñîäåð-
æàò ìèòÄÍÊ è ÿâëÿþòñÿ èñòèííûìè [rho0]. Ñëåäî-
âàòåëüíî, âûñîêàÿ ÷àñòîòà äûõàòåëüíî-íåêîìïåòåíòíûõ
êëîíîâ ñâÿçàíà ñ çàäåðæêîé ïîñòóïëåíèÿ ìèòÄÍÊ â ïî÷êó.

Ñóñïåíçèÿ êëåòîê øòàììîâ ñ äèçðóïöèåé ãåíà PHO85
cîäåðæèò áîëüøîå êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ ìîðôîëîãè÷åñêè-
ìè èçìåíåíèÿìè, ñòåïåíü âûðàæåííîñòè êîòîðûõ çàâèñèò
îò ïðîèñõîæäåíèÿ øòàììà. Äëÿ èçó÷åíèÿ ðîëè êèíàçû
Pho85p â èçìåíåíèè ìîðôîëîãèè êëåòîê, ñòðóêòóðû öèòî-
ñêåëåòà è ðàñïðåäåëåíèè íóêëåîèäîâ âûáðàëè øòàìì
YM954 è åãî ïðîèçâîäíûé 85-YM954 (pho85 :: URA3).

Ê ÷èñëó íàèáîëåå õàðàêòåðíûõ èçìåíåíèé ó ìóòàí-
òîâ pho85 ìîæíî îòíåñòè ïîÿâëåíèå âçäóâøèõñÿ êðóï-
íûõ êëåòîê, ïî-âèäèìîìó, çàäåðæàâøèõñÿ íà ñòàäèè
G2/M (ðèñ. 2 à, I, 1). Àíàëèç êîëè÷åñòâà êëåòîê ñ íàðóøå-
íèåì ìîðôîëîãèè âûÿâèë äîñòîâåðíîå ðàçëè÷èå ìåæäó
èñõîäíûì è ìóòàíòíûì øòàììàìè (YM954 — 1.3 ±
� 0.3 %, 85-YM954 — 13.4 ± 0.3 %) (ðèñ. 2, â, 1). Îòñóò-
ñòâèå êèíàçû Pho85p íå ñîïðîâîæäàåòñÿ óìåíüøåíèåì
êîëè÷åñòâà ïî÷êóþùèõñÿ êëåòîê (YM954 — 38.8 ± 1.0 %,
85-YM954 — 29.8 ± 0.3 %) (ðèñ. 2, â, 2), íî ïðèâîäèò ê ïî-
ÿâëåíèþ êëåòîê ñ äëèííûìè íåîòäåëèâøèìèñÿ ïî÷êàìè
(YM954 — 2.9 ± 0.7 %, 85-YM954 — 44.1 ± 1.0 %) (ðèñ. 2,
â, 3), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î íàðóøåíèè öèòîêèíåçà.

Èçâåñòíî, ÷òî ðàñïðåäåëåíèå ìèòîõîíäðèé ñâÿçàíî ñ
èçìåíåíèÿìè ñòðóêòóð öèòîñêåëåòà. Ó äðîææåé àêòèí
ó÷àñòâóåò â ôîðìèðîâàíèè òðåõ ñòðóêòóð — êîðòèêàëü-
íûõ àêòèíîâûõ «çàïëàò», àêòèíîâûõ òÿæåé è ñîêðàòè-
òåëüíîãî àêòîìèîçèíîâîãî êîëüöà (Boldogh et al., 2001).
Àêòèíîâûå «çàïëàòêè» ñâÿçàíû ñ èíâàãèíàöèåé ïëàçìà-
òè÷åñêîé ìåìáðàíû è ñîäåðæàò ðÿä áåëêîâ, âîâëå÷åííûõ
â ýíäîöèòîç (Schott et al., 1999). «Çàïëàòû» ÿâëÿþòñÿ äè-
íàìè÷íûìè ñòðóêòóðàìè, áûñòðî ñîáèðàþòñÿ è ðàñïàäà-
þòñÿ è â ñðåäíåì ñîäåðæàò 85 ôèëàìåíòîâ (Young et al.,
2004). Àêòèíîâûå òÿæè èãðàþò âàæíóþ ðîëü âî âíóòðè-
êëåòî÷íîì äâèæåíèè îðãàíåëë è ÷àñòèö, íàïðèìåð
òðàíñïîðòíûõ ýêçîöèòîçíûõ âåçèêóë, â ðàñòóùóþ ïî÷êó
è â ôîðìèðîâàíèè íèòåé âåðåòåíà â ìåòàôàçå. Îíè ñëó-
æàò ðåëüñàìè äëÿ ìèîçèíçàâèñèìîãî äâèæåíèÿ «ãðóçîâ»
âíóòðè êëåòêè. Àêòîìèîçèíîâîå êîëüöî ñîáèðàåòñÿ â
øåéêå ïî÷êè è èãðàåò âàæíóþ ðîëü â îòäåëåíèè ïî÷êè îò
ìàòåðèíñêîé êëåòêè â õîäå öèòîêèíåçà. Åãî ñîêðàùåíèå
çàïóñêàåòñÿ ïîñëå çàâåðøåíèÿ àíàôàçû è âåäåò ê öèòîêè-
íåçó (Schott et al., 1999). Ôîðìèðîâàíèå ðàçëè÷íûõ àêòè-
íîâûõ ñòðóêòóð êîíòðîëèðóåòñÿ âíóòðèêëåòî÷íûìè è
âíåøíèìè ñèãíàëàìè è êîîðäèíèðîâàíî ñ êëåòî÷íûì
öèêëîì (Mac Alpine et al., 2000).

Äëÿ âèçóàëèçàöèè èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðû öèòîñêåëåòà è
ðàñïðåäåëåíèÿ ìèòîõîíäðèàëüíûõ íóêëåîèäîâ ó øòàììîâ
ñ äåôåêòîì ãåíà PHO85 èñïîëüçîâàëè ðîäàìèí-ôàëëîèäèí
è DAPI. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2, à, 2, 3, á. Êàê
âèäíî, ó øòàììà ñ îòñóòñòâèåì êèíàçû Pho85p óâåëè÷èâà-
åòñÿ ÷èñëî àêòèíîâûõ «çàïëàò» ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûì
øòàììîì YM954 (ðèñ. 2, á). Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ó
ìóòàíòîâ sac6 ñ íàðóøåíèåì ñòðóêòóðû ôèìáðèíà, ñòàáè-
ëèçèðóþùåãî àêòèíîâûå ôèëàìåíòû, ðàçìåð «çàïëàò» çíà-
÷èòåëüíî óìåíüøàåòñÿ (Young et al., 2004).

Ó øòàììîâ YM954 [rho+] è 85-YM954 [rho+/rho0]
ïîäñ÷èòûâàëè êîëè÷åñòâî ïî÷åê, íå ñîäåðæàùèõ íóêëåî-
èäîâ, òàê êàê òàêèå ïî÷êè äàþò íà÷àëî êëîíàì [rho0]. Ðå-
çóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ó øòàììà ñ äèçðóï-
öèåé ãåíà PHO85 ïî÷åê áåç íóêëåîèäîâ çíà÷èòåëüíî áî-
ëüøå, ÷åì ó èñõîäíîãî øòàììà (YM954 — 9.0 ± 1.0 %,

920 Å. Â. Ñàìáóê, À. Þ. Ôèçèêîâà è äð.

Ðèñ. 1. Âëèÿíèå äèçðóïöèè ãåíà ÐÍÎ85 íà ôîðìèðîâàíèå êëå-
òîê áåç ìèòîõîíäðèàëüíûõ íóêëåîèäîâ [rho0] (îêðàñêà DAPI).

Ðÿä 1 — îêðàñêà êëåòîê èñõîäíûõ øòàììîâ: à — 1Ã-Ï4405, á —
1-GRF18, â — BWG1-7a , ã — YM954; ðÿä 2 — îêðàñêà êëåòîê øòàììîâ ñ
äèçðóïöèåé ãåíà ÐÍÎ85, íå ðàñòóùèõ íà ñðåäå ñî ñïèðòîì: à —
85-1Ã-Ï4405 [rho0], á — 85-1-GRF18[rho0], â — 85-BWG1-7a [rho0]
pho85 :: LEU2, ã — 85-YM954 [rho0] pho85 :: URA3. Còðåëêàìè óêàçàíû

îêðàøåííûå ÿäðà.

Fig. 1. Disruption of PHO85 gene leads to the appearance of cells
lacking mitochondrial nucleoids [rho0].

Line 1 — DAPI staining of original strains: a — 1Ã-Ï4405, á — 1-GRF18,
â — BWG1-7a, ã — YM954; line 2 — DAPI staining of strains with disruption
of PHO85 gene and unable to grow on the ethanol medium: à — 85-1Ã-Ï4405
[rho0], á — 85-1-GRF18 [rho0], â — 85-BWG1-7a [rho0] pho85::LEU2, ã —

85-YM954 [rho0] pho85::URA3. Arrows — stained nuclei.



85-YM954 — 22.9 ± 0.3 %), è ýòà ðàçíèöà áûëà äîñòîâåð-
íîé (ðèñ. 2, â, 4). Îòñóòñòâèå íóêëåîèäîâ â ïî÷êàõ îñî-
áåííî õîðîøî çàìåòíî â àíîìàëüíûõ êëåòêàõ ñ íåîòäå-
ëèâøèìèñÿ ïî÷êàìè (ðèñ. 2, à, 2). Òàêèì îáðàçîì, ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû äåìîíñòðèðóþò, ÷òî ó øòàììîâ
pho85 :: URA3 íàðóøåíî ðàñïðåäåëåíèå ìèòîõîíäðèé, è
ýòî ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ ïî÷åê áåç ìèòÄÍÊ. Âåðîÿò-
íîé ïðè÷èíîé ïîäîáíûõ íàðóøåíèé ìîæåò ñëóæèòü èç-
ìåíåíèå öèòîñêåëåòà, î ÷åì êîñâåííî ñâèäåòåëüñòâóþò
èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè êëåòîê è óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà
àêòèíîâûõ «çàïëàò».

Â ë è ÿ í è å ä è ç ð ó ï ö è è ã å í à P H O 8 5 í à
ñ ï å ê ò ð ò å ð ì î ñ ò à á è ë ü í û õ á å ë ê î â. Ðàíåå áûëî
îáíàðóæåíî, ÷òî äëÿ íîðìàëüíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ ìèòî-
õîíäðèé ìåæäó äî÷åðíåé è ìàòåðèíñêîé êëåòêàìè íåîá-
õîäèì áåëîê Tpm1p (ìîë. ìàññà 23.5 êÄà). Ýòîò áåëîê ãî-
ìîëîãè÷åí òðîïîìèîçèíó âûñøèõ ýóêàðèîò è ëîêàëèçî-

âàí â êëåòêàõ äèêîãî òèïà âìåñòå ñ àêòèíîâûìè òÿæàìè.
Tpm1p âçàèìîäåéñòâóåò ñ F-àêòèíîì è ñòàáèëèçèðóåò
àêòèíîâûå òÿæè (Liu, Bretscher, 1989). Äèçðóïöèÿ ãåíà
TPM1 ïðèâîäèò ê èñ÷åçíîâåíèþ àêòèíîâûõ òÿæåé è íà-
êîïëåíèþ àêòèíîâûõ «çàïëàò». Îñíîâíóþ ôîðìó òðîïî-
ìèîçèíà êîäèðóåò TPM1 (Drees et al., 1995). Ïðè àíàëèçå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 9-é õðîìîñîìû äðîææåé áûë èäåíòè-
ôèöèðîâàí ãåí TPM2, êîòîðûé èìååò 64.5 % ãîìîëîãèè ñ
TPM1. Äåëåöèÿ TPM2 íåëåòàëüíà è íå èìååò âèäèìîãî ôå-
íîòèïà, íî ñî÷åòàíèå ýòîé ìóòàöèè ñ äåëåöèåé ãåíà TPM1
ëåòàëüíî. Ñâåðõýêñïðåññèÿ TPM2 íå êîìïåíñèðóåò äåëå-
öèþ TPM1, ò. å. ôóíêöèè ïðîäóêòîâ ýòèõ ãåíîâ íå ïåðå-
êðûâàþòñÿ. Â òî æå âðåìÿ øòàììû ãåíîòèïà Äpho85Ätpm1
íåæèçíåñïîñîáíû, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá ó÷àñòèè áåëêîâ
â îäíîì è òîì æå ïðîöåññå (Huang et al., 2002).

Òàê êàê Pho85p ÿâëÿåòñÿ ïîëèôóíêöèîíàëüíîé ïðî-
òåèíêèíàçîé, îíà ìîæåò ïðèíèìàòü ó÷àñòèå êàê â ôîñôî-
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Ðèñ. 2. Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê (ïîëÿðèçàöèîííûé êîíòðàñò), ñòðóêòóðà öèòîñêåëåòà (ðîäàìèí-ôàëëîèäèí) è ðàñïðåäåëåíèå ìèòîõîíä-
ðèàëüíûõ íóêëåîèäîâ (îêðàñêà DAPI) ó øòàììîâ YM954 [rho+] è 85-YM954 [rho+/rho0].

a — ðÿä 1: I — àíîìàëüíûå êëåòêè øòàììà 85-YM954, II — êëåòêè øòàììà YM954; ðÿä 2: I — ðàñïðåäåëåíèå àêòèíîâûõ «çàïëàò» ó øòàììà 85-YM954,
II — ó øòàììà YM954; ðÿä 3: I — ðàñïðåäåëåíèå ìèòîõîíäðèàëüíûõ íóêëåîèäîâ ó øòàììà 85-YM954, II — ó øòàììà YM954. á — ãèñòîãðàììà ðàçëè-
÷èÿ â êîëè÷åñòâå àêòèíîâûõ «çàïëàò» íà êëåòêó ó øòàììîâ YM 954 è 85-YM954. â — ãèñòîãðàììû ñðàâíåíèÿ øòàììîâ YM954 è 85-YM954: 1 — äîëÿ
êëåòîê ñ ìîðôîëîãè÷åñêèìè èçìåíåíèÿìè îò îáùåãî ÷èñëà èññëåäîâàííûõ êëåòîê; 2 — äîëÿ ïî÷êóþùèõñÿ êëåòîê; 3 — äîëÿ êëåòîê ñ íåîòäåëèâøèìè-

ñÿ ïî÷êàìè; 4 — äîëÿ ïî÷åê, íå ñîäåðæàùèõ ìèòîõîíäðèàëüíûõ íóêëåîèäîâ, êîòîðûå âïîñëåäñòâèè îáðàçóþò êëîíû [rho0].

Fig. 2. Cell morphology (Nomarski), cytoskeleton structure (rhodamine-phalloidin staining) and distribution of mitochondrial nucleoids
(DAPI staining) of strains YM954 [rho+] and 85-YM954 [rho+/rho0].

a — line 1: I — cells with abnormal morphology of 85-YM954 strain, II — normal cells of YM954 strain: line 2: I — distribution of actin patches in 85-YM954
strain, II — distribution of actin patches in YM954 strain; line 3: I — distribution of mitochondrial nucleoids in 85-YM954 strain, II — distribution of mitochond-
rial nucleoids in YM954 strain. á — histogram of distinction between actin patches number per cell in YM954 and 85-YM954 strains. \â — histogram of compari-
son between YM954 and 85-YM954 strans: 1 — share of cells with abnormal morphology in the total cell number in %; 2 — budding cell share in %; 3 — budding

cells with cell separation defects (long buds), in %; 4 — the share of buds lacking mitochondrial nucleoids, which form eventually [rho0] clones, in %.



ðèëèðîâàíèè áåëêîâ öèòîñêåëåòà, òàê è â ðåãóëÿöèè
òðàíñêðèïöèè ãåíîâ, êîäèðóþùèõ áåëêè öèòîñêåëåòà, â
÷àñòíîñòè TPM1. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû îöåíèâàëè âëè-
ÿíèå äèçðóïöèè ãåíà PHO85 íà óðîâåíü òåðìîñòàáèëü-
íûõ áåëêîâ, êîòîðûå ïîëó÷àëè ìåòîäîì, èñïîëüçóåìûì
äëÿ âûäåëåíèÿ òðîïîìèçèíîâ ó äðîææåé (Dress et al.,
1995).

Áåëêè, ïîëó÷åííûå èç øòàììîâ YM954 è 85-YM954
(pho85 :: URA3), ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ðàçäåëÿëè â ïîëè-
àêðèëàìèäíîì ãåëå ñ äîäåöèëñóëüôàòîì íàòðèÿ. Àíàëèç
ýëåêòðîôîðåãðàìì ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ 1.32a

ïðîäåìîíñòðèðîâàë êà÷åñòâåííûå èçìåíåíèÿ ñïåêòðà
ôðàêöèè òåðìîñòàáèëüíûõ áåëêîâ, âûäåëÿâøèõñÿ ñ òðî-
ïîìèîçèíàìè. Ó øòàììà 85-YM954 (PHO85 :: URA3) íà-
áëþäàåòñÿ ñóùåñòâåííîå óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ áåëêîâ
â îáëàñòè çíà÷åíèé ìîë. ìàññû îò 18.4 äî 35.0 êÄà
(ðèñ. 3). Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ìîë. ìàññà áåëêà Tpm1 ñî-
ñòàâëÿåò 23.5 êÄà, îäíàêî, äëÿ òîãî ÷òîáû ñäåëàòü âûâîä
îá óâåëè÷åíèè ñîäåðæàíèÿ Tpm1p, òðåáóåòñÿ ïðîâåäå-
íèå ýêñïåðèìåíòîâ ïî ãèáðèäèçàöèè ñ ìîíîêëîíàëüíû-
ìè àíòèòåëàìè ê ýòîìó áåëêó.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
îòñóòñòâèå êèíàçû Pho85p ñîïðîâîæäàåòñÿ èçìåíåíèåì
ñïåêòðà òåðìîñòàáèëüíûõ áåëêîâ, â ñîñòàâ êîòîðûõ âõî-
äÿò è òðîïîìèîçèíû — áåëêè öèòîñêåëåòà. Èçìåíåíèå
óðîâíÿ ëþáîãî áåëêà öèòîñêåëåòà ìîæåò ïðèâîäèòü ê íà-
ðóøåíèþ åãî ñòðóêòóðû (Bretscher, 2003), ÷òî, âîçìîæíî,
ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç ïðè÷èí íåïðàâèëüíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ
ìèòîõîíäðèé.

Íåëüçÿ èñêëþ÷èòü, ÷òî íàðóøåíèå ðàñïðåäåëåíèÿ ìè-
òîõîíäðèé ìîæåò áûòü âûçâàíî è îòñóòñòâèåì ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ áåëêîâ, ôîðìèðóþùèõ öèòîñêåëåò. Îäíèì èç òà-
êèõ áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ Rvs167p, êîòîðûé ôîñôîðèëèðóåòñÿ
êîìïëåêñîì Pc11p—Pho85p (Lee et al., 1998; Colwill et al.,
1999). Áåëîê Rvs167p ôóíêöèîíèðóåò ñîâìåñòíî ñ áåëêîì
Rvs161, èõ ðîëü ïëîõî èçó÷åíà, îäíàêî èçâåñòíî, ÷òî ýòè
áåëêè âçàèìîäåéñòâóþò ñ àêòèíîì (Navarro et al., 1997).
Ìóòàíòû rvs161 è rvs167 ÷óâñòâèòåëüíû ê ãîëîäàíèþ (Cro-
uzet et al., 1991), íå ðàñòóò íà íåôåðìåíòèðóåìûõ èñòî÷íè-
êàõ óãëåðîäà, èìåþò àíîìàëüíûé ëèïèäíûé ñîñòàâ (Desfar-
ges et al., 1993) è äåôåêòû ýíäîöèòîçà (Munn et al., 1995).
Íåäàâíî îáíàðóæåíî, ÷òî áåëêè Rvs167p è Rvs161p ìîãóò
áûòü âîâëå÷åíû â îáðàçîâàíèå àêòîìèîçèíîâîãî êîìïëåêñà
è åãî ñòàáèëèçàöèþ (Breton, Aigle, 1998).

Òàêèì îáðàçîì, ïðîòåèíêèíàçà Pho85p èãðàåò âàæ-
íóþ ðîëü â ðàñïðåäåëåíèè ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ ìåæ-
äó ìàòåðèíñêîé êëåòêîé è ïî÷êîé, âîçìîæíî çà ñ÷åò âëè-
ÿíèÿ íà ñòðóêòóðó öèòîñêåëåòà äðîææåé.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü ñîòðóäíèêàì öåíò-
ðà êîëëåêòèâíîãî ïîëüçîâàíèÿ «Õðîìàñ» ÁèÍÈÈ ÑÏáÃÓ
çà òåõíè÷åñêóþ ïîääåðæêó ïðè ïðîâåäåíèè èññëåäîâà-
íèé è Ð. Ï. Êîñòþ÷åíêî çà öåííûå ìåòîäè÷åñêèå ñîâåòû.
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå äèçðóïöèè ãåíà ÐÍÎ85 íà ñïåêòð òåðìîñòà-
áèëüíûõ áåëêîâ.

à — áåëêè øòàììà YM954; á — ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíîé ìàññû (êÄà): ïèêè
ñëåâà íàïðàâî — 116, 66.2, 45, 35, 25, 18.4 è 14.4; â — áåëêè øòàììà
85-YM954; ã — íàëîæåíèå ñïåêòðîâ áåëêîâ øòàììîâ 85-YM954 è

YM954.

Fig. 3. The influence of PHO85 gene disruption on thermostable
protein spectra:

a — proteins of strain YM954; á — molecular weight markers (kDa): peaks
from the left to the right — 116, 66.2, 45, 35, 25, 18.4, 14.4; â — proteins of
strain 85-YM954; ã — superposition of thermostable protein fraction of

85-YM954 and YM954 strains.
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THE LACK OF CYCLIN-DEPENDENT PHOSPHOPROTEIN KINASE Pho85p LEADS TO DEFECTS

IN MITOCHONDRIAL NUCLEOID TRANSMISSION IN YEAST SACCHAROMYCES CEREVISIAE

E. V. Sambuk,1 A. Yu. Fisikova, K. V. Zakharova, A. M. Smirnov, M. V. Padkina

Biological Research Institute, St. Petersburg State University; 1 e-mail: sambuk@mail.ru

Cyclin-dependent phosphoprotein kinases (CDK) play essential role in the regulation of the progression thro-
ugh different phases of the cell cycle, being also involved in metabolic regulation and in actin cytoskeleton organi-
zation. The Saccharomyces cerevisiae CDK Pho85p is associated with 10 different cyclins and phosphorylates
different substrates, among these transcription factors Pho4p and Gcn4p, and a protein involved in actin polymeri-
zation being a homologue of amphiphysin 1 of mammalian Rvs167p. It is known that mutations in the PHO85 ge-
ne have a multiple pleotropic effects, one of these effects being a rapid accumulation of mitochondrial [rho–] mu-
tations observed on the background of gene PHO85 inactivation. In this study it was shown that the appearance of
[rho–] clones is a result of some defects in mitochondrial nucleoid transmission from mother to bud cells.
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