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Ïðåäïðèíÿòà ïîïûòêà êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè ñîäåðæàíèÿ àìèëîèäà ïðè ïîìîùè îáðàáîòêè ãðóáûõ
ëèçàòîâ äðîææåâûõ êëåòîê òèîôëàâèíîì T — àãåíòîì, ñïåöèôè÷åñêè îêðàøèâàþùèì àìèëîèäíûå ôèá-
ðèëëû. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî îáðàáîòêà õëîðèäîì ãóàíèäèíà (GuHCl) è ñâåðõïðîäóêöèÿ øàïåðîíà Hsp104p,
ïðèâîäÿùèå ê ýëèìèíàöèè ôàêòîðà [PSI+], ñîïðîâîæäàþòñÿ ñòàáèëüíûì ñíèæåíèåì ñîäåðæàíèÿ àìèëî-
èäà, î ÷åì ãîâîðèò ïîíèæåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (IF) òèîôëàâèíà T. Â òî æå âðåìÿ ñâåðõ-
ýêñïðåññèÿ ãåíà SUP35, êîäèðóþùåãî áåëîê, ïðèîíèçèðóåìàÿ ôîðìà êîòîðîãî ñëóæèò ôàêòîðîì [PSI+],
ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ [PSI+]-êëîíîâ ñ ïîâûøåííîé IF òèîôëàâèíà T. Ïåðåäà÷à [PSI+]-ôàêòîðà öèòî-
äóêöèåé â ñêðåùèâàíèÿõ, â êîòîðûõ ðåöèïèåíò ïðîÿâëÿåò íèçêóþ IF, ñîïðîâîæäàåòñÿ òàêæå óñòîé÷è-
âûì ïîâûøåíèåì IF ó öèòîäóêòàíòîâ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá óâåëè÷åíèè ñîäåðæàíèÿ àìèëîèäà. Òà-
êèì îáðàçîì, â ìîäåëüíûõ îïûòàõ, â êîòîðûõ òåìè èëè èíûìè âîçäåéñòâèÿìè ìîäèôèöèðóåòñÿ êîëè-
÷åñòâî îäíîãî èç äðîææåâûõ ïðèîíîâûõ àìèëîèäîâ, ôàêòîðà [PSI+], èçìåíåíèå IF òèîôëàâèíà T
ñîîòâåòñòâóåò îæèäàåìîìó ñäâèãó ñîäåðæàíèÿ àìèëîèäà, ïðè÷åì ñäâèã IF âåäåò ñåáÿ êàê öèòîïëàçìàòè-
÷åñêèé íàñëåäñòâåííûé äåòåðìèíàíò. Äåëàåòñÿ âûâîä, ÷òî IF òèîôëàâèíà T ïîçâîëÿåò äàòü êîëè÷åñòâåí-
íóþ îöåíêó ñîäåðæàíèÿ àìèëîèäà â êëåòêå, à ìèòîòè÷åñêè ñòàáèëüíûé ñäâèã IF ïðè âîçäåéñòâèè ðÿäà
àãåíòîâ, âëèÿþùèõ íà ïðèîíîâûé ñîñòàâ, ïîçâîëÿåò äàòü êîëè÷åñòâåííóþ îöåíêó âêëàäà ïðèîíîâ â àìè-
ëîèäíûé ïóë. Ýòî äàåò îñíîâàíèå ïîëàãàòü, ÷òî ïîäîáíàÿ îöåíêà ñäâèãîâ IF òèîôëàâèíà T ïðè âîçäåéñò-
âèè àãåíòîâ, âëèÿþùèõ íà ïðèîíîâûé ñîñòàâ, ìîæåò îêàçàòüñÿ ïîëåçíîé äëÿ îáíàðóæåíèÿ ðàíåå íåèç-
âåñòíûõ ïðèîíîâ â øòàììàõ äðîææåé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïðèîíû, àìèëîèä, öèòîäóêöèÿ, Saccharomyces cerevisiae.

Ïðèîíû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé èíôåêöèîííûå àãåíòû
áåëêîâîé ïðèðîäû, ñïîñîáíûå èçìåíÿòü íîðìàëüíûå áåë-
êè ïî ñâîåìó ïîäîáèþ (Heppner, Aguzzi, 2002). Ê áåëêàì,
ñïîñîáíûì ñóùåñòâîâàòü â ïðèîíîâîé ôîðìå, ó äðîææåé
îòíîñÿòñÿ: ôàêòîð òåðìèíàöè Sup35p (÷ëåí ñåìåéñòâà ýóêà-
ðèîòè÷åñêèõ ôàêòîðîâ òåðìèíàöèè òðàíñëÿöèè eRF3), áå-
ëîê ñ íåèçâåñòíîé ôóíêöèåé Rnq1p è ðåãóëÿòîð òðàíñ-
êðèïöèè, çàâèñÿùåé îò êàòàáîëèòíîé ðåïðåññèè àçîòñî-
äåðæàùèõ ñîåäèíåíèé Ure2p. Äîêàçàíî, ÷òî ïðèîíèçàöèÿ
ýòèõ áåëêîâ ïðèâîäèò ê ðàçíûì ïîñëåäñòâèÿì: ê íîí-
ñåíñ-ñóïðåññèè [PSI+], óâåëè÷åíèþ ÷àñòîòû ïîÿâëåíèÿ
áåëêîâ â ôîðìå [PSI+] — [PIN +] — è ñïîñîáíîñòè èìïîð-
òèðîâàòü èç ñðåäû óðåèäîñóêöèíàò — [URE3] (Chernoff,
2004; Ross et al., 2005). Ïî êðàéíåé ìåðå îäèí èç ïåðå-
÷èñëåííûõ ïðèîíîâ — [PSI+] — ìîæåò ñîîáùàòü êëåòêàì
ïðåèìóùåñòâà, êîòîðûå, êàê ïðåäïîëàãàþò íåêîòîðûå àâ-
òîðû (True, Lindquist, 2000; True et al., 2004), ìîãóò èãðàòü
ñóùåñòâåííóþ ðîëü â ýâîëþöèè.

Âåðîÿòíîñòü òîãî, ÷òî êðîìå èçâåñòíûõ ïðèîíîâ â
äðîææàõ ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ ìîãóò ãåíåðèðîâàòü-
ñÿ è äðóãèå àìèëîèäû, êàæåòñÿ äîñòàòî÷íî âûñîêîé. Õîòÿ
ïîäñ÷åòû, ïî êîòîðûì èõ ìîæåò áûòü áîëåå 100 (Miche-
litsch, Weissman, 2000), è ÿâëÿþòñÿ ñïîðíûìè, ðÿä àâòî-
ðîâ îáîñíîâàííî ïðåäïîëàãàþò, ÷òî â äðîææåâûõ êëåòêàõ

ñëåäóåò èñêàòü íîâûå áåëêè, ñïîñîáíûå ê ïðèîíèçàöèè
(ñì.: Ross et al., 2004).

Òèîôëàâèí T — ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü, êîòî-
ðûé íå âçàèìîäåéñòâóåò ñ áåëêàìè â èõ íàòèâíîé ôîðìå.
Îí íå ñâÿçûâàåòñÿ òàêæå ñ ÷àñòè÷íî äåíàòóðèðîâàííû-
ìè áåëêàìè è ñ àìîðôíûìè àãðåãàòàìè áåëêîâ, íî ÿâëÿåò-
ñÿ ñïåöèôè÷åñêèì àãåíòîì, âçàèìîäåéñòâóþùèì ñ áåë-
êàìè, íàõîäÿùèìèñÿ â ñîñòîÿíèè àìèëîèäíûõ ôèáðèëë.
Ýòî ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü òèîôëàâèí T äëÿ äèàãíîñòè-
êè àìèëîèäíîñòè è ìîíèòîðèíãà êèíåòèêè îáðàçîâàíèÿ
îïðåäåëåííûõ àìèëîèäîâ (Chernoff et al., 2002). Ïîêà-
çàíî, ÷òî â äðîææåâûõ êëåòêàõ òèîôëàâèí îêðàøèâàåò
ïðèîíîâûå àãðåãàòû in vivo (Kimura et al., 2003).

Ðàíåå ìû (Voropai et al., 2003) âûÿâèëè ñòåðè÷åñêèå
îãðàíè÷åíèÿ, îïðåäåëÿþùèå âûñîêèé êâàíòîâûé âûõîä
ôëóîðåñöåíöèè òèîôëàâèíà T, âñòðàèâàþùåãîñÿ â ôèá-
ðèëëû. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå äåëàåòñÿ ïîïûòêà îõàðàêòåðè-
çîâàòü êîëè÷åñòâåííîå ñîäåðæàíèå àìèëîèäîâ â êëåòêå íà
îñíîâå ñâÿçûâàíèÿ êëåòî÷íûõ ãðóáûõ ëèçàòîâ ñ òèîôëà-
âèíîì T è ñîïîñòàâèòü ïîëó÷åííûå êîëè÷åñòâåííûå îöåí-
êè ñ ãåíåòè÷åñêèìè äàííûìè î íàëè÷èè èëè îòñóòñòâèè
â êëåòêàõ õîðîøî èçâåñòíîãî ïðèîíà — [PSI+]-ôàêòîðà.
Ñîîòâåòñòâèå ìåæäó ãåíåòè÷åñêèìè è öèòîëîãè÷åñêèìè
äàííûìè ÿâëÿåòñÿ äîñòàòî÷íî âïå÷àòëÿþùèì. Ïðîäåëàí-
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íàÿ ðàáîòà ïîçâîëÿåò ïðåäëàãàòü îêðàñêó òèîôëàâèíîì T
â ñî÷åòàíèè ñ âîçäåéñòâèåì àãåíòàìè, âëèÿþùèìè íà
ïðèîíîâûé ñîñòàâ, êàê ïîäõîä äëÿ ïîèñêà íîâûõ ïðèîíîâ.
Ñ ó÷åòîì ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ (True, Lindquist, 2000;
True et al., 2004) ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî âûÿâëåíèå íîâûõ
ïðèîíîâ áóäåò ñïîñîáñòâîâàòü ëó÷øåìó ïîíèìàíèþ ýâî-
ëþöèîííûõ è ðåãóëÿòîðíûõ ìåõàíèçìîâ ó ýóêàðèîòè÷å-
ñêèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èñïîëüçîâàííûå øòàììû ïðèâåäåíû â òàáëèöå. Øòàìì
AH/B áûë ïîëó÷åí îò ä-ðà À. Ñ. Áîðõñåíèóñà (ÑÏáÃÓ).
Øòàììû ñî ñëàáîé ñóïðåññèåé OT55 [PSI weak

+ PIN +] è ñ
ñèëüíîé ñóïðåññèåé OT56 [PSI strong

+ PIN +], êîòîðûå ÿâëÿ-
þòñÿ èçîãåííûìè ïðîèçâîäíûìè ëèíèé 74-D694 (Cher-
noff et al., 1995) è 74D/c [psi–pin–], áûëè ïðåäîñòàâëå-
íû ä-ðàìè Ë. Í. Ìèðîíîâîé è Ã. À. Æóðàâëåâîé (ÑÏáÃÓ).
Èñïîëüçîâàííûå â äàííîé ðàáîòå èçîëÿòû ýòèõ øòàììîâ,
îáîçíà÷åííûå êàê OT56/h1, OT56/7, OT55/a è 74D/a, áûëè
ïîëó÷åíû íàìè.

Ïëàçìèäû, èñïîëüçîâàííûå â äàííîé ðàáîòå, äëÿ êðàò-
êîñòè ïðîíóìåðîâàííûå ¹ 3 — pRS316-GAL-SUP35(URA3),
¹ 2 — pYS-GAL-104(URA3), ñîäåðæàùàÿ ãåí HSP104
ïîä êîíòðîëåì èíäóöèáåëüíîãî ïðîìîòîðà GAL1,10
(Chernoff et al., 1999), è ¹ 1 — êîíòðîëüíàÿ ïëàçìèäà
pRS316-GAL(URA3) — áûëè îïèñàíû Äåðêà÷ è ñîàâ-
òîðàìè (Derkatch et al., 1997) è ñ ðàçðåøåíèÿ àâòîðîâ
ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû íàì ä-ðîì Ã. À. Æóðàâëåâîé
(ÑÏáÃÓ).

[PSI+]- è [psi–]-òðàíñôîðìàíòû îò [PSI+]- è [psi–]-èçî-
ëÿòîâ øòàììà 74-D694 ñ ïëàçìèäîé 3 áûëè íàçâàíû ñîîò-
âåòñòâåííî 74-D(+)3 [PSI+], 74-D(+)3 [psi–], 74-D(–)3 [PSI+]
è 74-D(–)3 [psi–], ãäå ïëþñ èëè ìèíóñ îçíà÷àåò ñîîòâåòñò-
âåííî íàëè÷èå èëè îòñóòñòâèå [PSI+]-ôàêòîðà ó èñõîä-
íîãî øòàììà, ïîäâåðãíóâøåãîñÿ òðàíñôîðìàöèè. Àíà-
ëîãè÷íóþ ñèñòåìó ñîêðàùåíèé èñïîëüçîâàëè äëÿ ñëó-
÷àåâ, êîãäà øòàìì òðàíñôîðìèðîâàëñÿ ïëàçìèäàìè 1
è 2.

Öèòîäóêòàíòû, ïîëó÷åííûå îò ñêðåùèâàíèÿ äâóõ ðî-
äèòåëåé p1[PSI+] è p2[psi–], îáîçíà÷àþòñÿ êàê C[p1(+)]p2
[PSI+]. Òàê, C1[74-D(+)]B [PSI+] îáîçíà÷àåò [PSI+]-öèòî-

äóêòàíò ¹ 1, ïîëó÷èâøèé îò ãåòåðîêàðèîòè÷åñêîé çèãî-
òû ÿäðî øòàììà AH/B è äîïîëíèòåëüíóþ öèòîïëàçìó ñ
[PSI+]-ôàêòîðîì îò øòàììà 74-D694.

Êóëüòóðàëüíûå ñðåäû è îñíîâíûå ìåòîäû ãåíåòè÷å-
ñêîãî àíàëèçà äðîææåâûõ êëåòîê, âêëþ÷àÿ ìèêðîìàíè-
ïóëèðîâàíèå, îïèñàíû ðàíåå (Sherman et al., 1986). Ïðèî-
íû ýëèìèíèðîâàëè ãóàíèäèíõëîðèäîì (GuHCl) (Chernoff
et al., 2002). Öèòîäóêöèþ ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ðà-
áîòîé Çàõàðîâà è ßðîâîãî (Zakharov, Yarovoy, 1977) ñ íå-
êîòîðûìè èçìåíåíèÿìè: çèãîòû, à çàòåì èõ ïåðâûå ïî÷êè
èçîëèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîìàíèïóëÿòîðà, âûðàùè-
âàëè íà ïîëíîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå è òåñòèðîâàëè íà ñîîò-
âåòñòâóþùèõ ñåëåêòèâíûõ ñðåäàõ (Nevzglyadova et al.,
2002, 2004, 2005).

Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè íà åäèíèöó áåëêà (IF)
â ãðóáûõ ëèçàòàõ, îêðàøåííûõ òèîôëàâèíîì T, îïðåäå-
ëÿëè ñëåäóþùèì îáðàçîì. Äðîææåâûå êëåòêè âûðàùè-
âàëè äî ñòàöèîíàðíîé ôàçû â òå÷åíèå 120 ÷ íà ÷àøêàõ
ñ ïîëíîé ñðåäîé (YEPD) — ýòî äàåò âîçìîæíîñòü âèçó-
àëüíî îöåíèòü íàëè÷èå [PSI+]-ôàêòîðà ïî ñóïðåññèè íîí-
ñåíñ-ìóòàöèè â ade1. Êëåòêè ñóñïåíäèðîâàëè â H2O, îïòè-
÷åñêóþ ïëîòíîñòü (OD600) âûðàâíèâàëè äî 20. Ê äâàæäû
îòìûòûì âîäîé êëåòêàì, ðåñóñïåíäèðîâàííûì â 0.4 ìë
25 ìÌ Tris-HCl (pH 7.5), äîáàâëÿëè ðàâíûé îáúåì ñòåê-
ëÿííûõ áóñ è ðàçðóøàëè äðîææè íà âñòðÿõèâàòåëå 3 ðàçà
ïî 5 ìèí, îõëàæäàÿ êëåòêè â òå÷åíèå 5 ìèí ïåðåä êàæ-
äûì öèêëîì. Îñòàòêè êëåòîê è áóñû óäàëÿëè öåíòðèôó-
ãèðîâàíèåì ïðè 4000 îá/ìèí â òå÷åíèå 4 ìèí íà ìèê-
ðîöåíòðèôóãå Eppendorf 5415C. Ïîñëå ýòîãî 200 ìêë ñó-
ïåðíàòàíòà ðàçáàâëÿëè â 10 ðàç 25 ìÌ Tris-HCl (pH 7.5) è
âûäåðæèâàëè íà ëüäó. Ïðè ýòîì èçìåðÿëè OD440, êîòîðàÿ
êîëåáàëàñü îò 0.15 äî 0.30. Àëèêâîòû ïî 500 ìêë áðàëè
äëÿ îïðåäåëåíèÿ áåëêà è îêðàøèâàíèÿ òèîôëàâèíîì T.
Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå äîáàâëÿëè 15 ìêë 10–3 Ì ðàñòâîðà
òèîôëàâèíà T (Sigma, ÑØÀ). Ïðèãîòîâëåííûå òàêèì îá-
ðàçîì ïðîáû èíêóáèðîâàëè ñíà÷àëà â òå÷åíèå 1.5 ÷ ïðè
30 °Ñ, ïîòîì 1 ÷ â õîëîäèëüíèêå ïðè 6—8 °Ñ, à çàòåì èç-
ìåðÿëè IF ïðè äëèíàõ âîëí âîçáóæäåíèÿ è ýìèññèè 435
è 486 íì ñîîòâåòñòâåííî. Ñóììàðíûé êëåòî÷íûé áåëîê
îïðåäåëÿëè ìîäèôèöèðîâàííûì ìåòîäîì Ëîóðè (Ñåâå-
ðèí, Ñîëîâüåâ, 1989). IF â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ âû-
÷èñëÿëè êàê ÷àñòíîå îò äåëåíèÿ ïîêàçàòåëÿ èíòåíñèâ-
íîñòè ôëóîðåñöåíöèè íà ïîêàçàòåëü ñóììàðíîãî áåëêà
â ïðîáå.

Òàê êàê îöåíêè IF äëÿ øòàììîâ âàðüèðóþò îò îïûòà
ê îïûòó, ïîëó÷åííûå èçìåíåíèÿ ñîîòíîñèëè ñ êîíòðîëü-
íûì çíà÷åíèåì, ïîëó÷åííûì â òîì æå îïûòå. Îòíîñè-
òåëüíóþ ðàçíèöó ìåæäó îïûòíûì è êîíòðîëüíûì âàðèàí-
òàìè, íàçâàííóþ DIF, ìû âû÷èñëÿëè ïî ôîðìóëå DIF =
= (IFs – IFf)/IFf, ãäå IFf — ïîêàçàòåëü ïåðâîãî (first), êàê
ïðàâèëî èñõîäíîãî, êëîíà, à IFs — ïîêàçàòåëü âòîðîãî
êëîíà, êàê ïðàâèëî ïîñëå îáðàáîòêè. Â íåêîòîðûõ îñîáî
îãîâîðåííûõ ñëó÷àÿõ DIF âû÷èñëÿëè êàê (IFf – IFs)/IFs.
Äëÿ îöåíêè äîñòîâåðíîñòè ïîëó÷àåìûõ èç îïûòà â îïûò
ðàçëè÷èé âû÷èñëÿëè ñðåäíåå çíà÷åíèå DIF è åãî 95%-íûé
äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë (Çàêñ, 1976).

Äëÿ îêðàøèâàíèÿ òèîôëàâèíîì T íåðàçðóøåííûõ
êëåòîê èõ ñíà÷àëà ôèêñèðîâàëè 70%-íûì ýòàíîëîì â
òå÷åíèå 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è äâàæäû
îòìûâàëè âîäîé. Ê êëåòêàì, ðåñóñïåíäèðîâàííûì â
0.5 ìë 25 ìÌ Tris-HCl (pH 7.5), äîáàâëÿëè 20 ìêë 10–3 Ì
òèîôëàâèíà T íà 1 ÷ ïðè 30 °Ñ. Çàòåì êëåòêè, îòìû-
òûå äâàæäû âîäîé, èçó÷àëè ïîä ôëóîðåñöåíòíûì ìèê-
ðîñêîïîì Axiophot, èñïîëüçóÿ ñîîòâåòñòâóþùèå ôèëüò-
ðû.

Ñðàâíèòåëüíàÿ îöåíêà ñîäåðæàíèÿ àìèëîèäà è ïðèîíîâ â êëåòêàõ äðîææåé 41

Øòàììû Saccharomyces cerevisiae,
èñïîëüçîâàííûå â ðàáîòå

Øòàìì Ãåíîòèï

K5-5A MAT a his4 ade2 kar1-1 [psi–]

168t MAT a his5 [PSI +]

YPH499 MAT a ura3 leu2 his3 trp1 lys2 ade2 [PSI +]

AH/B MAT a ade1-14 ura3 his3 lys9 kar1 [psi–]

74-D694 MAT a ade1-14 ura3 his3 trp1 leu2 [PSIweak
+ PIN +]

Ï ð î è ç â î ä í û å 74-D694

74-D/a MAT a ade1-14 ura3 his3 trp1 leu2 [psi– PIN +]

74-D/c Òî æå [psi– pin–]

OT56/h1 » » [PSIstrong
+ PIN +]

OT56/7 » » [PSIstrong
+ PIN +]

OT55 » » [PSIweak
+ PIN +]

OT55/a » » [psi– PIN +]



Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Àäåêâàòíîñòü ñðàâíèòåëüíîé îöåíêè êîëè÷åñòâà ïðè-
îíèçèðîâàííûõ áåëêîâûõ ìîëåêóë ìåòîäîì òèîôëàâèíî-
âîãî îêðàøèâàíèÿ èõ ãðóáûõ ëèçàòîâ ñëåäóåò èç ÷åòûðåõ
òèïîâ ýêñïåðèìåíòîâ: 1) ïî ýëèìèíàöèè íåêîòîðûõ ïðèî-
íîâ îáðàáîòêîé êëåòîê GuHCl; 2) ïî ýëèìèíàöèè ïðèîíîâ
â ðåçóëüòàòå ââåäåíèÿ â íèõ èíäóöèáåëüíîé ïëàçìèäû
ñ ãåíîì øàïåðîíà HSP104; 3) ïî óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà
[PSI+]-ôàêòîðà ïðè ñâåðõïðîäóêöèè âíåñåííîãî íà ïëàç-
ìèäå ãåíà SUP35; 4) ïî ïåðåäà÷å [PSI+]-ôàêòîðà öèòî-
äóêöèåé. Áîëüøèíñòâî øòàììîâ, èñïîëüçîâàííûõ íàìè,
áûëè ìàðêèðîâàíû õîðîøî èçó÷åííûì ïðèîíîì [PSI+].
Ïðèñóòñòâèå [PSI+]-ôàêòîðà âûÿâëÿëîñü ïî ñóïðåññèè
íîíñåíñ-ìóòàöèè adel-14, êîòîðàÿ ïðèâîäèò ê óìåíüøå-
íèþ íàêîïëåíèÿ êðàñíîãî ïèãìåíòà (íàêàïëèâàþùåãîñÿ
ïðè áëîêå íåêîòîðûõ ñòàäèé áèîñèíòåçà àäåíèíà) è ê ñïî-
ñîáíîñòè ðàñòè íà ñèíòåòè÷åñêîé ñðåäå áåç àäåíèíà. Òà-
êîé âèçóàëüíûé ýêñïðåññ-òåñò íà ïðèñóòñòâèå [PSI+] â
êëîíàõ çíà÷èòåëüíî îáëåã÷àåò âîçìîæíîñòü îòñëåæèâàòü
èçìåíåíèÿ â êîëè÷åñòâå ýòîãî ïðèîíà è äåëàåò åãî óäîá-
íîé ìèøåíüþ äëÿ àïðîáàöèè íàøåãî ïîäõîäà.

Ä å é ñ ò â è å G u H C l. Â ýêñïåðèìåíòàõ ïåðâîãî òèïà
[PSI+]-êëîíû îáðàáàòûâàëè GuHCl è ïîëó÷åííûå êëîíû
[psi–] îäíîâðåìåííî ñ èñõîäíûì [PSI+] îöåíèâàëè ïî ïî-
êàçàòåëþ IF. Íà îñíîâå IF âû÷èñëÿëè DIF äëÿ âñåõ ïàð
PSI+/psi–. À priori ìû ïîëàãàëè, ÷òî ó èñõîäíûõ [PSI+]-êëî-
íîâ IF äîëæíà áûòü áîëüøå, ÷åì ó [psi–]-êëîíîâ. Ïðè ýòîì
ìû ó÷èòûâàëè, ÷òî GuHCl ïîìèìî ýëèìèíàöèè ïðèîíîâ,
òàêèõ êàê [PSI+] è [PIN +], ìîæåò åùå êàêèì-òî îáðàçîì
âîçäåéñòâîâàòü íà êëåòêè íà ãåíåòè÷åñêîì, ôèçèîëîãè÷å-
ñêîì èëè ñòðóêòóðíîì óðîâíÿõ. Îäíàêî êðóã âûçûâàåìûõ
GuHCl ýôôåêòîâ ñóæåí äî ãåíåòè÷åñêèõ, òàê êàê òîëüêî
òàêèå ýôôåêòû ïåðåäàþòñÿ îòäàëåííûì ïîòîìêàì îáðàáî-
òàííûõ êëåòîê, ñ êîòîðûìè ìû èìååì äåëî â íàøèõ ýêñïå-
ðèìåíòàõ. Èçâåñòíî, ÷òî íà ãåíåòè÷åñêîì óðîâíå GuHCl
âëèÿåò íå òîëüêî íà ïðîöåññ ïðèîíèçàöèè, íî ìîæåò âû-
çûâàòü ìèòîõîíäðèàëüíûå ìóòàöèè rho–, ïðèâîäÿùèå ê
äûõàòåëüíîé íåêîìïåòåíòíîñòè. Äëÿ ÷èñòîòû ýêñïåðè-
ìåíòà ïîñëå âîçäåéñòâèÿ GuHCl ìû îòáèðàåì òîëüêî êëî-
íû ñ íåïîâðåæäåííîé ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ [rho+psi–].

Ìû èçó÷àëè êëîíû OT56 (OT56/h1 è OT56/7), ïðîÿâ-
ëÿþùèå ñóïðåññèþ ñèëüíîãî òèïà (strong), è êëîíû øòàì-

ìîâ OT55 è 74-D694 ñ ñóïðåññèåé ñëàáîãî òèïà (weak).
Ôåíîòèïè÷åñêè ðàçíûå ñòåïåíè ñóïðåññèè âûðàæàþòñÿ â
ðàçíîé èíòåíñèâíîñòè ðîñòà êëåòîê íà ñðåäå áåç àäåíèíà.

Ðåçóëüòàòû ñðàâíåíèÿ èñõîäíûõ è îáðàáîòàííûõ êëî-
íîâ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1, à. Ñòîëáèêè íà ðèñóíêå ñî-
îòâåòñòâóþò ðàçíèöå ìåæäó çíà÷åíèÿìè IFs îáðàáîòàí-
íûõ [psi–]-êëåòîê (îïûòíûõ) è IFf èñõîäíûõ [PSI+]-êëåòîê
(êîíòðîëüíûõ). Òàê êàê IF ó îáðàáîòàííûõ êëåòîê ìåíü-
øå, ÷åì ó èñõîäíûõ, DIF, âû÷èñëÿåìàÿ êàê IFs – IFf, âî
âñåõ ñëó÷àÿõ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îòðèöàòåëüíóþ âåëè÷è-
íó. Ïîñêîëüêó óêàçàííûå äîâåðèòåëüíûå èíòåðâàëû íèã-
äå íå âûõîäÿò çà íóëåâóþ îòìåòêó, ñ âåðîÿòíîñòüþ 95 %
ìîæíî ñ÷èòàòü, ÷òî îáðàáîòàííûå [PSI+]-êëåòêè êàê
strong- òàê è weak-òèïà (êàê ñ ñèëüíîé, òàê è ñî ñëàáîé ñó-
ïðåññèåé) îäíîâðåìåííî ñ ïåðåõîäîì â ñîñòîÿíèå [psi–]
ïîíèæàþò âåëè÷èíó IF.

Â ñëó÷àå îáðàáîòêè GuHCl [psi–]-øòàììîâ â îòëè÷èå
îò øòàììîâ [PSI+] ïîêàçàòåëü IF ìîæåò êàê ïîíèæàòüñÿ,
òàê è âîçðàñòàòü ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûì óðîâíåì. Ðàç-
íûå êëîíû îäíîãî è òîãî æå øòàììà ïðè ýòîì ìîãóò âåñ-
òè ñåáÿ ïî-ðàçíîìó, ÷òî ïðèáëèæàåò ê íóëþ ñóììàðíûå
äàííûå ïî âåëè÷èíå DIF. Íà ðèñ. 1, á ïðèâîäÿòñÿ äàí-
íûå íåñêîëüêèõ [psi–]-øòàììîâ íåçàâèñèìîãî ïðîèñõîæ-
äåíèÿ. 95%-íûå äîâåðèòåëüíûå èíòåðâàëû DIF îêàçûâà-
þòñÿ ëèáî íåçíà÷èòåëüíî âûøå íóëÿ, ëèáî ïåðåêðûâàþò
ýòó îòìåòêó.

Ñëó÷àè, êîãäà IF ïîñëå îáðàáîòêè GuHCl âîçðàñòàåò,
íåòðèâèàëüíû, õîòÿ èõ ðàçúÿñíåíèå â ðàìêàõ äàííîé ðà-
áîòû íå ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì. Âñå æå ïðåäëàãàåì
îäíî èç âîçìîæíûõ îáúÿñíåíèé, êàæóùååñÿ íàì íàèáî-
ëåå âåðîÿòíûì. Õîòÿ GuHCl «âûêóðèâàåò» ïðèîíû òèïà
[PSI+], [PIN +] è [URE3], åãî ýôôåêòèâíîñòü âàðüèðóåò êàê
ó ðàçíûõ øòàììîâ, òàê è ïðèìåíèòåëüíî ê ðàçíûì ïðèî-
íàì (Chernoff et al., 2002). Äåéñòâèå GuHCl íà äðîææå-
âûå êëåòêè îïîñðåäîâàíî øàïåðîíîì Hsp104p èëè äðó-
ãèõ àíàëîãè÷íûõ áåëêîâ (Ferreira et al., 2001; Kryndushkin
et al., 2003). Â òî æå âðåìÿ ïðèîí (Psc) â êëåòêàõ ìëåêî-
ïèòàþùèõ íå çàâèñèò îò àêòèâíîñòè Hsp104p èëè äðóãèõ
àíàëîãè÷íûõ áåëêîâ (Heppner, Aguzzi, 2002). Ýòî ïîçâî-
ëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ñðåäè åùå íåèçâåñòíûõ äðîæ-
æåâûõ ïðèîíîâ ìîãóò áûòü è òàêèå, êîòîðûå âûñîêîðå-
çèñòåíòíû ê GuHCl è íå ïîääàþòñÿ èçãíàíèþ ýòèì ñïî-
ñîáîì. Ýòà âîçìîæíîñòü ïîäòâåðæäàåòñÿ íàáëþäåíèåì,

42 Î. Â. Íåâçãëÿäîâà, È. Ì. Êóçíåöîâà è äð.

Ðèñ. 1. Äåéñòâèå õëîðèäà ãóàíèäèíà (GuHCl) íà øòàììû [PSI+] (a) è [psi–] (á) è ñðàâíåíèå íåêîòîðûõ èçîãåííûõ øòàììîâ, ðàçëè-
÷àþùèõñÿ ïî ñîñòàâó ïðèîíîâ (â).

à: 1 — 74-D[PSI weak
+ ]::Gu — ñðàâíåíèå êëîíîâ øòàììà 74-D694 ñ åãî [psi–]-èçîëÿòàìè, ïîëó÷åííûìè ïîñëå îáðàáîòêè GuHCl; 2 —

OT55[PSI weak
+ ]::Gu; 3 — OT56/h1PSI strong

+ ::Gu; 4 — OT56/7[PSI strong
+ ]::Gu. á: 1 — YPH499::Gu; 2 — K5-5::Gu; 3 — 168t::Gu; 4 — AH/B::Gu;

5 — OT55/a::Gu; ([psi–]-êëîí OT55a ïîëó÷åí îò [PSI+]-øòàììà OT55, òðàíñôîðìèðîâàííîãî ïëàçìèäîé, íåñóùåé ãåí HSP104, ñ ïîñëåäóþùåé åå ýëè-
ìèíàöèåé. â: 1 — 74-D/a [PIN+]::74-D/c[pin–]; 2 — OT56PSI weak

+ ::OT55[PSI weak
+ ]. Çäåñü è äàëåå ïðèâîäÿòñÿ âåëè÷èíû DIF äëÿ ñðàâíåíèÿ ðàçíûõ ïàð

øòàììîâ. Ïàðû îáîçíà÷åíû êàê «øòàìì 1(f)::øòàìì 2(s)». Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ âìåñòî øòàììà 2 ìîæåò ñòîÿòü îáîçíà÷åíèå «Gu». Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî
øòàìì 1 ñðàâíèâàåòñÿ ñ åãî ñîáñòâåííûìè êëîíàìè, ïîëó÷åííûìè ïîñëå îáðàáîòêè GuHCl. Âû÷èñëåííîå DIF îïèñûâàåòñÿ â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìå-
òîäèêà». Íà ðèñ. 1, â DIF âû÷èñëÿëè êàê (IFf—IFs)/IFs. DIF — ïîâûøåíèå IF. Âåðòèêàëüíûìè îòðåçêàìè óêàçàíû 95%-íûå äîâåðèòåëüíûå èíòåðâàëû.



ïîêàçûâàþùèì, ÷òî IF ó íåêîòîðûõ øòàììîâ [PSI +] îòíî-
ñèòåëüíî ìàëî ìåíÿåòñÿ ïîä âîçäåéñòâèåì GuHCl (äàí-
íûå ïðèâåäåíû íèæå). Òàê êàê â îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ
ðàçíûå äðîææåâûå ïðèîíû ìîãóò ïðîÿâëÿòü àíòàãîíèçì â
îòíîøåíèè äðóã äðóãà (Schwimmer, Masison, 2002; Brad-
ley, Liebman, 2003), ëåãêî äîïóñòèòü, ÷òî áëàãîäàðÿ ýòîìó
àíòàãîíèçìó ýëèìèíàöèÿ îäíèõ ïðèîíîâ ìîæåò ïðèâåñòè
ê óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà äðóãèõ, óñòîé÷èâûõ ê GuHCl,
ïðèîíèçèðóåìûõ áåëêîâ.

Ðèñ. 1, â èëëþñòðèðóåò ðàçíèöó ìåæäó IF ó èçîãåí-
íûõ øòàììîâ ñ ðàçíûìè ëèíèÿì îäíèõ è òåõ æå ïðèî-
íîâ [PSI +] (ðàçíûå ëèíèè ïðèîíîâ, ïðîèñõîäÿùèå îò îä-
íîãî áåëêà, áûëè îáíàðóæåíû â ðÿäå ðàáîò: Kochene-
va-Pervukhova et al., 2001; King, Diaz-Avalos, 2004). Ìû
ïîêàçàëè, ÷òî â ïÿòè íåçàâèñèìûõ ïîâòîðàõ êëîíû [PSI+]
strong-òèïà ïðîÿâëÿþò áîëåå âûñîêóþ IF, ÷åì èçîãåííûå
êëîíû [PSI +] weak-òèïà. Ñðàâíåíèå [PIN +] è [pin–] èçîãåí-
íûõ êëîíîâ ïîêàçûâàåò, ÷òî ðàçíèöà ìåæäó íèìè î÷åíü
íåçíà÷èòåëüíà.

Â ë è ÿ í è å ñ â å ð õ ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í î â H S P 1 0 4 è
S U P 3 5. Èññëåäîâàëè äâå ïëàçìèäû, íåñóùèå ãåíû, êîòî-
ðûå âëèÿþò íà óðîâåíü [PSI+] è, âîçìîæíî, äðóãèõ ïðèî-
íîâ. Ïëàçìèäà 2 íåñëà HSP104, à ïëàçìèäà 3 — SUP35
ïîä êîíòðîëåì èíäóöèáåëüíîãî ïðîìîòîðà GAL1,10. Èç-
âåñòíî, ÷òî ñâåðõïðîäóêöèÿ øàïåðîíà Hsp104p ïðèâîäèò
ê «âûêóðèâàíèþ» ôàêòîðà [PSI+] (Chernoff et al., 1995),
ïåðåâîäÿ êëåòêè â [psi–]-ñîñòîÿíèå. Ìû ïðåäïîëîæèëè,
÷òî åñëè íàø ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèé ìåòîä êîëè÷åñò-
âåííîé îöåíêè àìèëîèäíîãî ïóëà â êëåòêå àäåêâàòåí, òî
êîíâåðñèÿ êëåòîê èç [PSI +]- â [psi–]-ñîñòîÿíèå ïîñëå ââå-
äåíèÿ ïëàçìèäû 2 äîëæíà ñîïðîâîæäàòüñÿ ïîíèæåíè-
åì IF.

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ñâåðõýêñïðåññèÿ ãåíà SUP35 ïîñëå
òðàíñôîðìàöèè êëåòîê ïëàçìèäîé 3, êàê áûëî ïîêàçàíî,
ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ïðèîíèçàöèè ïðîäóêòà ýòîãî ãåíà
(Chernoff et al., 1993). Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî åñëè íàø
ìåòîä àäåêâàòåí, ñâåðõýêñïðåññèÿ SUP35 äîëæíà ñîïðî-
âîæäàòüñÿ óâåëè÷åíèåì IF.

Òðàíñôîðìàíòû [PSI +]-øòàììîâ OT56 è 74D694, ïî-
ëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ïëàçìèäû 2, îòáèðàëè íà ñèíòåòè-
÷åñêîé ñðåäå áåç óðàöèëà. Êëîíû Ura+ âûñåâàëè íà ñåëåê-
òèâíóþ ñðåäó, ñîäåðæàùóþ 2 % ãàëàêòîçû. Ïåðåñåâ íà
ýòó ñðåäó ïîâòîðÿëè íåñêîëüêî ðàç. Ñâåðõïðîäóêöèÿ
Hsp104p íà ýòîé ñðåäå óæå ïîñëå ïåðâîãî îòñåâà ïðèâîäèò
ê ïîÿâëåíèþ êðàñíûõ [psi–]-êëîíîâ ïðàêòè÷åñêè â 100 %
ñëó÷àåâ (ðèñ. 2, á, å). Ïîëó÷åííîå [psi–]-ñîñòîÿíèå óñòîé-
÷èâî âîñïðîèçâîäèòñÿ è ïîñëå óòðàòû ïëàçìèäû. Ïðîâî-
äèëè ñðàâíåíèå IF ó [PSI+]- è [psi–]-êëîíîâ îäíîãî è òîãî
æå òðàíñôîðìàíòà, âûðîñøèõ íà ñðåäå, ñîäåðæàùåé ñîîò-
âåòñòâåííî ãëþêîçó è ãàëàêòîçó.

Ðåçóëüòàòû ñðàâíåíèÿ ïðèâîäÿòñÿ íà ðèñ. 3. Îíè ñóì-
ìèðóþò äàííûå ïî äåñÿòè òðàíñôîðìàíòàì, ïîëó÷åííûì
ñ ïëàçìèäîé 2, è âîñüìè òðàíñôîðìàíòàì ñ êîíòðîëüíîé
ïëàçìèäîé 1. Êëîíû òðàíñôîðìàíòîâ, îòîáðàííûå íà ãëþ-
êîçîñîäåðæàùåé ñðåäå è ñîõðàíèâøèå [PSI +], äåéñòâèòåëü-
íî îáëàäàþò çíà÷èòåëüíî áîëåå âûñîêîé IF, ÷åì êëîíû
òåõ æå òðàíñôîðìàíòîâ, îòîáðàííûå ñ ãàëàêòîçû è óòðà-
òèâøèå [PSI +]-ôàêòîð. Íà ðèñ. 3 òàêæå ìîæíî âèäåòü, ÷òî
íåòðàíñôîðìèðîâàííûå ðåöèïèåíòíûå [PSI +]-êëåòêè èìå-
þò áîëüøóþ IF, ÷åì êëåòêè, òðàíñôîðìèðîâàííûå ïëàç-
ìèäîé 2 è âûðîñøèå íà ãàëàêòîçå. Ðàçíèöà áîëåå âûðà-
æåíà äëÿ øòàììîâ [PSI +] strong-òèïà, ÷åì äëÿ øòàì-
ìîâ [PSI +] weak-òèïà. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî òðàíñôîðìàöèÿ
êîíòðîëüíîé ïëàçìèäîé 1 íå ïðèâîäèò íè ê ïîÿâëåíèþ
[psi–]-êëåòîê ñðåäè òðàíñôîðìàíòîâ, íè ê èçìåíåíèþ èõ IF.

Òðàíñôîðìèðóÿ [PSI+]-øòàììû ïëàçìèäîé 3, íåñó-
ùåé SUP35 ïîä GAL-ïðîìîòîðîì, è ïîñëåäîâàòåëüíî ïå-
ðåñåâàÿ îòîáðàííûå òðàíñôîðìàíòû íà ãàëàêòîçîñîäåðæà-
ùóþ ñðåäó íåñêîëüêî ðàç, ìû ïîëó÷èëè ìîçàè÷íûå êëîíû
ñ [PSI+]- è [psi–]-êëåòêàìè. Âîçìîæíî, ýòîò ýôôåêò ñâÿçàí
ñ «ðàçáàâëåíèåì» ïðèîíèçèðîâàííîãî áåëêà Sup35p â ðå-
çóëüòàòå ïðèòîêà íîâîãî íåïðèîíèçèðîâàííîãî áåëêà.

Äîïîëíèòåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå ìîçàè÷íûõ êëîíîâ
íà ãàëàêòîçå ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ â íèõ çíà÷èòåëüíîãî
êîëè÷åñòâà êëåòîê, â ìåíüøåé ñòåïåíè íàêàïëèâàþùèõ
êðàñíûé ïèãìåíò, ÷åì èñõîäíûé 74D694 [PSI weak

+ ] (ñì.
ðèñ. 2, â). Äëÿ òåñòèðîâàíèÿ IF îòáèðàëè íåñêîëüêî áåëûõ
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Ðèñ. 2. Êëîíû òðàíñôîðìàíòîâ äâóõ ðàçíûõ [PSI+]-øòàììîâ.

à—â — òðàíñôîðìàíòû øòàììà 74-D, ã—å — øòàììà OT56, ïîëó÷èâøèå
ïëàçìèäó 1 (à, ã), ïëàçìèäó 2 (á, ä) è ïëàçìèäó 3 (â, å).

Ðèñ. 3. Çíà÷åíèÿ DIF äëÿ êëîíîâ, ñîõðàíèâøèõ [PSI +], è èñ-
õîäíûõ êëîíîâ [PSI +] â ñðàâíåíèè ñ êëîíàìè, ïîòåðÿâøèìè
[PSI ]-ôàêòîð â ðåçóëüòàòå ñâåðõýêñïðåññèè ãåíà HSP104, âíå-
ñåííîãî ïëàçìèäîé 2 (1—4). Ñðàâíåíèå IF êëîíîâ èñõîäíûõ

øòàììîâ ñ òðàíñôîðìèðîâàííûìè ïëàçìèäîé 1 (5, 6).

1 — 74-D(+)2[PSI+]::74-D(+)2[psi–]; 2 — 74-D[PSI+]::74-D(+)2[psi–]; 3 —
OT56(+)2[PSI+]::OT56(+)2[psi–]; 4 — OT56[PSI+]::OT56(+)2[psi–]; 5 —
74-D[PSI+]::74-D1[PSI+]; 6 — OT56[PSI+]::OT561[PSI+]. Òðàíñôîðìàí-
òû, ïîëó÷åííûå ïîñëå ââåäåíèÿ ðàçëè÷íûõ ïëàçìèä, îáîçíà÷åíû òàê,

êàê óêàçàíî â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà».



[PSI+]- è êðàñíûõ [psi–]-êëîíîâ, èçîëèðîâàííûõ ïîñëå âû-
øåîïèñàííûõ ïðîöåäóð. Äëÿ øòàììà OT56 [PSI strong

+ ] âè-
çóàëüíîå îïðåäåëåíèå ïîâûøåííîé ñóïðåññîðíîé àêòèâ-
íîñòè áûëî íåâîçìîæíî, òàê êàê êîëîíèè èñõîäíîãî
øòàììà óæå àêêóìóëèðóþò ÷ðåçâû÷àéíî ìàëî êðàñíî-
ãî ïèãìåíòà (ðèñ. 2). Ïîýòîìó, àíàëèçèðóÿ òðàíñôîðìàí-
òû OT56, ìû ñðàâíèâàëè òèïè÷íûå áåëûå [PSI+]- è êðàñ-
íûå [psi–]-êëîíû, âûðàùåííûå íà ãàëàêòîçå.

Êðîìå òîãî, äëÿ òðàíñôîðìàöèè ïëàçìèäîé 3 èñïîëü-
çîâàëè [psi– ]-èçîëÿòû îò øòàììîâ [PSI+] strong- è weak-

òèïà. Â ýòèõ ñëó÷àÿõ ñâåðõïðîäóêöèÿ Sup35p ïðèâîäèëà
ê êîíâåðñèè îòäåëüíûõ êëåòîê èç [psi–]- â [PSI+]-ñî-
ñòîÿíèå, êîòîðîå ñòàáèëüíî âîñïðîèçâîäèëîñü, íåñìîòðÿ
íà óòðàòó ïëàçìèäû. Äëÿ ñðàâíåíèÿ IF áðàëè [PSI+]-êëîíû
òðàíñôîðìàíòîâ, âûðîñøèå íà ãàëàêòîçå, è òå æå êëîíû
òðàíñôîðìàíòîâ, âûðîñøèå íà îáû÷íîé ñðåäå ñ ãëþêîçîé
è ïîýòîìó â îòñóòñòâèå ñâåðõïðîäóêöèè Sup35p ñîõðà-
íèâøèå [psi–]-ñîñòîÿíèå.

Íà ðèñ. 4 ñóììèðîâàíû äàííûå, ïîëó÷åííûå íà 16 íå-
çàâèñèìûõ òðàíñôîðìàíòàõ. Êëîíû [PSI +] è [psi–], ïîëó-
÷åííûå â ðåçóëüòàòå ñâåðõïðîäóêöèè Sup35p, êàê ó
[PSI+]-, òàê è [psi–]-ðåöèïèåíòíûõ øòàììîâ ïðîÿâëÿþò
çíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ ïî âåëè÷èíå IF. [PSI+]-òðàíñ-
ôîðìàíòû âñåãäà ïðåâîñõîäÿò [psi–]-èçîëÿòû (ðèñ. 4, à).
Â òî æå âðåìÿ åñëè áåëûå [PSI+]-òðàíñôîðìàíòû øòàì-
ìà 74D694 ñî ñëàáîé ñóïðåññèåé èìåþò IF, ïðåâîñõîäÿ-
ùóþ IF èñõîäíîãî ðîäèòåëüñêîãî øòàììà, òî ðàçíèöû
ìåæäó áåëûìè òðàíñôîðìàíòàìè øòàììà OT56 ñ ñèëüíîé
(strong) ñóïðåññèåé è åãî èñõîäíûìè êëåòêàìè íå íàáëþ-
äàåòñÿ (ðèñ. 4, á). Î÷åâèäíî, ýòî ñâÿçàíî ñ âîçìîæíîñòüþ
ñåëåêöèè ñâåðõïðîäóöåíòîâ ïî Sup35p íà ôîíå èçíà÷àëü-
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Ðèñ. 4. Ñðàâíåíèå DIF ó êëîíîâ-òðàíñôîðìàíòîâ ñî ñâåðõýêñïðåññèåé ãåíà SUP35, âíåñåííîãî ïëàçìèäîé 3.

à — çíà÷åíèÿ IF ó [PSI+]-êëîíîâ â ñðàâíåíèè ñ [psi–]-êëîíàìè, îòîáðàííûìè ïîñëå èíäóêöèè ñâåðõýêñïðåññèè ãåíà SUP35 ó øòàììà, òðàíñôîð-
ìèðîâàííîãî ïëàçìèäîé 3; ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå íà èçíà÷àëüíî [PSI weak

+ ]-øòàììàõ (1, 2) è íà èçíà÷àëüíî [PSI strong
+ ]-øòàììàõ (3, 4); 1 —

74-D(+)3[PSI+]::74-D(+)3[psi–]; 2 — 74-D(–)3[PSI+]::74-D(–)3[psi–]; 3 — OT56(+)3[PSI+]::OT56(+)3[psi–]; 4 — OT56(–)3[PSI+]::OT56(–)3[psi–].
DIF âû÷èñëÿëè êàê (IFf—IFs)/IFs. á — çíà÷åíèÿ IF ó [PSI+]-êëîíîâ, îòîáðàííûõ ïîñëå èíäóêöèè ñâåðõýêñïðåññèè ãåíà SUP35, â ñðàâíåíèè ñ êëîíà-
ìè èñõîäíîãî øòàììà; äàííûå, ïîëó÷åííûå íà îñíîâå [PSI weak

+ ]-øòàììà (1) è íà îñíîâå [PSI strong
+ ]-øòàììà (2); 1 — 74-D(+)3[PSI+]::74-D[PSI+];

2 — OT56(+)3[PSI+]::OT56[PSI+]; DIF âû÷èñëÿëè êàê (IFf—IFs)/IFs. â — ñðàâíåíèå IF ó ïîëó÷åííûõ ñâåðõïðîäóöåíòîâ Sup35p ñ èñõîäíûìè èëè
ðåöèïèåíòíûìè øòàììàìè; 1 — 74-D(+)3E[PSI+]::74-D(+)[PSI+]; 2 — 74-D(+)3D[PSI+]::74-D(+)[PSI+]; 3 — 74-D(+)3C[PSI+]::74-D(+)[PSI+]; 4 —
74-D(–)3A[PSI+]::74-D(–)[psi–]; 5 — OT56(–)3A[PSI+]::OT56(–)[psi–]. DIF âû÷èñëÿëè êàê (IFf—IFs)/IFs. ã — äåéñòâèå GuHCl íà IF ó êëîíîâ-ñâåðõ-

ïðîäóöåíòîâ Sup35p; 1 — OT56 3[PSI+]- è 74-D 3[PSI+]-êëîíû::Gu.

Ðèñ. 5. Ñõåìà, èëëþñòðèðóþùàÿ ïîëó÷åíèå è îòáîð [PSI+]-öè-
òîäóêòàíòîâ ïðè ñêðåùèâàíèè ìåæäó ðîäèòåëüñêèìè øòàììà-

ìè [PSI+](p1) è [psi–](p2).

Ðèñ. 6. Ñðàâíåíèå öèòîäóêòàíòîâ è ðåöèïèåíòíûõ øòàììîâ
ïî âåëè÷èíå IF.

1 — C[74-D(+)]B[PSI+]::AH/B[psi–]; 2 — C[OT56/7(+)]B[PSI+]::AH/B[psi–];
3 — C[OT56/h1(+)]B[PSI+]::AH/B[psi–]. DIF âû÷èñëÿëè êàê

(IFf—IFs)/IFs.
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Ðèñ. 7. Ôëóîðåñöåíöèÿ ïðè îêðàøèâàíèè [psi–]-, [PSI weak
+ ]- è [PSIstrong

+ ]-êëåòîê ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ òèîôëàâèíîì T in vivo.

à, â, ä, æ, è, ë, í, ï — âèäèìûé ñâåò; á, ã, å, ç, ê, ì, î, ð — UV-ïóëüñ, 1 ñ. Íàçâàíèÿ è ñîñòîÿíèå [PSI]-ôàêòîðà äëÿ øòàììîâ óêàçàíû íà ðèñóíêå. Îáî-
çíà÷åíèÿ òðàíñôîðìàíòîâ, ïîëó÷èâøèõ ïëàçìèäû ñ ãåíàìè HSP104 (¹ 2) è SUP35 (¹ 3), ñì. â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà». Â ïðàâîé êîëîíêå

ïîêàçàíû îöåíêè IF.
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íî ñëàáîé ñóïðåññèè (weak) è îòñóòñòâèåì òàêîé âîçìîæ-
íîñòè íà ôîíå ñóïðåññèè strong-òèïà.

Ðåçóëüòàòû ïîâòîðíîãî òåñòèðîâàíèÿ èíäèâèäóàëü-
íûõ êëîíîâ òðàíñôîðìàíòîâ ñ âûñîêèì óðîâíåì ñóïðåñ-
ñèè è âûñîêèì çíà÷åíèåì IF ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
âûñîêèé óðîâåíü àìèëîèäíûõ ïðèîíîâ ìîæåò áûòü äî-
ñòàòî÷íî ñòàáèëüíûì (ðèñ. 4, â). Îáðàáîòêà GuHCl òàêèõ
êëîíîâ ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó ïàäåíèþ âåëè÷èíû IF
(ðèñ. 4, ã).

Ö è ò î ä ó ê ö è ÿ èñïîëüçîâàëàñü íàìè êàê ìåòîä ïîëó-
÷åíèÿ ìèòîòè÷åñêèõ ïîòîìêîâ çèãîò ñî ñìåøàííîé öèòî-
ïëàçìîé, îòîøåäøåé ê îäíîìó èç ðîäèòåëüñêèõ ÿäåð.
Â êà÷åñòâå äîíîðà [PSI+] èñïîëüçîâàëè øòàììû 74-D694
èëè OT56, à â êà÷åñòâå ðåöèïèåíòà [PSI+] — øòàìì AH/B,
íåñóùèé kar1-1 ìóòàöèþ è íîíñåíñ-ìóòàöèþ ade1-14, ñó-
ïðåññèðóåìóþ [PSI+]. Áëàãîäàðÿ ìóòàöèè kar1-1 â çèãîòàõ
îò ñêðåùèâàíèÿ ðîäèòåëüñêèõ øòàììîâ êàðèîãàìèÿ îò-
ñòàåò îò íà÷àëà ïî÷êîâàíèÿ. Çèãîòû îòäåëÿëè ìèêðîìàíè-
ïóëèðîâàíèåì è âûðîñøèå çèãîòè÷åñêèå êëîíû àíàëèçè-
ðîâàëè íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå (ðèñ. 5). Òàêèì îáðàçîì îò-
áèðàëè êëîíû, ïîëó÷èâøèå ÿäðî îò AH/B ñî ñìåøàííîé
öèòîïëàçìîé, íåñóùåé [PSI+]-ôàêòîð. Ó 14 íåçàâèñèìûõ
öèòîäóêòàíòîâ áûëà ïðîâåðåíà IF. Ó âñåõ [PSI+]-öèòîäóê-
òàíòîâ IF îêàçàëàñü âûøå, ÷åì ó èñõîäíîãî ðåöèïèåíòíî-
ãî øòàììà (ðèñ. 6).

Îêðàøèâàíèå öåëûõ êëåòîê òèîôëàâèíîì T.
Ðåçóëüòàòû îêðàøèâàíèÿ öåëûõ äðîææåâûõ êëåòîê òèî-
ôëàâèíîì T ñîîòâåòñòâóþò äàííûì ïî èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè èõ ãðóáûõ ëèçàòîâ (ðèñ. 7, 8). Êëåòêè
øòàììà 168t, âîçìîæíî, çàñëóæèâàþò îñîáîãî âíèìàíèÿ,
òàê êàê îíè ïðîÿâëÿþò âûñîêóþ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíöèè êàê in vivo, òàê è â ãðóáûõ ëèçàòàõ. Íàðàâíå ñ íå-
êîòîðûìè öèòîäóêòàíòàìè îíè ÿâëÿþòñÿ êàíäèäàòàìè äëÿ
ïîèñêà íîâûõ ïðèîíîâ.

Òàêèì îáðàçîì, ïðè 4 ðàçíûõ ïîñòàíîâêàõ îïûòà, ãäå
ðàçëè÷íûìè ñïîñîáàìè ìåíÿëè êîëè÷åñòâî «ìîäåëüíî-
ãî» ïðèîíà, [PSI+], îäíîâðåìåííî ñ èçìåíåíèåì ôåíîòèïà
(èñ÷åçíîâåíèåì, óñèëåíèåì èëè óìåíüøåíèåì ñóïðåññèè
ìóòàöèè ade1-14) ìû íàáëþäàëè ñîîòâåòñòâóþùèå èçìå-
íåíèÿ IF. Âûÿâëåíû øòàììû, êîòîðûå ìîãóò ñëóæèòü èñ-
õîäíûì ìàòåðèàëîì äëÿ ïîèñêà íîâûõ ïðèîíîâ.

Ìû áëàãîäàðèì ñîòðóäíèêîâ êàôåäðû ãåíåòèêè Ñ.-Ïå-
òåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà Ë. Í. Ìèðî-
íîâó, Ã. À. Æóðàâëåâó è À. Ñ. Áîðõñåíèóñà çà ïðåäîñòàâ-
ëåíèå äðîææåâûõ øòàììîâ è ïëàçìèä è Î. Â. Ñòåïàíåíêî
çà ïîìîùü â ýêñïåðèìåíòàõ. Ìû áëàãîäàðèì Þ. Î. ×åð-
íîâà çà ïîëåçíûå äèñêóññèè è ïðåäîñòàâëåíèå äðîææå-
âûõ øòàììîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 06-04-48324-à) è Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà
ÐÀÍ.
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ESTIMATING OF CHANGES IN THE AMYLOID AND PRION CONTENT OF YEAST CELLS

O. V. Nevzglyadova,1 I. M. Kuznetsova, A. V. Artyomov, E. V. Mikhailova, K. K. Turoverov, T. R. Soidla

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg; e-mail: oneva@mail.cytspb.rssi.ru

An attempt was made at estimating the overall amyloid content of yeast cells by treating crude cellular ly-
sates with thioflavin T, the agent specifically staining amyloid fibrils. We demonstrated that overproduction
of the yeast chaperone Hsp104p, as well as GuHCl treatment of the [PSI+] cells led both to elimination of
the [PSI+] factor and to a stable decrease of the overall amyloid content estimated by intensity of fluorescence
(IF) of the thioflavin T. At the same time, overexpression of gene SUP35, coding the protein prionizable to
[PSI+], led to generation of [PSI+] clones with higher IF of thioflavin T. Cytoduction in the crosses involving
PSI factor leads to considerable enhancement of IF; cytoductants with the nucleus of the recipient [psi–] strain
not only got [PSI+] factor from the donor strain but also increased their amyloid content. In these model experi-
ments all treatments modifying one of the yeast prions, [PSI+] factor, led to a predictable shift of IF of thiofla-
vin T that behaved like a cytoplasmic hereditary determinant. The data obtained show that IF of thioflavin T
staining gives reliable estimates of cellular amyloid content and that mitotically stable shift of IF after a battery
of treatments modifying cellular prion set provides quantitative estimate of the input of prionizable protein mo-
lecules to the amyloid pool. The combination of thioflavin staining and prionotropic treatments applied here can
be possibly used for future attempts of checking yeast strains for cryptic prions.

K e y w o r d s: prion, amyloid, heterokaryon, cytoduction, Saccharomyces cerevisiae.
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