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Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç îñàäêîâ ãðóáûõ ëèçàòîâ èç êëåòîê äðîææåé

Èñïîëüçîâàíèå íîâîãî ïîäõîäà ïîçâîëèëî èäåíòèôèöèðîâàòü â äðîææàõ Saccharomyces cerevisiae
áîëüøóþ ãðóïïó ïðèîíàññîöèèðîâàííûõ áåëêîâ. Â îñíîâå ïðèìåíÿåìîãî ïîäõîäà — ñðàâíåíèå áåëêîâî-
ãî ñîñòàâà îñàäêîâ ãðóáûõ ëèçàòîâ, âûäåëåííûõ èç êëåòîê èçîãåííûõ øòàììîâ, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïðèîíî-
âûì ñîäåðæàíèåì. Äâóìåðíûé ýëåêòðîôîðåç ñ ïîñëåäóþùèì ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèì (MALDI) àíàëè-
çîì îñàäî÷íûõ áåëêîâ èç [psi–]-ðåöèïèåíòà è [PSI+]-öèòîäóêòàíòà ïîçâîëèëè èäåíòèôèöèðîâàòü 35 áåë-
êîâ, íàõîæäåíèå êîòîðûõ â îñàäî÷íîé ôðàêöèè çàâèñåëî îò ñîäåðæàíèÿ ïðèîíîâ â êëåòêå. Îêîëî
ïîëîâèíû èç íèõ ïðèíàäëåæèò ê äâóì ôóíêöèîíàëüíûì ãðóïïàì — øàïåðîíàì è ôåðìåíòàì ãëèêîëèçà.
Îáíàðóæåíû òàêæå áåëêè, ó÷àñòâóþùèå â òðàíñëÿöèè, â îòâåòå êëåòêè íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ è â äå-
ãðàäàöèè áåëêîâ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû îáñóæäàþòñÿ â ñâÿçè ñ íåäàâíî îïóáëèêîâàííûìè äàííûìè î
áåëêàõ ïðèîíîâûõ àãðåãàòîâ, âûäåëåííûõ äðóãèìè ñïîñîáàìè.

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

Ñóùåñòâóåò ðÿä çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ,
êîòîðûå ïðèíÿòî íàçûâàòü «êîíôîðìàöèîííûìè». Ñåé÷àñ
èçâåñòíî áîëåå 20 ïîäîáíûõ çàáîëåâàíèé (Herczenik, Geb-
bink, 2008; Uversky, 2008; Uversky et al., 2008). Îíè ñâÿçà-
íû ñ íàðóøåíèåì ïðîñòðàíñòâåííîé íàòèâíîé ñòðóêòóðû
íåêîòîðûõ áåëêîâ, èõ àãðåãàöèåé è îáðàçîâàíèåì àìè-
ëîèäíûõ ôèáðèëë. Ê ÷èñëó òàêèõ çàáîëåâàíèé îòíîñÿò-
ñÿ ìíîãî÷èñëåííûå ãóá÷àòûå ýíöåôàëîïàòèè, áîëåçíè
Àëüöãåéìåðà, Õàíòèíãòîíà, Ïàðêèíñîíà, äèàáåò II òèïà
è äð. (Wickner et al., 2008). Íåêîòîðûå èç ýòèõ çàáîëåâà-
íèé ÿâëÿþòñÿ èíôåêöèîííûìè, ïðè÷åì ïåðåíîñ÷èêàìè
èíôåêöèè ÿâëÿþòñÿ àìèëîèäíûå ôèáðèëëû, êîòîðûå â
ýòîì ñëó÷àå íàçûâàþòñÿ ïðèîíàìè (proteinaceous — áåë-
êîâûé, infective — èíôåêöèîííûé, on — â çíà÷åíèè «÷àñ-
òèöà»).

Âïåðâûå ñ ïðèîííûìè çàáîëåâàíèÿìè ñòîëêíóëèñü,
èçó÷àÿ äåãåíåðàòèâíûå èçìåíåíèÿ íåðâíûõ êëåòîê ïðè
âåðòÿ÷êå (scrapie) ó îâåö. Íåñêîëüêî ïîçæå çàáîëåâàíèÿ
ýòîãî òèïà íàøëè ó êîðîâ (áû÷üÿ ãóá÷àòàÿ ýíöåôàëîïà-
òèÿ) è ÷åëîâåêà (áîëåçíü Êðåéöôåëüäà-ßêîáà) (Zhou et al.,
2008). Âî âñåõ ñëó÷àÿõ â òêàíÿõ îáíàðóæèâàëîñü íàêîïëå-
íèå àãðåãàòîâ ôèáðèëëÿðíîé ñòðóêòóðû (PrPsc), ñîñòîÿ-
ùèõ èç òåõ æå áåëêîâ, êîòîðûå â çäîðîâîé òêàíè ÿâëÿþòñÿ
ðàñòâîðèìûìè ìîíîìåðàìè (PrPc). Ãðèôôèò (Griffith,
1967) ïðåäïîëîæèë, ÷òî â îñíîâå ïðèîíîâûõ çàáîëåâàíèé
ëåæèò âîçíèêíîâåíèå îëèãîìåðíîé ôîðìû áåëêà, êîòîðàÿ
äåéñòâóåò êàê èíôåêöèîííûé àãåíò, âûçûâàÿ ïåðåõîä áåë-
êà èç íîðìàëüíîãî ìîíîìåðíîãî ñîñòîÿíèÿ â àìèëîèäíîå.
Ýòî ïðåäïîëîæåíèå íàøëî áîëüøîå êîëè÷åñòâî ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûõ ïîäòâåðæäåíèé (Prusiner, 2004; Wickner et al.,

2008). Ïðèîíû îòëè÷àþòñÿ îò äðóãèõ àìèëîèäíûõ ñòðóê-
òóð òåì, ÷òî èõ âîñïðîèçâåäåíèå ðåàëèçóåòñÿ â ðÿäó êëå-
òî÷íûõ ïîêîëåíèé. Èíûìè ñëîâàìè, ïðèîíîâîå ñîñòîÿíèå
íàñëåäóåòñÿ. Ýòî äàåò îñíîâàíèå ãîâîðèòü î òàê íàçûâàå-
ìîì áåëêîâîì íàñëåäîâàíèè (Chernoff, 2007; Wickner et
al., 2008).

Óäîáíûì îáúåêòîì äëÿ èçó÷åíèÿ ýòîãî ôåíîìåíà ÿâ-
ëÿþòñÿ äðîææè. Ïðèîíû, àíàëîãè÷íûå PrPsc, áûëè íàéäå-
íû â Saccharomyces cerevisiae îêîëî 15 ëåò íàçàä (Wick-
ner, 1994; ñì. òàêæå îáçîðû: Chernoff et al., 2002; Chernoff,
2004; Kushnirov et al., 2006; Wickner et al., 2007; Wickner et
al., 2008). Äðîææè ýòîãî âèäà õîðîøî èçó÷åíû ãåíåòè÷å-
ñêè, ê íèì ëåãêî ïðèìåíèòü ìåòîäû ìîëåêóëÿðíîé áèîëî-
ãèè, ê òîìó æå ïðèîíèçàöèÿ íåêîòîðûõ áåëêîâ íå ñêàçû-
âàåòñÿ íà æèçíåñïîñîáíîñòè äðîææåé, ïî êðàéíåé ìåðå â
ëàáîðàòîðíûõ óñëîâèÿõ. Â äðîææàõ íàéäåíî íåñêîëüêî
áåëêîâ, ñïîñîáíûõ ê ïðèîíèçàöèè, ïðè÷åì â äâóõ ñëó÷àÿõ
èçâåñòíî, êàêóþ ôóíêöèþ îíè âûïîëíÿþò â ìîíîìåðíîì,
«çäîðîâîì», ñîñòîÿíèè. Áåëîê Sup35p — îäèí èç ôàêòî-
ðîâ òåðìèíàöèè òðàíñëÿöèè. Ïðè àìèëîèäèçàöèè ýòîãî
áåëêà êîäîíû-òåðìèíàòîðû íà÷èíàþò ïðî÷èòûâàòüñÿ.
Ýòî äàåò âîçìîæíîñòü îòñëåæèâàòü ïðîöåññ ïðèîíèçàöèè
Sup35p ïî ïîÿâëåíèþ ôåíîòèïà íîíñåíñ-ñóïðåññèè. Ôàê-
òîð öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ñóïðåññèè áûë èçâåñòåí äî òîãî,
êàê âûÿñíèëàñü åãî ïðè÷èíà. Îí áûë íàçâàí [PSI+]-ôàêòî-
ðîì, à êëåòêè, â êîòîðûõ îí ñàìîâîñïðîèçâîäèòñÿ è íå
âîñïðîèçâîäèòñÿ, íàçâàíû [PSI+] è [psi–] ñîîòâåòñòâåííî.
Áåëîê Ure2p — íåãàòèâíûé ôàêòîð ðåãóëÿöèè àçîòíîãî
êàòàáîëèçìà, àêòèâíîñòü êîòîðîãî íóæíà äëÿ èñïîëüçîâà-
íèÿ áåäíûõ àçîòîì ñóáñòðàòîâ. Ïðåâðàùåíèå ýòîãî áåëêà
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â íåàêòèâíóþ àìèëîèäíóþ ôîðìó, òàê íàçûâàåìûé ïðèîí
[URE3], ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî êëåòêà ïðèîáðåòàåò ñïîñîá-
íîñòü ê òðàíñïîðòó óðåèäîñóêöèíàòà (èíòåðìåäèàòà óðà-
öèëîâîãî áèîñèíòåçà). Ure2p ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ñàìûõ õî-
ðîøî èçó÷åííûõ ïðèîíîâûõ áåëêîâ ó äðîææåé (Lian et al.,
2006, 2007). Ñëåäóþùèì áûë íàéäåí áåëîê, ïðèîíèçàöèÿ
êîòîðîãî ïðèâîäèëà ê òàê íàçûâàåìîìó [PIN+]-ýôôåêòó —
îáëåã÷åíèþ ïåðåõîäà [psi–]-êëåòîê â [PSI+]-ñîñòîÿíèå.
Ñàì òåðìèí «PIN» ïðîèçâåäåí îò «[PSI+]-inducibility».
[PIN+] — ñàìîâîñïðîèçâîäÿùàÿñÿ àìèëîèäíàÿ ôîðìà áåë-
êà Rnq1, ôóíêöèÿ êîòîðîãî íå ñêàçûâàåòñÿ íà æèçíåñïî-
ñîáíîñòè è ôåíîòèïå äðîææåâûõ êëåòîê.

Â 2008 ã. îáíàðóæåí åùå îäèí áåëîê, âëèÿþùèé â
àìèëîèäíîé ôîðìå íà èíäóêöèþ ïðèîíà Sup35. Ýòî ñóáú-
åäèíèöà ôàêòîðà ïåðåñòðîéêè õðîìàòèíà Swi1p (Du et al.,
2008). Â ïðèîíîâîé ôîðìå îí íîñèò íàçâàíèå [SWI+]. Ïðè-
îíîïîäîáíîå ïîâåäåíèå áûëî ïîêàçàíî òàêæå äëÿ ôàêòîðà
[NU +], êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ ïðîèçâîäíûì îò áåëêà New1p.
Ñâåðõñèíòåç êàê Swi1p, òàê è New1p ïðèâîäèò ê
[PIN+]-ýôôåêòó. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ îáùåïðèíÿòî ñ÷è-
òàòü, ÷òî ëþáîé ïðèîí, áîãàòûé àñïàðàãèíîì è ãëóòàìè-
íîì (à òàêîâû âñå ïðèîíû äðîææåé), îáëåã÷àåò èíäóêöèþ
äðóãèõ ïðèîíîâ â òîé æå êëåòêå. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, îïè-
ñàíû è ñëó÷àè êîíêóðåíòíûõ îòíîøåíèé ìåæäó ðàçíûìè
ïðèîíàìè (Derkatch, Liebman, 2007). Ñïèñîê ïðèîíîâ
äðîææåé íåóêëîííî ðàñòåò. Â íà÷àëå 2009 ã. áûë èäåíòè-
ôèöèðîâàí ïðèîí [MCA] — ïðîäóêò ïðèîíèçàöèè äðîæ-
æåâîé ìåòàêàñïàçû Mca1p (Nemecek et al., 2009).

Èçó÷åíèå [PSI+]- è [URE3]-ôàêòîðîâ ïîçâîëèëî ãå-
íåòèêàì âûÿâèòü 3 ñëåäóþùèõ îñíîâíûõ êðèòåðèÿ, êîòî-
ðûå îòëè÷àþò ïðèîíîâîå íàñëåäîâàíèå îò îáû÷íîãî, ñâÿ-
çàííîãî ñ ìîëåêóëîé ÄÍÊ. 1. Ïðèîíîâîå ñîñòîÿíèå ïåðå-
äàåòñÿ ïðè öèòîäóêöèè. Â ðåçóëüòàòå öèòîäóêöèè
êëåòêà-öèòîäóêòàíò ïîëó÷àåò ÿäðî òîëüêî îò îäíîãî ðîäè-
òåëÿ (ðåöèïèåíòà) è ñìåøàííóþ öèòîïëàçìó êàê îò ðåöè-
ïèåíòà, òàê è îò ðîäèòåëÿ-äîíîðà. Öèòîäóêöèÿ èñïîëüçó-
åòñÿ äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ âíåÿäåðíîãî íàñëåäîâàíèÿ ôàê-
òîðîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ ó äîíîðà. 2. Ýëèìèíèðîâàííàÿ
àìèëîèäíàÿ ôîðìà áåëêà ìîæåò ñíîâà âîññòàíîâèòüñÿ â
êëåòî÷íûõ ïîòîìêàõ, åñëè òîëüêî ãåí, êîäèðóþùèé äàí-
íûé áåëîê, íå äåëåòèðîâàí. 3. Ñâåðõïðîäóêöèÿ áåëêà,
ñïîñîáíîãî ê ïðèîíèçàöèè, óâåëè÷èâàåò âåðîÿòíîñòü ïðè-
îíèçàöèè (Chernoff et al., 2002; Chernoff, 2004; Wickner et
al., 2008).

Ðîëü âåñüìà ñóùåñòâåííîãî äëÿ ïðèîíèçàöèè øàïåðî-
íà Hsp104p áûëà îòêðûòà, êîãäà âûÿñíèëîñü, ÷òî åãî äå-
ëåöèÿ, êàê è ñâåðõïðîäóêöèÿ â êëåòêå, ïðèâîäèò ê ýëèìè-
íèðîâàíèþ [PSI+]. Ýëèìèíèðîâàíèå ïðèîíîâ èç êëåòîê
ïðè äîáàâëåíèè â ñðåäó äëÿ âûðàùèâàíèÿ äðîææåé ìà-
ëûõ êîíöåíòðàöèé GuHCl òàêæå ñâÿçàíî ñ ïîäàâëåíèåì
àêòèâíîñòè Hsp104p (Chernoff et al., 1995; Kryndushkin et
al., 2003; Takahashi et al., 2007; ñì. òàêæå îáçîðû: Cox et
al., 2007; Kushnirov et al., 2007; Rikhvanov et al., 2007; Wic-
kner et al., 2007, 2008). Øàïåðîí Hsp104p ÿâëÿåòñÿ ÀÒÔà-
çîé, êîòîðàÿ îáåñïå÷èâàåò ðåçèñòåíòíîñòü äðîææåé ê ïî-
âûøåííîé òåìïåðàòóðå çà ñ÷åò ðàñùåïëåíèÿ áåëêîâûõ àã-
ðåãàòîâ, âîçíèêàþùèõ â ðåçóëüòàòå òåïëîâîãî øîêà.
Ïîêàçàíî, ÷òî ýòîò øàïåðîí ðàçðóøàåò òàêæå ïðèîíîâûå
àãðåãàòû.

Â ñâîåì «æèçíåííîì öèêëå» ïðèîíû âçàèìîäåéñòâó-
þò ñî ìíîãèìè êëåòî÷íûìè ñòðóêòóðàìè — öèòîñêåëå-
òîì, óáèêâèòèíîâîé ñèñòåìîé è àãðåñîìàìè (Wang et al.,
2007, 2008). Áåëêè, âîâëå÷åííûå â ïðîöåññ ïðèîíèçàöèè è
â áîðüáó êëåòîê ñ íàêîïëåíèåì àìèëîèäíûõ ôèáðèëë,
èçó÷åíû äàëåêî íå ïîëíî. Òåì íå ìåíåå óæå ñåé÷àñ èõ

ìîæíî îõàðàêòåðèçîâàòü â îáùèõ ÷åðòàõ. Ê áåëêàì, ó÷à-
ñòâóþùèì â ðàñïðîñòðàíåíèè ïðèîíîâ, îòíîñÿòñÿ ïðåæäå
âñåãî øàïåðîíû — íàèáîëåå èçó÷åííûå èç íèõ áåëêè èç
ñåìåéñòâ Hsp104, Hsp70 è Hsp40 (Chernoff et al., 1999;
Jung et al., 2000; Jones, Masison, 2003; Sharma et al., 2009).
Îíè îòâåòñòâåííû çà íàðåçàíèå àìèëîèäíûõ ôèáðèëë íà
îëèãîìåðíûå ôðàãìåíòû, ÿâëÿþùèåñÿ ñèäàìè (ñåìåíàìè)
ïðè âîñïðîèçâåäåíèè ïðèîíîâ (Lian et al., 2007; Rikhva-
nov et al., 2007; Takahashi et al., 2007; Bagriantsev et al.,
2008). Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî îñíîâíàÿ ðîëü â ýòîì ïðîöåññå ïðè-
íàäëåæèò Hsp104. Èäåíòèôèêàöèÿ äðóãèõ áåëêîâ, âçàèìî-
äåéñòâóþùèõ ñ ïðèîíàìè, è óñòàíîâëåíèå èõ ðîëè â æèç-
íåííîì öèêëå ïðèîíîâ ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíîé çàäà÷åé, êî-
òîðóþ â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïûòàþòñÿ ðàçðåøèòü âî ìíîãèõ
ëàáîðàòîðèÿõ ìèðà (Wang et al., 2007, 2008; Bagriantsev et
al., 2008). Ýòè èññëåäîâàíèÿ èìåþò òàêæå ïðèêëàäíîå çíà-
÷åíèå, ïîñêîëüêó îíè, âîçìîæíî, ïîçâîëÿò íàéòè áåçâðåä-
íûé äëÿ êëåòêè ñïîñîá ïîäàâëåíèÿ ïðîöåññà ïðèîíèçà-
öèè.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîèò â øèðîêîì ñêðèíèí-
ãå áåëêîâ, àññîöèèðîâàííûõ ñ ïðèîíàìè, ò. å. âõîäÿùèõ ñ
íèìè â òàê íàçûâàåìûå ïðèîíîâûå àãðåãàòû. ×òîáû âûÿ-
âèòü ýòè áåëêè, ìû ïðåäëîæèëè íîâûé ïîäõîä, îñíîâàí-
íûé êàê íà îïòèìèçàöèè ìåòîäîâ èõ âûäåëåíèÿ, òàê è íà
ñðàâíåíèè ðàçíûõ èçîãåííûõ øòàììîâ, ðàçëè÷àþùèõñÿ
ïðèîíîâûì ñîñòàâîì. Äëÿ ñîçäàíèÿ òàêèõ øòàììîâ ïðè-
ìåíÿëè «ïðèîíîòðîïíûå âîçäåéñòâèÿ», òàêèå êàê îáðà-
áîòêà êëåòîê GuHCl, ïðèâîäÿùàÿ ê èçãíàíèþ èç êëåòêè
ðÿäà ïðèîíîâ, è öèòîäóêöèÿ — ïåðåäà÷à öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêèõ íàñëåäñòâåííûõ ôàêòîðîâ èç êëåòêè â êëåòêó. Ýòî
ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü ïàðû øòàììîâ äðîææåé, êîòîðûå íå
ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñâîåìó ÿäåðíîìó ãåíîòèïó, íî ðàçëè÷à-
þòñÿ ïî ïðèîíîâîìó ñîñòàâó. Ñðàâíåíèå ôðàêöèè àãðåãè-
ðîâàííûõ áåëêîâ ó ïîäîáíûõ øòàììîâ ïîçâîëÿåò âûäå-
ëèòü òå áåëêè, íàëè÷èå êîòîðûõ â ýòîé ôðàêöèè çàâèñèò
îò ïðèîíîâîãî ñîñòàâà êëåòîê.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ø ò à ì ì û è ï ë à ç ì è ä û.
Øòàìì ÀÍ/Â (MATa ade1-14 ura3 his3 lys9 kar1 [psi–

pin–]) áûë ïðåäîñòàâëåí À. Ñ. Áîðõñåíèóñîì. Øòàìì
74-D694 (MATa ade1-14 ura3 his3 trp1 leu2 [PSI weak

+ PIN+])
è åãî èçîãåííîå ïðîèçâîäíîå, øòàìì ÎÒ56 [PSI strong

+ PIN+]
(Chernoff et al., 1995) áûëè ïðåäîñòàâëåíû Ë. Í. Ìèðîíî-
âîé è Ã. À. Æóðàâëåâîé. Äðóãèå âàðèàíòû ýòèõ øòàììîâ,
ðàçëè÷àþùèåñÿ ïðèñóòñòâèåì PSI [PSI strong

+ èëè PSI weak

+ ],
áûëè ïîëó÷åíû â ïðîöåññå äàííîé ðàáîòû. Øòàìì GT26
(MATa aro7-1 cys1-72 his4-166 leu2-1 lys2-187 met8-1
trp5-48 ura3-1 [PSI+ PIN+]) è ïîëó÷åííûé èç íåãî èçîãåí-
íûé øòàìì GT27 [psi– pin–] (Chernova et al., 2003) áûëè
ïðåäîñòàâëåíû Þ. Î. ×åðíîâûì.

Èñïîëüçîâàëè ïëàçìèäû pRS316-GAL-SUP35(URA3),
pYS-GAL-HSP104(URA3), ñîäåðæàùèå ãåí SUP35 èëè
HSP104 ïîä êîíòðîëåì èíäóöèáåëüíîãî ïðîìîòîðà
GAL1,10, à òàêæå ñîîòâåòñòâóþùóþ êîíòðîëüíóþ ïëàç-
ìèäó pRS316-GAL(URA3), îïèñàííûå Þ. Î. ×åðíîâûì
(Chernoff et al., 1999) è ïðåäîñòàâëåííûå Ã. À. Æóðàâëå-
âîé.

Ïðè ïîìîùè âûøåóêàçàííûõ øòàììîâ è ïëàçìèä áûë
ïîëó÷åí íàáîð ðàçëè÷íûõ òðàíñôîðìàíòîâ è öèòîäóêòàí-
òîâ (Íåâçãëÿäîâà è äð., 2008). Òðàíñôîðìàíòû [PSI+] èç
äâóõ [psi–] è òðåõ [PSI weak

+ ] ïðîèçâîäíûõ øòàììà 74-D694,
íåñóùèå ãåí SUP35, áûëè îáîçíà÷åíû ñîîòâåòñòâåííî
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74-À/, 74-Ñ/, 74-Â/, 74-D/ è 74-Å/SUP35[PSI+]. Âî âñåõ
ñëó÷àÿõ ìû îòáèðàëè êëîíû, ïðîÿâëÿþùèå ñèëüíóþ ñó-
ïðåññèþ ([PSI strong

+ ]). Ïîñëå íåñêîëüêèõ ïåðåñåâîâ íà ïîë-
íóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó (YEPD) øòàììû óòðà÷èâàëè
ïëàçìèäû, ñîõðàíÿÿ, òåì íå ìåíåå, ýôôåêò ñèëüíîé ñó-
ïðåññèè. Öèòîäóêòàíòû îáîçíà÷åíû òàêèì îáðàçîì, ÷òî-
áû áûëî ïîíÿòíî èõ ïðîèñõîæäåíèå. Íàïðèìåð, â íàçâà-
íèè Ñ20[PSI+]/(OT56)B îáîçíà÷åíèå C20 ÿâëÿåòñÿ ñîêðà-
ùåííûì íàçâàíèåì öèòîäóêòàíòà, [PSI+] îáîçíà÷àåò åãî
ïëàçìîòèï, Â — ñîêðàùåííîå íàçâàíèå ðîäèòåëÿ ÀÍ/Â,
ñëóæàùåãî äîíîðîì ÿäðà, ÎÒ56 — íàçâàíèå äðóãîãî ðî-
äèòåëÿ, ñëóæàùåãî äîíîðîì öèòîïëàçìû. [psi–]-Ïðîèçâîä-
íûå, îòîáðàííûå ñðåäè êëîíîâ öèòîäóêòàíòîâ ïîñëå
òðàíñôîðìàöèè ïëàçìèäîé, íåñóùåé ãåí HSP104, îáîçíà-
÷àëè ïî ñõåìå: Ñ(íîìåð öèòîäóêòàíòà)/HSP104[psi–]. Ïðè-
ìåð [psi–]-ïðîèçâîäíîãî, ïîëó÷åííîãî ïîñëå îáðàáîòêè
øòàììà GuHCl, âûãëÿäèò òàê: 74-À/GuHCl[psi–].

Ñ ð å ä û ä ë ÿ ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ è î ñ í î â í û å
ì å ò î ä û ìàíèïóëèðîâàíèÿ äðîææåâûìè êëåòêàìè îïè-
ñàíû ó Øåðìàíà ñ ñîàâòîðàìè (Sherman et al., 1986). Ýëè-
ìèíàöèþ ïðèîíîâ GuHCl âûïîëíÿëè, êàê îïèñàíî ó ×åð-
íîâà ñ ñîàâòîðàìè (Chernoff et al., 2002), öèòîäóêöèþ —
êàê îïèñàíî â ëèòåðàòóðå (Zakharov, Yarovoy, 1977), ñ íå-
êîòîðûìè èçìåíåíèÿìè: êëåòêè çèãîò èäåíòèôèöèðîâàëè
ïî õàðàêòåðíîé ãàíòåëåîáðàçíîé ôîðìå è çàòåì èçîëèðî-
âàëè ìèêðîìàíèïóëèðîâàíèåì. Â êà÷åñòâå [PSI+]-öèòî-
äóêòàíòîâ îòáèðàëè êëîíû, êîòîðûå ñîõðàíÿëè ÿäåðíûå
ìàðêåðû [psi–]-ðîäèòåëÿ, íî ïîëó÷àëè [PSI+]-ôàêòîð, î
÷åì ñâèäåòåëüñòâîâàëè öâåò êîëîíèè íà ñðåäå YEPD, à
òàêæå ñïîñîáíîñòü ðàñòè íà ñðåäå áåç àäåíèíà.

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å è à í à ë è ç á å ë ê î â û õ ý ê ñ ò -
ð à ê ò î â è ç î ñ à ä ê î â ã ð ó á û õ ë è ç à ò î â ä ð î æ æ å -
â û õ ê ë å ò î ê. Äðîææåâûå êóëüòóðû âûðàùèâàëè íà
òâåðäîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå â òå÷åíèå 5—6 ñóò. Ñîáðàí-
íûå êëåòêè îòìûâàëè âîäîé îò îñòàòêîâ ïèòàòåëüíîé ñðå-
äû è ëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ âñòðÿõèâàíèÿ è ñòåêëÿííûõ
áóñ â áóôåðå À: 25 ìÌ Tris-HCl, pH 7.5, 100 ìÌ NaCl è
10ìÌ EDTA. Ïðîòåàçû áëîêèðîâàëè äîáàâëåíèåì 10 ìÌ
ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèäà (PMSF). Òàê êàê öåëü íà-
ñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â òîì, ÷òîáû èçîëèðîâàòü ìàê-
ñèìàëüíî ïîëíûé ïóë ïðèîíñîäåðæàùèõ àãðåãàòîâ â
îñàäêàõ ïîëó÷åííûõ íàìè ïðåïàðàòîâ, ìû íå èñïîëüçîâà-
ëè äèòèîòðåèòîë (DTT) â áóôåðå À âî èçáåæàíèå ðàçðó-
øåíèÿ ñâÿçåé ïðèîíèçèðîâàííûõ áåëêîâ ñ ðàçëè÷íûìè
ïðèîíàññîöèèðîâàííûìè áåëêàìè. Îñòàòêè êëåòîê è ñòåê-
ëÿííûå áóñû óäàëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 100 g
â òå÷åíèå 1 ìèí, à ïîëó÷åííûå ñóïåðíàòàíòû ðàçáàâëÿëè
áóôåðîì À â 1.5 ðàçà ïðè 0 °Ñ. Êîëè÷åñòâî áåëêà â ðàçáàâ-
ëåííûõ ñóïåðíàòàíòàõ îïðåäåëÿëè ìîäèôèöèðîâàííûì
ìåòîäîì Ëîóðè (Ñåâåðèí, Ñîëîâüåâ, 1989), ïîñëå ÷åãî ëè-
çàòû ñðàâíèâàåìûõ áåëêîâ âûðàâíèâàëè ïî áåëêó è öåíò-
ðèôóãèðîâàëè ïðè 1000 g â òå÷åíèå 30 ìèí. Ôðàêöèþ ñó-
ïåðíàòàíòîâ óäàëÿëè, à îñàäêè îòìûâàëè. Êàæäûé ýòàï
î÷èñòêè îñàäêîâ âêëþ÷àë â ñåáÿ ðåñóñïåíäèðîâàíèå â ñî-
îòâåòñòâóþùåì áóôåðå ñ ïîñëåäóþùèì öåíòðèôóãèðîâà-
íèåì. Îäíàêî ïðîöåäóðà îòìûâêè â ðàçíûõ ýêñïåðèìåí-
òàõ âàðüèðîâàëà. Äëÿ ñðàâíåíèÿ îñàäî÷íûõ áåëêîâ â àãà-
ðîçíîì ãåëå îñàäêè îäíîêðàòíî îòìûâàëè â PBS (150 ìÌ
NaHCl, 25 ìÌ Na2HPO4-NaH2PO4, pH 7.4), â òî âðåìÿ êàê
ïåðåä íàíåñåíèåì â ÏÀÀÃ îñàäêè îòìûâàëè 8 Ì ìî÷åâè-
íîé, çàòåì äâàæäû PBS è 3 ðàçà ñ ïîìîùüþ PBS, ñîäåðæà-
ùåãî 2 % äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ (SDS), ïðè 37 °Ñ, ÷òî-
áû èçáàâèòüñÿ îò íåïðèîíîâûõ áåëêîâûõ àãðåãàòîâ è óäà-
ëèòü ñëàáî àññîöèèðîâàííûå áåëêè èç àãðåãàòîâ ïðèîíîâ
(Kryndushkin et al., 2003).

Ýêñòðàêöèþ áåëêîâûõ îñàäêîâ âûïîëíÿëè â áóôåðå Â
(0.15Ì Tris-HCl, pH 6.8, 2 % SDS, 3 % b-ìåðêàïòîýòàíîëà
(b-ÌÅ), 10 % ãëèöåðèíà è 0.05 % áðîìôåíîëîâîãî ñèíå-
ãî) â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 37 °Ñ. Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ
b-ÌÅ çàìåíÿëè íà 50 ìÌ DTT.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç. Äëÿ ìîíîìåðèçàöèè áåëêà, ýêñòðà-
ãèðîâàííûå ïðîáû êèïÿòèëè â òå÷åíèå 10 ìèí, çàòåì öåí-
òðèôóãèðîâàëè 5 ìèí ïðè 1000 g. Ïîëó÷åííûå ñóïåðíà-
òàíòû èñïîëüçîâàëè äëÿ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ ïðîá. Â êà-
÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè îñàäêè, ýêñòðàãèðîâàííûå
â áóôåðå Â áåç êèïÿ÷åíèÿ ñ b-ÌÅ. Áåëêè â ïðîáàõ ðàçäå-
ëÿëè â äåíàòóðèðóþùåì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå (ÏÀ-
ÀÃ-SDS) â ñîîòâåòñòâèè ñî ñòàíäàðòíîé ïðîöåäóðîé (La-
emmli, 1970).

Ïðèìåíÿÿ ìåòîä Êðûíäóøêèíà (Kryndushkin et al.,
2003) äëÿ îáëåã÷åíèÿ ïðîõîæäåíèÿ ïîëèìåðîâ è çà-
äåðæêè èõ íà ñòàðòå â ðàçäåëÿþùåì ÏÀÀÃ, â êà÷åñòâå
êîíöåíòðèðóþùåãî ãåëÿ âìåñòî ÏÀÀÃ èñïîëüçîâàëè
1.8%-íóþ àãàðîçó. Â êà÷åñòâå êðàñèòåëÿ èñïîëüçîâàëè
Êóìàññè R259.

Â å ñ ò å ð í - á ë î ò. Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà áåëêè ïåðå-
íîñèëè èç ÏÀÀÃ íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó (Amer-
sham, ÑØÀ) ñòàíäàðòíûì ïîëóñóõèì ìåòîäîì. Èäåí-
òèôèêàöèþ Sup35 ïðîâîäèëè, èñïîëüçóÿ ïåðâè÷íûå ïî-
ëèêëîíàëüíûå êðîëè÷üè àíòèòåëà (ïîëó÷åííûå îò
Ã. À. Æóðàâëåâîé) è âòîðè÷íûå àíòèêðîëè÷üè IgG êîçëà,
ñâÿçàííûå ñ HPR (ïåðîêñèäàçîé õðåíà îáûêíîâåííîãî)
(ICN, ÑØÀ). Äåòåêöèþ ïðîâîäèëè, èñïîëüçóÿ â êà÷åñòâå
ñóáñòðàòà 1-õëîð-4-íàôòîë (ðèñ.1, â).

Â äðóãèõ ýêñïåðèìåíòàõ Âåñòåðí-áëîò äðîææå-
âûõ áåëêîâ âûïîëíÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì âòîðè÷íûõ àí-
òèòåë, ñâÿçàííûõ ñ HPR (Sigma, ÑØÀ). Âûÿâëåíèå ïåðîê-
ñèäàçû ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåàãåíòîâ ECL (Pier-
ce, ÑØÀ). Äðîææåâûå áåëêè ðàçäåëÿëè â 10%-íîì
äåíàòóðèðóþùåì ÏÀÀÃ-SDS (Laemmli, 1970) è ïåðåíî-
ñèëè íà ìåìáðàíó PVDF (Immunoblot®, Bio-Rad, ÑØÀ) â
áóôåðå Towbin (25 ìÌ Tris-HCl, 192 ìÌ ãëèöèíà, 0.05 %
SDS è 10 % ìåòàíîëà, ðÍ 7.3) (Towbin et al.,1979). Ìåìá-
ðàíó îòìûâàëè â áóôåðå TTBS (10 ìÌ Tris-HCl, ðÍ 7.5,
150 ìÌ NaCl è 0.1 % Tween-20) è íåñïåöèôè÷åñêîå ñâÿ-
çûâàíèå àíòèòåë áëîêèðîâàëè 5%-íûì îáåçæèðåííûì ìî-
ëîêîì, ïðèãîòîâëåííîì íà òîì æå áóôåðå. Äîïîëíèòåëü-
íûé áëîêèðóþùèé àãåíò îòìûâàëè áóôåðîì TTBS, ïîñëå
÷åãî ìåìáðàíó èíêóáèðîâàëè ñ êðîëè÷üèìè àíòèòåëàìè
èëè ê Sup35, èëè Hsp104 (ðèñ. 1, à, á; 5, á). Êðîëè÷üè
ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê Hsp104 äëÿ ýòèõ ýêñïåðèìåí-
òîâ áûëè ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû À. Ï. Ãàëêèíûì (ðèñ. 1,
à, â; 5, à).

Ý ë þ ö è ÿ á å ë ê î â. Êóñêè ãåëåé ïîäâåðãàëè ýêñòðàê-
öèè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå 3—4 ðàçà ïî 12 ÷ êàæäûé
â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 50 ìÌ Tris-HCl, pH 7.5, 0.14 M
NaCl, 0.075 % SDS, 20 ìÌ DTT, 0.1 ìÌ PMSF è ïî
0.0001 % àïðîòèíèíà, ïåïñòàòèíà è ëåóïåïòèíà.

2 D - ý ë å ê ò î ð î ô î ð å ç â ï î ë è à ê ð è ë à ì è ä í î ì
ã å ë å. Äâóìåðíîå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåë-
êîâ âêëþ÷àëî â ñåáÿ 2 ñòàäèè: èçîýëåêòðè÷åñêîå ôîêóñè-
ðîâàíèå (IEF) è ÏÀÀÃ-SDS. IEF âûïîëíÿëè â 18-ñàíòè-
ìåòðîâîì ãåëå IPG DryStrip, pH 3—10, c èñïîëüçîâàíèåì
ñèñòåìû Ettan IPGphor II IEF (GE Helthcare, Amersham,
Âåëèêîáðèòàíèÿ). Îáðàçöû ðàñòâîðÿëè â 350 ìêë ñòàí-
äàðòíîãî IEF-áóôåðà (8 Ì ìî÷åâèíà, 2 % ÑHAPS, 2 %
IPG-áóôåðà, ðÍ 3—10, 1.2 % ðåàãåíòà DeStreak).

Ìàññ -ñïåêòðîìåòðè÷åñêèé à í à ë è ç (MALDI).
Òðèïòè÷åñêèé ãèäðîëèç áåëêà â ÏÀÀÃ, îêðàøåííîì Coo-
massie Brilliant Blue (G-250), ïðîâîäèëè ñëåäóþùèì îáðà-
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çîì: êóñî÷åê ãåëÿ ðàçìåðîì 1 ìì3 äâàæäû ïðîìûâàëè äëÿ
óäàëåíèÿ êðàñèòåëÿ ïóòåì èíêóáàöèè â 100 ìêë 40%-íîãî
ðàñòâîðà àöåòîíèòðèëà â 0.1 Ì NH4HCO3 â òå÷åíèå 30
ìèí ïðè 37 °Ñ. Ïîñëå óäàëåíèÿ ðàñòâîðà äëÿ äåãèäðàòà-
öèè ãåëÿ äîáàâëÿëè ïî 100 ìêë àöåòîíèòðèëà. Óäàëèâ àöå-
òîíèòðèë è âûñóøèâ êóñî÷åê ãåëÿ, ïðèáàâëÿëè ê íåìó 4
ìêë ðàñòâîðà, ìîäèôèöèðîâàííîãî 15 ìêã/ìë òðèïñèíà
(Promega, ÑØÀ), ðàñòâîðåííîãî äî êîíöåíòðàöèè 15
ìêã/ìë â 0.05 Ì NH4HCO3. Ãèäðîëèç ïðîâîäèëè â òå÷åíèå
18 ÷ ïðè 37 °Ñ, çàòåì ê ðàñòâîðó äîáàâëÿëè 8 ìêë
0.5%-íîé ÒÔÓ (òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòû) â 10%-íîì
ðàñòâîðå àöåòîíèòðèëà â âîäå è òùàòåëüíî ïåðåìåøèâà-
ëè. Íàäãåëåâûé ðàñòâîð èñïîëüçîâàëè äëÿ ïîëó÷åíèÿ
MALDI-ìàññ-ñïåêòðîâ.

Ïîäãîòîâêó îáðàçöîâ äëÿ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè ïðîâî-
äèëè ñëåäóþùèì îáðàçîì: íà ìèøåíè ñìåøèâàëè ïî
1 ìêë ðàñòâîðà îáðàçöà è 0.3 ìêë ðàñòâîðà 2, 5-äèãèäðîê-
ñèáåíçîéíîé êèñëîòû (10 ìã/ìë; Aldrich, ÑØÀ) â
20%-íîì àöåòîíèòðèëå â âîäå è ñîäåðæàùåãî 0.5 % ÒÔÓ;
ïîëó÷åííóþ ñìåñü âûñóøèâàëè íà âîçäóõå.

Ìàññ-ñïåêòðû ïîëó÷àëè íà òàíäåìíîì MALDI-âðåìÿ-
ïðîëåòíîì (TOF/TOF) ìàññ-ñïåêòðîìåòðå Ultraflex II
BRUKER (Ãåðìàíèÿ), îñíàùåííîì ÓÔ-ëàçåðîì (Nd).
Ìàññ-ñïåêòðû ïîëó÷åíû â ðåæèìå ïîëîæèòåëüíûõ èîíîâ
ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåôëåêòðîíà; òî÷íîñòü èçìåðåííûõ
ìàññ ïîñëå äîêàëèáðîâêè ïî ïèêàì àâòîëèçà òðèïñèíà ñî-
ñòàâëÿëà 0.007 %.

Èäåíòèôèêàöèþ áåëêîâ îñóùåñòâëÿëè ïðè ïîìîùè
ïðîãðàììû Mascot (www.matrixscience.com). Ïîèñê ïî
«ïåïòèäíîìó ôèíãåðïðèíòó» ïðîâîäèëè â áàçå äàííûõ
NCBI ñðåäè áåëêîâ âñåõ îðãàíèçìîâ. Çàòåì, åñëè íåîáõî-
äèìî, óäàëèâ èç ïèê-ëèñòîâ ïèêè òðèïñèíîëèçà êåðàòèíà,
ïðîâîäèëè ïîâòîðíûé ïîèñê ñðåäè äðîææåâûõ áåëêîâ ñ
óêàçàííîé òî÷íîñòüþ ñ ó÷åòîì âîçìîæíîãî îêèñëåíèÿ ìå-
òèîíèíîâ êèñëîðîäîì âîçäóõà è âîçìîæíîé ìîäèôèêàöèè
öèñòåèíîâ àêðèëàìèäîì.

Ðåçóëüòàòû

Î ï ò è ì è ç à ö è ÿ ï ð è ã î ò î â ë å í è ÿ ï ð å ï à ð à ò î â
î ñ à ä î ÷ í û õ á å ë ê î â. Äëÿ òîãî ÷òîáû ïðîâåñòè ñêðè-
íèíã áåëêîâ, âîâëå÷åííûõ âî âçàèìîäåéñòâèå ñ ïðèîíàìè,
â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäïðèíÿòî ñðàâíåíèå áåëêîâîãî ñî-
ñòàâà àãðåãàòîâ, âûäåëåííûõ èç êëåòîê èçîãåííûõ øòàì-
ìîâ äðîææåé, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïðèîíîâûì ñòàòóñîì. ×òî-
áû âûÿâèòü ïî âîçìîæíîñòè ïðåäñòàâèòåëüíûé (ðåïðå-
çåíòàòèâíûé) íàáîð òàêèõ áåëêîâ, íåîáõîäèìî áûëî
ðàçðàáîòàòü ìåòîäèêó «ìÿãêîãî» âûäåëåíèÿ ïðèîíîâûõ
àãðåãàòîâ, ïðè êîòîðîé ýòè àãðåãàòû ïîäâåðãàëèñü áû ìè-
íèìàëüíîìó ðàçðóøåíèþ. Ïîñëå ìåõàíè÷åñêîãî ðàçðóøå-
íèÿ êëåòîê èõ êðóïíûå ôðàãìåíòû îñàæäàëè ïðè 100 g â
òå÷åíèå 1 ìèí. Çàòåì íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü (ãðóáûé
ëèçàò êëåòîê) öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 1000 g â òå÷åíèå
30 ìèí, ñ òåì ÷òîáû â îñàäêå ïîëó÷èòü àãðåãàòû áåëêîâ, â
òîì ÷èñëå àãðåãàòû ïðèîíîâ è àññîöèèðîâàííûõ ñ íèìè
áåëêîâ. Äàëåå îñàäêè, ïîëó÷åííûå èç ãðóáûõ êëåòî÷íûõ
ëèçàòîâ ýòèì ñïîñîáîì, ìû áóäåì äëÿ êðàòêîñòè íàçûâàòü
îñàäî÷íîé ôðàêöèåé èëè ïðîñòî îñàäêàìè, à áåëêè, ýêñò-
ðàãèðîâàííûå èç íèõ, — îñàäî÷íûìè áåëêàìè. ×òîáû âû-
÷ëåíèòü èç ñîâîêóïíîñòè îñàäî÷íûõ áåëêîâ ïðèîíàññîöè-
èðîâàííûå áåëêè, ìû ñðàâíèâàëè îñàäêè [PSI+]- è [psi–]-
øòàììîâ. Ïðè ýòîì óñëîâèÿ âûðàùèâàíèÿ êëåòîê è èõ
ðàçðóøåíèÿ, ïîëó÷åíèÿ îñàäî÷íîé ôðàêöèè, åå îòìûâêè è
ýêñòðàêöèè îñàäî÷íûõ áåëêîâ áûëè îïòèìèçèðîâàíû òà-

êèì îáðàçîì, ÷òîáû âûÿâëÿåìûå ýëåêòðîôîðåçîì ðàçëè-
÷èÿ ìåæäó èçîãåííûìè [PSI+]- è [psi–]-øòàììàìè áûëè
ìàêñèìàëüíûìè.

Äëÿ îòâåòà íà âîïðîñ î òîì, îñòàþòñÿ ëè ïðèîíû â
îñàäêàõ ïîñëå èõ îòìûâêè êîíöåíòðèðîâàííûì ðàñòâî-
ðîì ìî÷åâèíû è òðåìÿ îòìûâêàìè 2%-íûì SDS, áûë ïðè-
ìåíåí ìåòîä, ïîçâîëÿþùèé êîíöåíòðèðîâàòü ïðèîíîâûå
ïîëèìåðû è àãðåãàòû íà ñòàðòå ðàçäåëÿþùåãî ÏÀÀÃ ïî-
ñëå ïðîõîæäåíèÿ ÷åðåç àãàðîçíûé êîíöåíòðèðóþùèé
ãåëü (Kryndushkin et al., 2003). Âñå ïðîáû ýêñòðàãèðîâàëè
â áóôåðå Â â ïðèñóòñòâèè 50 ìÌ DTT, íàíîñèëè â ëóíêè
1.8%-íîãî àãàðîçíîãî êîíöåíòðèðóþùåãî ãåëÿ è âûðåçàëè
ïîñëå òîãî, êàê îíè âõîäèëè â ðàçäåëÿþùèé 8%-íûé
ÏÀÀÃ. Ïîëîñêó ÏÀÀÃ ïðèìåðíî â 8 ìì ïîäâåðãàëè áëî-
òèíãó ñ àíòèòåëàìè íà Sup35p. Òàêèì îáðàçîì, ðèñ. 1, à
ïðåäñòàâëÿåò èììóííûé îòâåò ïðåïàðàòîâ èç îñàäî÷íûõ
áåëêîâ, ïðåèìóùåñòâåííî ñîäåðæàùèé ôðàêöèþ ïðèîíî-
âûõ ïîëèìåðîâ è íåáîëüøèõ ïðèîíîâûõ àãðåãàòîâ (Kryn-
dushkin et al., 2003).

Íà äîðîæêå 3 ðèñ. 1, à ìîæíî âèäåòü áîëåå èíòåíñèâ-
íûé èììóííûé îòâåò ïðåïàðàòà, ïðåäâàðèòåëüíî íå îáðà-
áîòàííîãî ìî÷åâèíîé. Ýòî ãîâîðèò î òîì, ÷òî ìî÷åâèíà
âûìûâàåò ÷àñòü ïðèîíîâ èç îñàäêîâ. Îá ýòîì æå ãîâîðèò
è ðåçóëüòàò ãèáðèäèçàöèè áåëêîâ, ïîëó÷åííûõ èç ñóïåð-
íàòàíòà ïîñëå îòìûâêè îñàäêà 8 Ì ìî÷åâèíîé (ðèñ. 1, à,
äîðîæêà 5). Íà áîëüøèå ðàçìåðû îñàæäàåìûõ èç ãðóáûõ
ëèçàòîâ áåëêîâûõ àãðåãàòîâ óêàçûâàåò òîò ôàêò, ÷òî áåë-
êè èç ïðåïàðàòà, íå îòìûòîãî ìî÷åâèíîé, âîîáùå íå âõî-
äÿò â ÏÀÀÃ, åñëè îíè íå áûëè ïðåäâàðèòåëüíî ïîä-
âåðãíóòû êèïÿ÷åíèþ (ñð. äîðîæêè 3 è 4). Ýòîò âûâîä
ïîäòâåðæäàåòñÿ òàêæå òåì, ÷òî, íåñìîòðÿ íà âñå ïåðå-
÷èñëåííûå îòìûâêè è êèïÿ÷åíèå, ïîëèìåðû Sup35 ó
[PSI+]-øòàììà íå ðàçðóøàþòñÿ ïîëíîñòüþ (äîðîæêè 1 è
2). Äàííûå, ïðèâåäåííûå íà ðèñ. 1, á, òàêæå ñâèäåòåëüñò-
âóþò î òîì, ÷òî ïðè ðàçäåëåíèè îñàäî÷íûõ áåëêîâ èììóí-
íûé îòâåò îáíàðóæèâàåòñÿ òîëüêî ó [PSI+]-øòàììîâ (ñð.
äîðîæêè 1 è 2). Ïðè ýòîì êèïÿ÷åíèå ïðè ýêñòðàêöèè çà-
ìåòíî óâåëè÷èâàåò êîëè÷åñòâî Sup35p â ïðåïàðàòå. Ýòîò
ôàêò èìååò ïðèíöèïèàëüíîå çíà÷åíèå, òàê êàê ðàçíèöó
ìåæäó êèïÿ÷åíûìè è íåêèïÿ÷åíûìè ïðåïàðàòàìè ïðèíÿ-
òî ñ÷èòàòü ñàìûì ïðîñòûì è íàäåæíûì êðèòåðèåì äëÿ
îïðåäåëåíèÿ àìèëîèäíûõ áåëêîâ â ÏÀÀÃ.

Â êà÷åñòâå ïðîòîêîëà ïîäãîòîâêè ïðåïàðàòîâ îñàäî÷-
íûõ áåëêîâ äëÿ äàëüíåéøåãî ñðàâíèòåëüíîãî èçó÷åíèÿ â
ÏÀÀÃ áûëè âûáðàíû ñëåäóþùèå ïðîöåäóðû: îñàäêè îò-
ìûâàëè îò áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ðàñòâîðèìûõ êëåòî÷íûõ
áåëêîâ 1 ðàç 8 Ì ìî÷åâèíîé, 2 ðàçà PBS è 3 ðàçà 2%-íûì
SDS. Õîòÿ îáðàáîòàííûå òàêèì îáðàçîì îñàäêè òåðÿëè
çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî ïîëèìåðíûõ áåëêîâ, ìû ïðåä-
ïîëîæèëè, ÷òî äîñòàòî÷íî áîëüøîå êîëè÷åñòâî àãðåãàòîâ,
óæå ñôîðìèðîâàííûõ íà îñíîâå ïðèîíîâûõ ôèáðèëë, â
íèõ îñòàåòñÿ. Áåëêè èç òàêèõ àãðåãàòîâ ýêñòðàãèðîâàëè â
áóôåðå Â â ïðèñóòñòâèè 0.5 ìÌ DTT èëè 3 % b-ÌÅ ñ ïî-
ñëåäóþùèì 10-ìèíóòíûì êèïÿ÷åíèåì, íåîáõîäèìûì òàê-
æå äëÿ ìîíîìåðèçàöèè ïîëèìåðîâ.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò, ÷òî ïðåäëî-
æåííûå íàìè ïðîöåäóðû ïîäãîòîâêè ïðåïàðàòîâ îñàäî÷-
íûõ áåëêîâ àäåêâàòíû äëÿ âûÿâëåíèÿ ðàçíèöû ìåæäó
[PSI+]- è [psi–]-øòàììàìè.

Ðèñ. 1, â ïðåäñòàâëÿåò îáðàçöû ýëåêòðîôîðåòè÷åñêî-
ãî ðàçäåëåíèÿ â ÏÀÀÃ (ñïðàâà) è Âåñòåðí-áëîò (ñëåâà) îñà-
äî÷íûõ áåëêîâ èç øòàììîâ, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî [PSI+]-
ôàêòîðó. Îñàäêè îòìûâàëè 8 Ì ìî÷åâèíîé 1 ðàç, PBS —
2 ðàçà è 2 % SDS — 3 ðàçà, çàòåì ýêñòðàãèðîâàëè â áóôåðå
Â, ñîäåðæàùåì 3 % b-ÌÅ, è êèïÿòèëè ïåðåä íàíåñåíèåì â
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ëóíêè. Äîðîæêè 1—5 ïðåäñòàâëÿþò îäíó ãðóïïó èçîãåí-
íûõ ìåæäó ñîáîé øòàììîâ, à äîðîæêè 6—8 — äðóãóþ.

Èììóííûé îòâåò íà àíòèòåëà ê áåëêó Sup35 îòñóòñò-
âóåò ó îñàäî÷íûõ áåëêîâ [psi–]-øòàììîâ (ëåâàÿ ÷àñòü, äî-
ðîæêè 3, 6). Íàèáîëåå âûðàæåí èììóííûé îòâåò ó øòàì-
ìîâ ñ ñèëüíîé íîíñåíñ-ñóïðåññèåé (äîðîæêè 1, 5). Ýòî
ñîãëàñóåòñÿ ñ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè î òîì, ÷òî øòàì-
ìû ñ ñèëüíîé ñóïðåññèåé èìåþò áîëüøåå êîëè÷åñòâî ïðè-
îíèçèðîâàííîãî Sup35p, ÷åì èõ ïðîèçâîäíîå ñî ñëàáîé
ñóïðåññèåé (Chernoff, 2008). Èç äàííûõ ðèñ. 1, â âèäíî
òàêæå, ÷òî êîëè÷åñòâî Sup35p â îñàäî÷íîé ôðàêöèè çàâè-
ñèò îò ñòàäèè êëåòî÷íîãî ðîñòà: ó êëåòîê, âûðàùåííûõ äî
ñòàöèîíàðîé ôàçû (äîðîæêà 1), ýòî êîëè÷åñòâî áîëüøå,
÷åì ó ëîãàðèôìè÷åñêîé êóëüòóðû (äîðîæêà 2). Ñîîòâåò-
ñòâåííî âñå ýêñïåðèìåíòû ìû ñòàâèëè íà êëåòêàõ, âû-
ðàùåííûõ äî ñòàöèîíàðíîé ôàçû. Íà äîðîæêå 7 ïðåä-
ñòàâëåí öèòîäóêòàíò, ïîëó÷èâøèé [PSI+]-ôàêòîð îò øòàì-
ìà äîíîðà (äîðîæêà 5). Îñàäî÷íûå áåëêè èç ýòîãî æå
øòàììà, âûäåëåííûå â îòñóòñòâèå b-ÌÅ è áåç êèïÿ÷å-
íèÿ, î÷åâèäíî, â ÏÀÀÃ íå âõîäÿò, òàê êàê ñîîòâåòñòâóþ-
ùàÿ äîðîæêà (8) è ïðè îêðàñêå Êóìàññè, è ïðè èììóíî-
áëîòå îêàçûâàåòñÿ ïóñòîé. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî áëîò-
ãèáðèäèçàöèÿ âûÿâëÿåò íå òîëüêî áýíä, ñîîòâåòñòâóþùèé
ìîëåêóëÿðíîé ìàññå Sup35p, íî è ìèíîðíûé áýíä ìåíü-
øåé ìàññû. Ðàíåå îí áûë íàéäåí äðóãèìè àâòîðàìè è îáú-
ÿñíåí îãðàíè÷åííûì ïðîòåîëèçîì N-òåðìèíàëüíîãî äî-
ìåíà Sup35p (Kryndushkin et al., 2003). Â äîïîëíåíèå
ê áýíäàì, âûÿâëÿåìûì èììóíîëîãè÷åñêè, íà ðèñ. 1, ñïðà-

âà ìîæíî âèäåòü áýíäû, âûÿâëÿåìûå îêðàøèâàíèåì
ïî Êóìàññè. Îíè ÿâíî íå îòíîñÿòñÿ ê áåëêó Sup35, íî,
òåì íå ìåíåå, ðàçëè÷àþòñÿ ó [PSI+]- è [psi–]-øòàììîâ.
Â ýêñïåðèìåíòàõ, ïðèâåäåííûõ â ñëåäóþùåì ðàçäåëå,
áûëè ïðåäïðèíÿòû ïîïûòêè áîëåå äåòàëüíî èçó÷èòü ýòè
ðàçëè÷èÿ.

Â û ÿ â ë å í è å á å ë ê î â , à ã ð å ã à ö è ÿ ê î ò î ð û õ
ç à â è ñ è ò î ò ï ð è ñ ó ò ñ ò â è ÿ ï ð è î í î â. Èñïîëüçóÿ
ÏÀÀÃ-SDS-ýëåêòðîôîðåç, ìû ñðàâíèâàëè ñîñòàâ îñàäî÷-
íûõ áåëêîâ èñõîäíûõ [PSI+]- è [psi–]-øòàììîâ, ïîëó÷åí-
íûõ èç íèõ ëèáî â ðåçóëüòàòå ðîñòà êëåòîê íà ñðåäå YEPD
ñ äîáàâêîé ìàëîé äîçû GuHCl, ëèáî áëàãîäàðÿ òðàíñôîð-
ìàöèè ïëàçìèäîé ñ ãåíîì Hsp104, ïðèâîäÿùåé ê ñâåðõ-
ïðîäóêöèè Hsp104p. Êðîìå òîãî, ñðàâíèâàëè îñàäî÷íûå
áåëêè ó èçîãåííûõ øòàììîâ [PSI+]- è [psi–], ïîëó÷åííûõ â
ðåçóëüòàòå öèòîäóêöèè èëè ââåäåíèÿ ïëàçìèäû ñ ãåíîì
Sup35, ïðèâîäÿùåãî ê ñâåðõïðîäóêöèè áåëêà Sup35.
Âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ òàêîãî ðîäà óòðàòà êëåòêàìè
[PSI+]-ôàêòîðà ñîïðîâîæäàëàñü ëèáî óòðàòîé, ëèáî óìå-
íüøåíèåì êîëè÷åñòâà îòäåëüíûõ îñàäî÷íûõ áåëêîâ. Íà-
ïðîòèâ, ïðèîáðåòåíèå [PSI+]-ôàêòîðà ïðèâîäèëî ê ïðèîá-
ðåòåíèþ îäíèõ áåëêîâ è óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà íåêîòî-
ðûõ äðóãèõ.

Íà ðèñ. 2, à, á ïðåäñòàâëåíû ýëåêòðîôîðåãðàììû îñà-
äî÷íûõ áåëêîâ, ïîëó÷åííûõ èç [PSI weak

+ ]-øòàììà è
[PSI+]-òðàíñôîðìàíòîâ ñî ñâåðõïðîäóêöèåé Sup35p, à
òàêæå èç èõ [psi–]-ïðîèçâîäíûõ. Ìîæíî âèäåòü, ÷òî êîí-
âåðñèÿ êëåòîê èç [PSI+]-ñîñòîÿíèÿ â [psi–] ñîïðîâîæäàåòñÿ
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ðàçíûõ ïðîöåäóð — îòìûâêè è êèïÿ÷åíèÿ ïðîá — íà ñîõðàíåíèå Sup35p â îñàäêàõ ãðóáûõ ëèçàòîâ, âûÿâëÿåìîå
èììóíîáëîòèíãîì, ó [psi–]- è [PSI+]-èçîãåííûõ øòàììîâ äðîææåé.

à — äåéñòâèå íà ïðèîíîâûå ïîëèìåðû è àãðåãàòû; äîðîæêè: 1 — 74-D 694 [psi–]; 2—5 — OT56 [PSI strong

+ ]. Îñàäêè ïîëó÷àëè, êàê óêàçàíî â ðàçäåëå «Ìàòå-
ðèàë è ìåòîäèêà». Íåêîòîðûå èç íèõ ïåðåä ýêñòðàêöèåé îòìûâàëè 1 ðàç 8 Ì ìî÷åâèíîé, çàòåì äâàæäû PBS è òðèæäû 2%-íûì SDS (äîðîæêè 1, 2), äðó-
ãèå îòìûâàëè òîëüêî SDS (äîðîæêè 3, 4); äîðîæêà 5 — ñóïåðíàòàíò ïîñëå îòìûâêè 8 Ì ìî÷åâèíîé è óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 60 000 g â òå÷å-
íèå 40 ìèí. Äî ýêñòðàêöèè ïðîáû ïîäâåðãàëè (K) èëè íå ïîäâåðãàëè (ÍK) êèïÿ÷åíèþ. á — ñðàâíåíèå ýôôåêòèâíîñòè ìîíîìåðèçàöèè ó [PSI+]-ïðîá,
ïîäâåðãíóòûõ (K) è íå ïîäâåðãíóòûõ (ÍK) êèïÿ÷åíèþ äî íàíåñåíèÿ â 8%-íûé ÏÀÀÃ; 1 — 74-C/GuHCL [psi–]; 2, 3 — 74-C/Sup35[PSI+]. Îñàäêè îòìûâà-
ëè 8 Ì ìî÷åâèíîé è 2%-íûì SDS, ýêñòðàãèðîâàëè â áóôåðå Â, ñîäåðæàùåì 3 % â-ME. Ïîëîñêó 10%-íîãî ÏÀÀÃ, ñîîòâåòñòâóþùóþ 76 êÄà, âûðåçàëè è
ïîäâåðãàëè áëîòèíãó ñ àíòèòåëàìè íà Sup35p. â — ýëåêòðîôîðåãðàììà (ñïðàâà) è Âåñòðåí-áëîò (ñëåâà) îñàäî÷íûõ áåëêîâ, ðàçäåëåííûõ â 7%-íîì
ÏÀÀÃ; 1 — OT56 [PSI strong

+ ], 2 — OT56log [PSI strong

+ ]. Øòàììû 1 è 2 ðàçëè÷àþòñÿ âîçðàñòîì èñïîëüçóåìîé â îïûòå êóëüòóðû: 1 — âûðàùèâàëè äî ïîëíîãî
ñòàöèîíàðà (5 ñóò); 2— êóëüòóðó âûðàùèâàëè ìåíåå 1 ñóò, è îíà íàõîäèëàñü â îñíîâíîì â ëîãàðèôìè÷åñêîé ñòàäèè ðîñòà; 3 — 74-D694[psi–]; 4 —
74-D694 [PSI weak

+ ]. Øòàìì 3 ïîëó÷àëè èç øòàììà 4 ýëèìèíàöèåé [PSI+]-ôàêòîðà ñ ïîìîùüþ GuHCl. 5 — 74E/SUP35 [PSI weak

+ ] áûë ïîëó÷åí òðàíñôîðìà-
öèåé ïëàçìèäîé ñ ãåíîì SUP35 è îòîáðàí êàê òðàíñôîðìàíò, ïðîÿâëÿþùèé ñóïðåññèþ ñèëüíîãî òèïà. Â îïûòå ïî öèòîäóêöèè åãî èñïîëüçîâàëè êàê äî-
íîð (Ä) öèòîïëàçìû. 6 — B/AH[psi–] — øòàìì èñïîëüçîâàëè êàê ðåöèïèåíò (Ð). 7 — c21[PSI+]/(74-E)B, øòàìì ïîëó÷åí êàê öèòîäóêòàíò ïðè ñêðå-
ùèâàíèè Ä è Ð; 8 — òîò æå ïðåïàðàò, ÷òî è íà äîðîæêå 7, çà òåì èñêëþ÷åíèåì, ÷òî â áóôåð ýêñòðàêöèè íå äîáàâëÿëè â-ME è ïåðåä íàíåñåíèåì â ãåëü

ïðåïàðàò íå êèïÿòèëè.



âûðàæåííûì îñëàáëåíèåì îêðàñêè íåñêîëüêèõ áýíäîâ íà
ýëåêòðîôîðåãðàììå (ñð. äîðîæêè 1 è 2, 3 è 4 íà ðèñ. 2, à,
1 è 2, 3 è 4, 5 è 6 íà ðèñ. 2, á). Òàê êàê èíòåíñèâíîñòü îêðà-
ñêè áåëêîâ ïî Êóìàññè îòðàæàåò èõ êîëè÷åñòâî â ïðåïà-
ðàòå, ìû ïîëàãàåì, ÷òî â ïîòîìñòâå îáðàáîòàííûõ GuHCl
êëåòîê êîëè÷åñòâî îòäåëüíûõ áåëêîâ â îñàäî÷íîé ôðàê-
öèè ïîíèæàåòñÿ. Äàííûå, ïðèâåäåííûå íà ðèñ. 3, îòíîñÿò-
ñÿ ê øòàììàì, ó÷àñòâóþùèì â öèòîäóêöèè, — ðåöèïèåí-
òó, äîíîðó öèòîïëàçìû è öèòîäóêòàíòó.

Öèòîäóêòàíòû áûëè ïîëó÷åíû êàê ìèòîòè÷åñêèå ïî-
òîìêè ãåòåðîêàðèîòè÷åñêèõ çèãîò â íåñêîëüêèõ íåçàâèñè-
ìûõ ñêðåùèâàíèÿõ. Àíàëèçèðóÿ ñêðåùèâàíèå äîíîðà öè-
òîïëàçìû 74-E/SUP35[PSI+] (ðèñ 3, à, äîðîæêà 1) c ðåöè-
ïèåíòîì AH/Â [psi–] (äîðîæêà 3), ìîæíî âèäåòü, ÷òî õîòÿ
öèòîäóêòàíòû (äîðîæêè 4, 7) ñîäåðæàò ÿäðî îò AH/Â, îíè
ïîëó÷èëè íåñêîëüêî áýíäîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ áåëêàì
[PSI+]-äîíîðà. Íåêîòîðûå èç ýòèõ áýíäîâ îêàçûâàþòñÿ ñè-
ëüíî ðåäóöèðîâàííûìè ïîñëå êîíâåðñèè öèòîäóêòàíòîâ
èç [PSI+]- â [psi–]-ñîñòîÿíèå (ñð. äîðîæêè 4 è 5, 4 è 6, 7
è 8). Ïîäîáíûå æå ðåçóëüòàòû ïîëó÷åíû â ñêðåùèâà-
íèè òîãî æå ðåöèïèåíòà AH/Â [psi–] ñ òðàíñôîðìàí-
òîì 74-D/SUP35[PSI+] (ðèñ. 3, á, äîðîæêè 2 è 1 ñîîòâåòñò-
âåííî).

Ýëåêòðîôîðåãðàììà áåëêîâ, ñîäåðæàùèõñÿ â îñàäêå
öèòîäóêòàíòà Ñ25, èìååò ðÿä ïîëîñ, ïðèñóòñòâóþùèõ â
ðîäèòåëå, äîíîðå öèòîïëàçìû, è îòñóòñòâóþùèõ â ðîäè-
òåëå-ðåöèïèåíòå (ñð. äîðîæêè 3 è 2, 3 è 1). Íà òîì æå ðè-

ñóíêå ìîæíî âèäåòü, ÷òî öèòîäóêòàíò Ñ12 ñîäåðæèò áýí-
äû, òèïè÷íûå äëÿ ðîäèòåëÿ-äîíîðà öèòîïëàçìû ÎÒ56
[PSI+], êîòîðûõ íåò â ðåöèïèåíòå AH/Â (ñð. äîðîæêè 5 è
2, 5 è 4). Åùå áîëüøå áýíäîâ «ïåðåäàåòñÿ» ðåöèïèåíòó
AH/Â îò [PSI+]-äîíîðà GT26 (ðèñ. 3, â, äîðîæêè 3, 4).
Êîãäà â êà÷åñòâå äîíîðà öèòîïëàçìû áðàëè øòàìì GT27
[psi– pin–], 2 èç 10 [psi–]-öèòîäóêòàíòîâ (äîðîæêè 6, 7) òàê-
æå îòëè÷àëèñü îò ðåöèïèåíòà (äîðîæêà 2). Ïî êðàéíåé
ìåðå, áýíä, ñîîòâåòñòâóþùèé ïðèáëèçèòåëüíî 50 êÄÀ,
ÿâíî ñîîòâåòñòâîâàë áýíäó îò [psi– pin–] GT27. (Ñëåäóåò
îòìåòèòü, ÷òî ýòîò æå áýíä îêàçûâàåòñÿ íàèáîëåå âûðà-
æåííûì è ó äðóãèõ íåçàâèñèìî ïîëó÷åííûõ öèòîäóêòàí-
òîâ). Ïðèâåäåííûå íà ðèñ. 3 äàííûå ãîâîðÿò î òîì, ÷òî íå-
êîòîðûå áåëêè (÷àñòü èç íèõ íå ñâÿçàíà íè ñ Sup35, íè ñ
Rnq1) ìîãóò «ïåðåäàâàòüñÿ» öèòîäóêöèåé. Òåì íå ìåíåå,
õîòÿ ýòè áåëêè ìèòîòè÷åñêè ñòàáèëüíû â øòàììå-öèòî-
äóêòàíòå è ìîãóò ýëèìèíèðîâàòüñÿ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
GuHCl, îíè ïðèîíàìè íå ÿâëÿþòñÿ. Îá ýòîì ãîâîðèò òîò
ôàêò, ÷òî â ïðåïàðàòàõ, ïîäâåðãíóòûõ è íå ïîäâåðãíóòûõ
êèïÿ÷åíèþ ïåðåä íàíåñåíèåì íà ÏÀÀÃ, îíè âåäóò ñåáÿ
îäèíàêîâî, â òî âðåìÿ êàê ïðèîíèçèðîâàííûé áåëîê áåç
ïðåäâàðèòåëüíîãî êèïÿ÷åíèÿ, âûçûâàþùåãî åãî ìîíîìå-
ðèçàöèþ, â ÏÀÀÃ íå âõîäèò.

Åñëè ïåðåäà÷à ïðè öèòîäóêöèè ïðèîíîâ — óñòà-
íîâëåííûé ôàêò (Shewmaker, 2006; Wickner et al., 2006;
Tuite, Cox, 2007), òî ïåðåäà÷ó ïðè öèòîäóêöèè íåïðèî-
íèçèðîâàííûõ áåëêîâ òðóäíî ñåáå ïðåäñòàâèòü, òàê êàê

68 Î. Â. Íåâçãëÿäîâà, À. Â. Àðòåìîâ è äð.

Ðèñ. 2. Ýëåêòðîôîðåãðàììû îñàäî÷íûõ áåëêîâ, âûäåëåííûõ èç øòàììà 74-D-694 è åãî ïðîèçâîäíûõ è ðàçäåëåííûõ â 9.5%-íîì
ÏÀÀÃ.

à: 1 — 74-D [PSI weak

+ ], 2 — 74-D [psi–]; 3 — 74-A/SUP35 [PSI strong

+ ]; 4 — 74-A/GuHCl [psi–]. á: 1 — 74-D/SUP35 [PSI strong

+ ]; 2 — 74-D/GuHCl [psi–]; 3 —

74-C/SUP35 [PSI strong

+ ]; 4 — 74-C/GuHCl [psi–]; 5 — 74-B/SUP35 [PSI strong

+ ]; 6 — 74-B/GuHCl [psi–]. Îñàäêè èç èçîãåííûõ øòàììîâ áûëè âûäåëåíû, î÷è-

ùåíû è ýêñòðàãèðîâàíû, êàê óêàçàíî â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà». Çà èñêëþ÷åíèåì èñõîäíîãî øòàììà 74-D [PSI weak

+ ], âñå [PSI+]-øòàììû ïîëó÷å-
íû êàê íåçàâèñèìûå òðàíñôîðìàíòû, íåñóùèå ãåí SUP35 è ïðîÿâëÿþùèå íîíñåíñ-ñóïðåññèþ «strong»-òèïà; [psi– ]-øòàììû ïîëó÷åíû èç òåõ æå òðàíñ-
ôîðìàíòîâ ýëèìèíàöèåé [PSI+ ]-ôàêòîðà ñ ïîìîùüþ GuHCl. Ïðîòîêîë ïîëó÷åíèÿ òðàíñôîðìàíòîâ, êàê è ýëèìèíàöèè ïðèîíîâ, îïèñàí ðàíåå (Íåâçãëÿ-

äîâà è äð., 2008).



ìåõàíèçìû, ïîçâîëÿþùèå îáû÷íûì êëåòî÷íûì áåëêàì
ïåðåäàâàòüñÿ öèòîäóêöèåé, íå îïèñàíû. Ìîæíî ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî íàáëþäàåìîå íàìè ÿâëåíèå, ñêîðåå âñåãî,
èìèòèðóåò öèòîïëàçìàòè÷åñêîå íàñëåäîâàíèå è âîçíèêàåò
âñëåäñòâèå àññîöèàöèè ïîäîáíûõ áåëêîâ ñ ïðèîíàìè.
Îáúÿñíåíèå ýòîìó ÿâëåíèþ ìû ïðèâîäèì êðàòêî â ïî-
ñëåäíåé ÷àñòè ýòîãî ðàçäåëà è áîëåå ïîäðîáíî â ðàçäåëå
«Îáñóæäåíèå».

È ä å í ò è ô è ê à ö è ÿ ï ð è î í ç à â è ñ è ì û õ á å ë ê î â.
×òîáû èäåíòèôèöèðîâàòü îñàäî÷íûå áåëêè, êîòîðûå ìî-
ãóò áûòü ïåðåäàíû èëè óòðà÷åíû (ïîëíîñòüþ èëè ÷àñ-
òè÷íî) â ðåçóëüòàòå ïðèîíîòðîïíûõ âîçäåéñòâèé, ìû
èñïîëüçîâàëè 2D-ýëåêòðîôîðåç ñ ïîñëåäóþùèì MALDI-
àíàëèçîì. Äëÿ ýòîãî áûëî ïîñòàâëåíî íåñêîëüêî ýêñïåðè-
ìåíòîâ, óñëîâíî îáîçíà÷åííûõ áóêâàìè. Â îïûòå À
(ðèñ. 4) ìû îòáèðàëè òå ïÿòíà, êîòîðûå ïðèñóòñòâîâàëè íà
2D-ýëåêòðîôîðåãðàììå öèòîäóêòàíòà Ñ6[PSI+]/ (GT26)B
è îòñóòñòâîâàëè â [psi–]-øòàììå ÀÍ/Â. Äàííûå ýòîãî ýêñ-
ïåðèìåíòà ïîçâîëÿþò âèçóàëèçèðîâàòü áåëêè, ïåðåäàí-
íûå ïðè öèòîäóêöèè. Áåëêè, èäåíòèôèöèðîâàííûå â ýòîì
è äðóãèõ ïîäîáíûõ ýêñïåðèìåíòàõ, óêàçàíû â òàáë. 1. Â
ýêñïåðèìåíòå Ñ ñðàâíèâàëè 2D-ýëåêòðîôîðåãðàììû îñà-
äî÷íûõ áåëêîâ öèòîäóêòàíòà Ñ6[PSI+]/(GT26)B è øòàììà
[psi– pin–] GT27, èçîãåííîãî GT26. Öåëüþ ýòîãî ýêñïåðè-
ìåíòà áûëî âûÿâèòü áåëêè, ïåðåäà÷à êîòîðûõ ïðè öèòî-

äóêöèè íå áûëà ñâÿçàíà ñ [PSI+]-ôàêòîðîì. Â òàáë. 1 Ñ1
îçíà÷àåò îñàäî÷íûå áåëêè, ïðèñóòñòâóþùèå â øòàììå
Ñ6[PSI+]/(GT26)B è îòñóòñòâóþùèå â GT27, à Ñ2 — îá-
ùèå äëÿ ýòèõ [PSI+]- è [psi–]-øòàììîâ. Òàê êàê îñàäî÷íûå
áåëêè Ñ6[PSI+]/ (GT26)B îòñóòñòâóþò â ðåöèïèåíòíîì
øòàììå ÀÍ/Â (äàííûå ýêñïåðèìåíòà À), áåëêè Ñ2 ìîæíî
ðàññìàòðèâàòü ôîðìàëüíî êàê ïåðåäàííûå öèòîäóêöèåé.
Ïðè òàêîé ïîñòàíîâêå îïûòà ìîæíî áûëî îòâåòèòü íà âî-
ïðîñ î òîì, êàêèå èç îñàäî÷íûõ áåëêîâ çàâèñÿò îò
[PSI+]-ôàêòîðà, à êàêèå ïîïàäàþò â îñàäîê áëàãîäàðÿ êà-
êèì-òî èíûì ïðèîíàì.

Â ýêñïåðèìåíòå Å îòáèðàëè îñàäî÷íûå áåëêè èç
øòàììà Ñ6 ïîñëå ïðèìåíåíèÿ ê íèì ìåòîäà Êðûíäóøêè-
íà (Kryndushkin et al., 2003) (ñì. ñëåäóþùóþ ÷àñòü ðàçäå-
ëà). Òàê êàê â ýòîì ñëó÷àå áåëêè èçîëèðîâàëè èç ïîëèìåð-
íîé ôðàêöèè, îíè, ñêîðåå âñåãî, òàêæå îòíîñÿòñÿ ê ïðè-
îíàññîöèèðîâàííûì áåëêàì. Â äîïîëíåíèå ê îñàäî÷íûì
áåëêàì, èçîëèðîâàííûì â 2D-ýëåêòðîôîðåçå, ìû òàêæå
äåëàëè ïîïûòêó íàéòè áåëêè, ñïîñîáíûå ïîñëå ïðîõîæäå-
íèÿ â êîíöåíòðèðóþùåì 1.8%-íîì àãàðîçíîì ãåëå äâè-
ãàòüñÿ â ðàçäåëÿþùåì 7%-íîì ÏÀÀÃ-SDS íà óðîâíå, ïðå-
âûøàþùåì ìîë. ìàññó 205 êÄà, íåñìîòðÿ íà èõ íèçêóþ
ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó (ýêñïåðèìåíò D). Â øòàììå ÀÍ/Â
íàì óäàëîñü íàéòè îäèí òàêîé áåëîê, Cus1p, êîòîðûé, íå-
ñìîòðÿ íà ìîë. ìàññó îêîëî 50 êÄà, îêàçûâàëñÿ â âåðõíåé
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Ðèñ. 3. Ýëåêòðîôîðåãðàììû îñàäî÷íûõ áåëêîâ, âûäåëåííûõ èç öèòîäóêòàíòîâ è ðîäèòåëüñêèõ øòàììîâ, ðàçäåëåííûõ â ÏÀÀÃ —
9.5 (à) è 10 (á, â) %.

à: 1 — 74-E/SUP35 [PSI strong

+ ]; 2 — 74-E/GuHCl [psi–]; 3 — ðåöèïèåíò B [psi–]; 4 — C20 [PSI+]/(74D-E)B; 5 — C20/HSP104 [psi–]; 6 — C20/GuHCl [psi–];

7 — C21 [PSI+]/(74D-E)B; 8 — C21/GuHCl [psi–]. á: 1 — 74-D/SUP35 [PSI+]; 2 — ðåöèïèåíò B [psi–]; 3 — C25 [PSI+]/(74D-D)B; 4 — OT56 [PSI+]; 5 — C12

[PSI+]/(OT56)B. â: 1 — GT26 [PSI+]; 2 — ðåöèïèåíò B [psi–]; 3 — C5 [PSI+]/(GT26)B; 4 — C6 [PSI+]/(GT26)B; 5 — GT27 [psi–]; 6 — C2

[psi–]/(GT27)B; 7 — C3 [psi–]/(GT27)B. à—â ïðåäñòàâëÿþò äàííûå íåñêîëüêèõ ñêðåùèâàíèé. Ðîäèòåëüñêèå øòàììû, ïåðåäàâøèå öèòîäóêòàíòó
[PSI+]-ôàêòîð âìåñòå ñ öèòîïëàçìîé, îáîçíà÷åíû Ä (äîíîð), øòàìì, ñëóæàùèé ðåöèïèåíòîì — Ð, à öèòîäóêòàíò — Ö. Êðîìå öèòîäóêòàíòîâ ïðåäñòàâ-
ëåíû èõ ïðîèçâîäíûå [psi– ], ïîëó÷åííûå ëèáî áëàãîäàðÿ îáðàáîòêå GuHCl, ëèáî ñ ïîìîùüþ ïëàçìèäû, íåñóùåé ãåí HSP104 (à, äîðîæêà 5). Ñòðåëêà-

ìè îòìå÷åíû áåíäû, îáùèå äëÿ äîíîðà öèòîïëàçìû è öèòîäóêòàíòà, îòñóòñòâóþùèå ó øòàììà-ðåöèïèåíòà.
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Ðèñ. 4. Îñàäî÷íûå áåëêè ïîñëå ðàçäåëåíèÿ â 2D-ýëåêòðîôîðåçå, îêðàøåííûå Êóìàññè (ýêñïåðèìåíò À).

à — öèòîäóêòàíò C6 [PSI+]/(GT26)B, á — ðåöèïèåíò AH/B. Øòàììû âûðàùåíû íà ñðåäå YEPD, ñîäåðæàùåé 100 ìã/ë àäåíèíà. Ëåâàÿ âåðòèêàëüíàÿ ïî-
ëîñêà ïðåäñòàâëÿåò ðåçóëüòàò 1D-ýëåêòðîôîðåçà, ïðàâàÿ — ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíîé ìàññû. Ñòðåëêàìè óêàçàíû ïÿòíà, êîòîðûå ïðèñóòñòâóþò íà

2D-ýëåêòðîôîðåãðàììå öèòîäóêòàíòà è îòñóòñòâóþò ó ðåöèïèåíòà. Íîìåðà ïÿòåí ñîîòâåòñòâóþò èäåíòèôèöèðîâàííûì áåëêàì â òàáë. 1.

Ò à á ë è ö à 1

Ñïèñîê èäåíòèôèöèðîâàííûõ ïðèîíîâ è ïðèîíàññîöèèðîâàííûõ áåëêîâ

Áåëîê
Íîìåð ïî êëàñ-

ñèôèêàöèè NCBI
Íîìåð òî÷êè

(ýêñïåðèìåíò)
Ôóíêöèÿ áåëêà

Ìîë. ìàññà,
êÄàà PIà

×èñëî
ïåïòè-
äîâá

Íàéäåííàÿ
ïîñëåäîâà-

òåëüíîñòü, %â

Sup35pã — — Ïðèîíîâûé áåëîê [PSI+] — — — —

Rnq1p NP_009902 3à (À)

4à (À)

Ïðèîíîâûé áåëîê [PIN+] 42.554 6.13 10

11

25

33

Hsp104p NP_013074 70-3 (Ñ2) Øàïåðîí 101.972 5.31 16 21

Ssb1p (HSP70 family) NP_010052 733b (C2) » 66.561 5.32 28 53

Hsp42p NP_010456 08 (E) » 42.791 4.99 12 30

Hsp26p NP_009628 14 (E)

15 (E)

17 (E)

18 (E)

» 23.865 5.31 9

9

8

6

43

43

38

37

Hsp78p NP_010544 67a (C1)

68a (C1)

69a (C1)

Øàïåðîí ìèòîõîíäðèàëü-
íûé

91.280 8.17 27

32

29

39

42

38

Ssc1p(HSP70 family) NP_012579 01 (E) Òî æå 70.585 5.48 12 21

Eno2p NP_012044 2a (A)

78a (C2)

12 (E)

Êîøàïåðîí, ìåòàáîëèçì
ãëþêîçû

46.885 5.67 17

15

9

50

34

23

Eno1p NP_011770 79a (C2)

90-4 (C2)

5 (E)

6 (E)

Ìåòàáîëèçì ãëþêîçû 46.601 6.04 17

10

18

15

40

20

40

41

Adh1p NP_014555 5a (A)

84a (C2)

86a (C2)

» » 36.826 6.21 18

8

11

55

28

41

Cdc19p NP_009362 77a (C2) » » 54.564 8.0 10 23

Fba1p NP_012863 83-a4 (C2) » » 39.596 5.51 8 29
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Ò à á ë è ö à 1 (ïðîäîëæåíèå)

Áåëîê
Íîìåð ïî êëàñ-

ñèôèêàöèè NCBI
Íîìåð òî÷êè

(ýêñïåðèìåíò)
Ôóíêöèÿ áåëêà

Ìîë. ìàññà,
êÄàà PIà

×èñëî
ïåïòè-
äîâá

Íàéäåííàÿ
ïîñëåäîâà-

òåëüíîñòü, %â

Pdc1p NP_013145 76a (Ñ2)
83-5 (C2)

» » 61.457 5.8 19

8

36

25

Pgk1p NP_009938.2 80a (C2)

81a (C2)

» » 44.552 6.73 22

21

50

51

Tdh2p NP_012542 22-c (E) » » 35.824 6.46 6 15

Tpi1p NP_010335 87a (C2)

16-a (E)

Ìåòàáîëèçì ãëþêîçû, ðåàê-
öèÿ íà îêèñëèòåëüíûé
ñòðåññ

26.795 5.86 9

8

39

36

Ald4p NP_015019 76b (C2) Ìåòàáîëèçì ãëþêîçû â ìè-
òîõîíäðèÿõ

56.688 6.31 14 32

Aco1p NP_013407 10a (A)

730b (C2)

Öèêë Êðåáñà 85.315 8.17 27

31

28

37

Yhb1p NP_011750 83-a3 (C2) Ðåàêöèÿ êëåòêè íà îêèñëè-
òåëüíûé ñòðåññ

44.618 5.86 13 53

Sod2p NP_011872 754 (C2)

21 (E)

Òî æå, çàùèòà ìèòîõîíäðèé 25.758 8.49 5

10

33

26

Pab1p NP_011092 66a (C1) Òðàíñëÿöèÿ (èíèöèàöèÿ) 64.304 5.71 30 49

Ñâÿçûâàíèå ïîëè(À)

Rpl2ap or Rpl2bp NP_116688

NP_012246

8a (A) Òðàíñëÿöèÿ, áåëêè Ðèáî-
ñîìû

27.261 11.10 13 62

Rpl8bp NP_013055 8b (A) Áåëêè Ðèáîñîìû 28.094 10.02 12 41

Rps6bp NP_009740 8c (A) » » 26.980 10.44 8 30

Rpl10p NP_013176 9a (A) » » 25.345 10.03 9 36

Rpl9ap NP_014332 9b (A) » » 21.644 9.66 6 26

Grs1p NP_009679 67b (C1) Òðàíñëÿöèÿ, àìèíîàöèëèðî-
âàíèå òÐÍÊ, òåðìèíàöèÿ
òðàíñêðèïöèè

75.364 5.71 16 22

Act1p NP_116614 4b (A) Öèòîñêåëåò, àêòèí, ðåàêöèÿ
íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ,
ñèíòåç GDP-ìàííîçû, ñèí-
òåç è ñòàáèëüíîñòü êëå-
òî÷íîé ñòåíêè

41.678 5.44 7
21

82-b (C2) 14 47

Psa1p NP_010228 84b (C2) 39.541 5.95 6 21

Lpd1p NP_116635 03-b (E) Äåãèäðîãåíàçà 54.010 8.11 8 17

Pep4p NP_015171 10 (E) Ïðîòåèíàçà 44.471 4.70 13 27

Ilv5p NP_013459 72a (C2) Ñèíòåç ëåéöèíà, èçîëåéöè-
íà è âàëèíà

44.341 9.10 21 57

85-3 (C2) 18 50

11 (E) 20 49

Leu4p NP_014295 66b (C1) Òî æå 65.123 5.43 22 37

Cus1p NP_013967 109a (D) Ñáîðêà ñïëàéñîñîìû 50.221 8.87 6 20

Msc1p NP_013578 03-a (E) Ìåéîòè÷åñêàÿ ðåêîìáèíà-
öèÿ

59.552 7.06 12 21

Por1p NP_014343 89-3 (C2) Ñòðóêòóðà ìèòîõîíäðèè,
ïîðèí

30.410 7.70 18 81

22-b (E) 8 30

Qcr2p NP_015517 83-b3 (C2) Äûõàíèå 40.453 7.67 11 31

19 (E) 13 39

22-a (E) 6 21

Qcr7p NP_010818 90-3 (C2) » 14.556 5.62 8 69

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à Òåîðåòè÷åñêèå çíà÷åíèÿ. á ×èñëî ïåïòèäîâ, èäåíòèôèöèðîâàííûõ ïðè ïîìîùè MALDI, ñîâïàäàþùèõ ñ ïåïòèäàìè äàííîãî
áåëêà. â Äîëÿ (â %) ïåðåêðûâàíèÿ èäåíòèôèöèðîâàííîãî áåëêà ýêñïåðèìåíòàëüíî íàéäåííûìè ïåïòèäàìè. ã Áûë èäåíòèôèöèðîâàí ïðè ïîìîùè èììó-
íîáëîò-àíàëèçà. Ýêñïåðèìåíòû — íà ýëåêòðîôîðåãðàììå 2D-(A, C1, C2, E) èëè 1D-(D) ýëåêòðîôîðåçà îòáèðàëè ïÿòíà, ñîäåðæàùèå îñàäî÷íûå áåëêè
ñëåäóþùèõ øòàììîâ: áåëêè øòàììà C6 [PSI+]/(GT26)B, êîòîðûå îòñóòñòâîâàëè â ïðîáàõ [psi–] øòàììà B (ñîêðàùåííîå îò AH/B) (À); áåëêè øòàììà
C6[PSI+]/(GT26)B, êîòîðûå îòñóòñòâîâàëè â ïðîáàõ øòàììîâ GT27 (C1) è ÀÍ/33; áåëêè [psi–] øòàììà GT27, êîòîðûå ïðèñóòñòâîâàëè ó C6
[PSI+]/(GT26)B è îòñóòñòâîâàëè ó øòàììà AH/B (C2); îñàäî÷íûå áåëêè øòàììà C6 [PSI+]/(GT26)B, îòñóòñòâóþùèå â àíàëîãè÷íîé ïðîáå øòàììà
AH/B — èç îáîãàùåííîãî áåëêîâûìè ïîëèìåðàìè ìàòåðèàëà, êîòîðûé çàäåðæàëñÿ â ñòàðòîâîé îáëàñòè ãåëÿ (ïî ìåòîäó: Kryndushkin et al., 2003) (E);
ó÷àñòîê áýíäà øòàììà AH/B [psi–] ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 200 êÄà (D).
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÷àñòè ÏÀÀÃ, íà óðîâíå ìàðêåðà 205 êÄà. Â ñîîòâåòñòâèè
ñ ñàõàðîìèöåòíîé áàçîé äàííûõ ýòîò áåëîê ñïîñîáåí
âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ íåäàâíî îòêðûòûì ïðèîíîì — ôàê-
òîðîì Swi1, ó÷àñòâóþùèì â ïåðåñòðîéêàõ õðîìàòèíà (Du
et al., 2008).

Âî âñåõ ïðèâåäåííûõ âûøå ýêñïåðèìåíòàõ, ñóììè-
ðîâàííûõ â òàáë. 1, áûëî èäåíòèôèöèðîâàíî 38 áåëêîâ,
ìíîãèå èç íèõ áûëè âûÿâëåíû â ðàçíûõ îïûòàõ. Â òàáë. 1
óêàçàíû íàçâàíèÿ áåëêîâ â ñîîòâåòñòâèè ñ áàçîé äàí-
íûõ NCBI, èõ íîìåð, ýêñïåðèìåíò è íîìåð ïÿòíà, âûÿâ-
ëåííîãî íà ñîîòâåòñòâóþùåì 2D-ýëåêòðîôîðåçå, êàê ýòî
ïîêàçàíî íà ðèñ. 4. (Áîëüøèíñòâî áåëêîâ áûëî èäåíòèôè-
öèðîâàíî òàêæå è â äðóãèõ ýêñïåðèìåíòàõ, íå îïèñûâàå-
ìûõ â íàñòîÿùåé ðàáîòå).

Òàáë. 2 ñóììèðóåò äàííûå àíàëèçà èäåíòèôèöèðî-
âàííûõ áåëêîâ è êëàññèôèöèðóåò èõ ïî ôóíêöèîíàëü-
íûì ãðóïïàì è ïî ïðèíöèïó áåëîê-áåëêîâûõ âçàèìî-
äåéñòâèé. Áåëêè, ñïîñîáíûå âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ÷ëåíàìè
ðàçíûõ ãðóïï, äëÿ ðàçãðóçêè òàáëèöû óêàçûâàþòñÿ òîëüêî
ïðè îäíîé èç ýòèõ ãðóïï, êàê ïðàâèëî òîé, ñ êîòîðîé
ó äàííîãî áåëêà îêàçûâàåòñÿ áîëüøåå ñðîäñòâî. Òàê, áåë-
êè Qcr2p, Qcr7p è Rps6bp (ïðèíàäëåæàùèå ê ãðóïïàì
SUP35+NEW1) ïîêàçàíû ïðè ãðóïïå NEW1, Hsp104p (èç
SUP35+URE2) — ïðè SUP35, Eno2p (èç SUP35+ADH1) —
ïðè ADH1, Cus1p (èç SUP35+SWI1) — ïðè SWI1.

Qcr2p è Qcr7p ñïîñîáíû âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ áåëêîì
Tsa1p, èäåíòèôèöèðîâàííûì â ýêñïåðèìåíòàõ, ïðèâåäåí-
íûõ â íàøåé äðóãîé ñòàòüå (Nevzglyadova et al., 2010), è
ïðèíàäëåæàùèì ê ãðóïïàì SUP35 è NEW1, è ïîýòîìó
òîæå ñ÷èòàþòñÿ óñëîâíî ïðèíàäëåæàùèìè ê ýòèì æå
äâóì ãðóïïàì. Tdh2p ñïîñîáåí âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ
Tdh3p, ïðèíàäëåæàùèì ê ãðóïïå ADH1, è ïîýòîìó ñ÷èòà-
åòñÿ è ñàì ïðèíàäëåæàùèì ê ýòîé æå ãðóïïå. Pab1p ñïî-
ñîáåí âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ áåëêîì CUS1, ïðèíàäëå-
æàùèì ê ãðóïïàì SUP35 è SWI1, íî áîëüøèíñòâî âçàè-
ìîäåéñòâèé ñ áåëêàìè, èäåíòèôèöèðîâàííûìè íàìè â
äðóãèõ ýêñïåðèìåíòàõ, ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðèíàäëåæíî-
ñòè Pab1p ê ãðóïïå SUP35. Sod2p ñïîñîáåí âçàèìîäåéñò-
âîâàòü ñ Sod1p, èäåíòèôèöèðîâàííûì â äðóãèõ íàøèõ ýê-
ñïåðèìåíòàõ (Íåâçãëÿäîâà è äð., 2009) è íà îñíîâå ýòèõ
äàííûõ, âìåñòå ñ Sod1p ïðèíàäëåæèò ê ãðóïïå SUP35.
Ilv5p ïðèïèñàí ê ãðóïïå RNQ1, òàê êàê îí ñïîñîáåí âçàè-
ìîäåéñòâîâàòü ñ Rnq1p-ñâÿçûâàþùèì áåëêîì, íå íàéäåí-
íûì â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ. Pep4p ïðèíàäëåæèò ê ãðóï-
ïå íåàìèëîèäíîãî ïðèîíà PCB1 (ñì. â òåêñòå). Ald4p ïðè-
ïèñàí ê ãðóïïå áåêîâ, íå âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ äðóãèìè
áåëêàìè â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ, íî, âîçìîæíî, îí âñå æå
ïðèíàäëåæèò ê ãðóïïàì SUP35 è NEW1. Îá ýòîì ñâèäåòå-
ëüñòâóþò âçàèìîäåéñòâèÿ ñ áåëêàìè, íå èäåíòèôèöèðî-
âàííûìè â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ.

Áåëêè, ðñññìîòðåííûå â òàáë. 2, ïîäðîáíî îáñóæäà-
þòñÿ â ñëåäóþùåì ðàçäåëå.

Ä à í í û å â ï î ë ü ç ó ô è ç è ÷ å ñ ê î ã î â ç à è ì î ä å é -
ñ ò â è ÿ ì å æ ä ó ï ð è î í ç à â è ñ è ì û ì è á å ë ê à ì è è
ï ð è î í à ì è. Ïðèáëèçèòåëüíî 30 ðàçíûõ îñàäî÷íûõ áåë-
êîâ (èçîëèðîâàííûõ â ýêñïåðèìåíòàõ À è Ñ2) ïåðåäàåòñÿ
ïðè öèòîäóêöèè, ïîäîáíî òîìó êàê ïåðåäàþòñÿ ïðèîíè-
çèðîâàííûå áåëêè. Äëÿ îáúÿñíåíèÿ òîãî, êàêèì îáðàçîì
íåïðèîíèçèðîâàííûå áåëêè ìîãóò ïåðåäàâàòüñÿ öèòî-
äóêöèåé, ìîæíî âûäâèíóòü ïî êðàéíåé ìåðå äâà îáúÿñ-
íåíèÿ. Ñîãëàñíî ïåðâîìó, òðàíñìèññèÿ ñåìÿí îòäåëü-
íûõ ïðèîíîâ â êëåòêó ðåöèïèåíòà êàòàëèçèðóåò ïåðåõîä
ñîîòâåòñòâóþùèõ áåëêîâ èç ðàñòâîðåííîãî ñîñòîÿíèÿ
â àãðåãèðîâàííîå, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ñîïðîâîæäàåòñÿ
ôîðìèðîâàíèåì â êëåòêàõ êîìïëåêñîâ, âêëþ÷àþùèõ â

ñåáÿ êðîìå ïðèîíîâ ïðèîí-àññîöèèðîâàííûå áåëêè.
Âìåñòå ñ ïðèîíàìè îíè ïîïàäàþò â îñàäî÷íóþ ôðàêöèþ.
Ñîãëàñíî àëüòåðíàòèâíîìó îáúÿñíåíèþ, ñèíòåç íåêî-
òîðûõ ðàñòâîðåííûõ áåëêîâ ìîæåò óâåëè÷èâàòüñÿ â ïðè-
ñóòñòâèè [PSI+]-ôàêòîðà (èëè èíûõ ïðèîíèçèðîâàííûõ
áåëêîâ), è ýòî ÷èñòî ìåõàíè÷åñêè ìîæåò ïðèâîäèòü ê èõ
÷àñòè÷íîé ñåäèìåíòàöèè âìåñòå ñ àãðåãèðîâàííûìè áåë-
êàìè.

×òîáû ïðîâåðèòü âòîðóþ ãèïîòåçó, ìû ïðîâîäèëè
áëîò-ãèáðèäèçàöèþ áåëêîâ, âûäåëåííûõ èç îñâåòëåííûõ
ëèçàòîâ è èõ îñàäêîâ ó [PSI+]- è [psi–]-øòàììîâ, ñ àíòèòå-
ëàìè ê Sup35p è Hsp104p. Ìû âûáðàëè äâå ïàðû øòàììîâ
(ðèñ. 5, äîðîæêè 1—4 ïðåäñòàâëÿþò îäíó ïàðó, äîðîæ-
êè 5—8 — äðóãóþ) è îáíàðóæèëè, ÷òî îíè ïî-ðàçíîìó îò-
âå÷àëè íà ïðèîíèçàöèþ Sup35p. Íà ðèñ. 5, à ïðèâîäÿòñÿ
ýëåêòðîôîðåãðàììû èññëåäóåìûõ áåëêîâ, îêðàøåííûõ
Êóìàññè. Èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè ó ïðîá, ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ âûðîâíåííûì ïî êîëè÷åñòâó áåëêîâ ëèçàòàì, îäè-
íàêîâà (äîðîæêè 3, 4 äëÿ îäíîé èçîãåííîé ïàðû è äî-
ðîæêè 7, 8 — äëÿ äðóãîé). Â òî æå âðåìÿ ïîëó÷åííûå
èç ëèçàòîâ [psi–]- è [PSI+]-êëåòîê îñàäêè çíà÷èòåëüíî ðàç-
ëè÷àþòñÿ ñâîèì áåëêîâûì ñîñòàâîì (äîðîæêè 1, 2 äëÿ
îäíîé è 5, 6 äëÿ äðóãîé èçîãåííîé ïàðû). Íà ðèñ. 5, á
äîðîæêè 2, 4 ïðåäñòàâëÿþò ïîëîæèòåëüíûé èììóííûé
îòâåò íà îáà àíòèòåëà áåëêîâ, âûäåëåííûõ èç îñàäêà è
ëèçàòà [PSI+]-øòàììà ñî ñâåðõïðîäóêöèåé Sup35p. Ó
[psi–]-øòàììà (äîðîæêè 1, 3) êîëè÷åñòâî áåëêà Sup35p â
ëèçàòå îêàçàëîñü ñíèæåííûì, à áåëîê Hsp104 âîîáùå íå
áûë îáíàðóæåí. Ìîæåò áûòü, ýòî âûçâàíî òåì, ÷òî ïðè
ïðîöåäóðå îñâåòëåíèÿ ãðóáîãî ëèçàòà ñåäèìåíòàöèÿ ïðè
5000 g ñîïðîâîæäàåòñÿ åãî ïåðåõîäîì â àãðåãèðîâàííîå
ñîñòîÿíèå ñîâìåñòíî ñ ïðåäïîëîæèòåëüíûì íåèçâåñòíûì
ïðèîíîì. Äîðîæêè 6 è 8 íà ðèñ. 5, á ïðåäñòàâëÿþò áåëêè
èç [PSI+]-öèòîäóêòàíòà (èç îñàäêà è ëèçàòà ñîîòâåòñò-
âåííî), êîòîðûå ïðè ñðàâíåíèè ñ äîðîæêàìè 5 è 7, ïðåä-
ñòàâëÿþùèìè áåëêè èç [psi–]-ðåöèïèåíòà, ðàçëè÷àþòñÿ
òîëüêî â îñàäî÷íûõ ôðàêöèÿõ. Ãèïîòåçå î ñâåðõñèíòå-
çå ïðèîíàññîöèèðîâàííûõ áåëêîâ ó ïðèîíñîäåðæàùèõ
øòàììîâ ïðîòèâîðå÷èò òîò ôàêò, ÷òî â îñàäêàõ [psi–]- è
[PSI+]-øòàììîâ â ïåðâîé ïàðå êîëè÷åñòâî áåëêà Hsp104
îêàçûâàåòñÿ îäèíàêîâûì (ñð. äîðîæêè 1 è 2 íà ðèñ. 5, á).
Ïðîòèâîðå÷èâûå îòâåòû ó ðàçíûõ èçîãåíåííûõ ïàð òàêæå
íå ãîâîðÿò â ïîëüçó ñâåðõñèíòåçà êàê ôàêòîðà, îïðåäåëÿ-
þùåãî ïåðåõîä áåëêîâ â àãðåãèðîâàííîå ñîñòîÿíèå.

×òîáû ïðîâåðèòü íàëè÷èå ôèçè÷åñêîãî âçàèìîäåéñò-
âèÿ ïðèîíàññîöèèðîâàííûõ áåëêîâ ñ ïðèîíàìè, áûë ïî-
ñòàâëåí ýêñïåðèìåíò Å. Ïðèìåíÿÿ ìåòîä Êðûíäóøêèíà
(Kryndushkin et al., 2003) ê îñàäî÷íûì áåëêàì èç öèòîäóê-
òàíòà Ñ6[PSI+]/(GT26)B è ðåöèïèåíòà ÀÍ/Â, ìû âûðåçàëè
âåðõíþþ 10-ìèëëèìåòðîâóþ ïîëîñêó ÏÀÀÃ è ýëþèðîâà-
ëè ñîäåðæàùèåñÿ â íåé ìåëêèå àãðåãàòû áåëêîâ. Áåëêè ïå-
ðåîñàæäàëè è ðàñòâîðÿëè â áóôåðå äëÿ 2D-ýëåêòðîôîðåçà,
à çàòåì ïîñëå ðàçäåëåíèÿ 2D-ýëåêòðîôîðåçîì îòáèðàëè òå
òî÷êè øòàììà Ñ6, êîòîðûå îòñóòñòâîâàëè â ðåöèïèåíòå.
Ïîñëå èõ èäåíòèôèêàöèè ïî MALDI îêàçàëîñü, ÷òî ãðóï-
ïà áåëêîâ, ýëþèðîâàííàÿ èç ó÷àñòêà ÏÀÀÃ, îáîãàùåííîãî
ïîëèìåðàìè, â áîëüøåé ìåðå ïîâòîðÿëà îñàäî÷íûå áåëêè,
âûäåëåííûå íàìè ðàíåå. Èç 14 áåëêîâ â ýêñïåðèìåíòå Å 7
áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû ðàíåå, â ýêñïåðèìåíòå À, èç
îñòàâøèõñÿ 3 îêàçàëèñü øàïåðîíàìè, à 1 — áåëêîì, ó÷à-
ñòâóþùèì â ìåòàáîëèçìå ãëþêîçû (òàáë. 1). Ýòè äàííûå
ãîâîðÿò î òîì, ÷òî äàæå åñëè [PSI+] ïðèâîäèò ê óâåëè÷å-
íèþ ñèíòåçà íåêîòîðûõ áåëêîâ (áëàãîäàðÿ ñâîåîáðàçíîìó
ìîëåêóëÿðíîìó ñòðåññó), ýòè áåëêè âñå ðàâíî ìîáèëèçó-
þòñÿ â áåëêîâûå àãðåãàòû.
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Îáñóæäåíèå

Î ï ò è ì è ç à ö è ÿ ó ñ ë î â è é â û ä å ë å í è ÿ ï ð è î í -
ç à â è ñ è ì û õ á å ë ê î â. Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòî-
èò â ñêðèíèíãå áåëêîâ, òàê èëè èíà÷å ñâÿçàííûõ ñ ïðèîíà-
ìè (ïðèîíçàâèñèìûõ èëè ïðèîíàññîöèèðîâàííûõ). Äëÿ
ðåøåíèÿ ýòîé çàäà÷è ìû ìîäèôèöèðîâàëè ïðîöåäóðû ïî-
ëó÷åíèÿ îñàäêîâ èç ãðóáûõ ëèçàòîâ äðîææåé òàêèì îáðà-
çîì, ÷òîáû îíè ñîäåðæàëè êàê ìîæíî áîëüøå àãðåãèðî-
âàííûõ ìîëåêóë è èõ êîìïëåêñîâ. Ïîñëå ìåõàíè÷åñêîãî
ðàçðóøåíèÿ êëåòîê ñòåêëÿííûìè øàðèêàìè ïðîáû îòêðó-
÷èâàëè â ùàäÿùèõ óñëîâèÿõ ïðè 100 g â òå÷åíèå 1ìèí, à
çàòåì îñàäêè ãðóáûõ ëèçàòîâ ïîëó÷àëè öåíòðèôóãèðîâà-
íèåì ïðè 1000 g â òå÷åíèå 30 ìèí. Ñðàâíèâàåìûå ýêñòðà-
ãèðîâàííûå èç îñàäêîâ áåëêè ïðèíàäëåæàëè ê èçîãåííûì
øòàììàì, ðàçëè÷àþùèìñÿ ïðèîíîâûì ñîäåðæàíèåì. Ïðè
ýòîì èçìåíåíèå ïðèîíîâîãî ñîñòàâà âûçûâàëè ðàçíûìè
ïðèîíîòðîïíûìè âîçäåéñòâèÿìè è êîíòðîëèðîâàëè íåçà-
âèñèìûìè ìåòîäàìè. Òàê, íàëè÷èå SUP35p â îñàäêàõ èç
[PSI+]-øòàììà è îòñóòñòâèå â îñàäêàõ èç [psi–]-øòàììîâ
(ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå îáðàáîòêè êëåòîê GuHCl) áûëè
ïîêàçàíû èììóíîáëîòèíãîì (ðèñ. 1, à—â), à ïðèñóòñòâèå
Rnq1p â öèòîäóêòàíòå è îòñóòñòâèå â [psi– pin–]-ðåöèïèåí-
òå — ïðè ïîìîùè 2D-ýëåêòðîôîðåçà ñ ïîñëåäóþùèì
MALDI-àíàëèçîì (òàáë. 1). Ýòè äàííûå ïîäòâåðæäàþò,
÷òî ïðèîíîâûé ñîñòàâ îñàäêîâ ãðóáûõ ëèçàòîâ èçó÷àåìûõ
íàìè ïàð øòàììîâ ìåíÿëñÿ â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðèìåíåí-
íûì ïðèîíîòðîïíûì âîçäåéñòâèåì. Ñðàâíèâàÿ ýêñòðàãè-
ðîâàííûå èç îñàäêîâ ãðóáûõ ëèçàòîâ áåëêè â ÏÀÀÃ è
2D-ýëåêòðîôîðåçå, ìû íàáëþäàëè çíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ
ó ýòèõ áåëêîâ, õîòÿ ñàìè ïî ñåáå îíè íå ÿâëÿëèñü ïðèîíà-
ìè (èõ ïðîõîæäåíèå ÷åðåç ñèòî ÏÀÀÃ íå çàâèñåëî îò êè-
ïÿ÷åíèÿ ïðîá). Òàê êàê ìû èñïîëüçîâàëè øòàììû, ðàç-
ëè÷àþùèåñÿ òîëüêî ïðèîíîâûì ñîñòàâîì, åñòåñòâåííî

ïîëàãàòü, ÷òî èçìåíåíèÿ, êîòîðûå ìû â ýòîì ñîñòàâå âû-
çûâàåì, êàê ðàç è ñëóæàò ïðè÷èíîé íàáëþäàåìûõ ðàçëè-
÷èé. Èíà÷å ãîâîðÿ, âêëþ÷åíèå áåëêîâ èç îñàäêîâ ãðóáûõ
ëèçàòîâ â ñîñòàâ àãðåãàòîâ çàâèñèò îò ïðèìåíåííîãî ïðè-
îíîòðîïíîãî âîçäåéñòâèÿ. Åñòåñòâåííî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî ýòè áåëêè îêàçûâàþòñÿ â ñîñòàâå àãðåãàòîâ â ðåçóëüòà-
òå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ïðèîíîâûìè ôèáðèëëàìè. Áåëêè,
ïðèñóòñòâèå êîòîðûõ â îñàäêàõ êîâàðüèðóåò ñ èçìåíå-
íèåì ïðèîíîâîãî ñîäåðæàíèÿ, ìîæíî íàçûâàòü ïðèî-
íàññîöèèðîâàííûìè. Òåîðåòè÷åñêè ê íèì ìîãóò îòíîñè-
òüñÿ òàêæå áåëêè, ñèíòåç êîòîðûõ ñòèìóëèðóåòñÿ òåì èëè
èíûì ïðèîíîì è êîòîðûå, ñâÿçûâàÿñü ñ íèì èëè ñ êà-
êèì-ëèáî êëåòî÷íûì àãðåãàòîì, ïðèñîåäèíÿþòñÿ ê îñà-
äî÷íîé ôðàêöèè. Ïðè ýòîì íàøè äàííûå íå äàþò âîç-
ìîæíîñòè ñóäèòü î õèìè÷åñêîé ïðèðîäå âçàèìîäåéñòâèé
âûÿâëåííûõ íàìè áåëêîâ ñ ïðèîíàìè è ñ äðóãèìè ïðè-
îíàññîöèèðîâàííûìè áåëêàìè. Áåëîê-áåëêîâûå âçàèìî-
äåéñòâèÿ, ïðèâåäåííûå â áàçå äàííûõ äëÿ ãåíîìà ñàõàðî-
ìèöåòîâ, áûëè âûÿâëåíû íà îñíîâå ñàìûõ ðàçíûõ ãåíåòè-
÷åñêèõ è áèîõèìè÷åñêèõ òåñòîâ, ïîýòîìó ìû ìîæåì
ãîâîðèòü î ïðèîíàññîöèèðîâàííûõ áåëêàõ òîëüêî â ñàìîì
øèðîêîì ñìûñëå.

Ö è ò î ä ó ê ö è ÿ. Èíòåðåñíî è íà ïåðâûé âçãëÿä ïàðà-
äîêñàëüíî, ÷òî èäåíòèôèöèðîâàííûå íàìè áåëêè âåäóò
ñåáÿ ïðè öèòîäóêöèè êàê ïðèîíû — îíè ïðîñëåæèâàþòñÿ
êàê ó øòàììà, äîíîðà öèòîïëàçìû, òàê è ó öèòîäóêòàíòîâ.
Òåì íå ìåíåå ó íàñ íåò íè ñîáñòâåííûõ áèîõèìè÷åñêèõ,
íè ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ, ïîçâîëÿþùèõ ñ÷èòàòü èõ ïðèî-
íèçèðóåìûìè áåëêàìè. Ëèòåðàòóðíûå ñâèäåòåëüñòâà,
ïðåäñòàâëåííûå â ãåíîìíîé áàçå äàííûõ ñàõàðîìèöåòîâ,
ÿñíî ãîâîðÿò î òîì, ÷òî ýòè áåëêè äîëæíû áûòü ïðèîíàñ-
ñîöèèðîâàííûìè. Âðÿä ëè ìîæíî ñ÷èòàòü ïðîñòûì ñîâïà-
äåíèåì òî, ÷òî áîëåå 50 % áåëêîâ, èäåíòèôèöèðîâàííûõ â
íàøåé ðàáîòå, îòíîñÿòñÿ ê ãðóïïå áåëêîâ, âçàèìîäåéñòâèå

74 Î. Â. Íåâçãëÿäîâà, À. Â. Àðòåìîâ è äð.

Ðèñ. 5. Âåñòåðí-áëîòû áåëêîâ èç ëèçàòîâ è èõ îñàäêîâ, âûäåëåííûõ èç êëåòîê èçîãåííûõ [psi–]- è [PSI+]-øòàììîâ.

à — ïðîáû, îêðàøåííûå Êóìàññè; á — Âåñòåðí-áëîòû. 1, 2 — îñàäî÷íûå áåëêè èç øòàììà 74-Ñ/GuHCl [psi–] è 74-C/SUP35 [PSI+] ñîîòâåòñòâåííî; 3,
4 — áåëêè èç îñâåòëåííûõ ëèçàòîâ, ïîëó÷åííûõ èç êëåòîê òåõ æå øòàììîâ; 5, 6 — îñàäî÷íûå áåëêè èç AH/B è Ñ6 [PSI+]/(GT26)B ñîîòâåòñòâåííî; 7,
8 — áåëêè èç îñâåòëåííûõ ëèçàòîâ, ïîëó÷åííûõ èç êëåòîê òåõ æå øòàììîâ. Êëåòî÷íûå ëèçàòû ïîñëå îòêðó÷èâàíèÿ îò áóñ ïðîñâåòëÿëè öåíòðèôóãèðî-
âàíèåì ïðè 3000 îá/ìèí â òå÷åíèå 5 ìèí (Jung et al., 2000). Ïîñëå ýòîãî áðàëè 20 ìêã ëèçàòà íà ïðîáó, ïåðåîñàæäàëè, ðàñòâîðÿëè â áóôåðå, ñîäåðæàùåì
3% â-ME, è êèïÿòèëè â òå÷åíèå 10 ìèí ïåðåä íàíåñåíèåì â ëóíêè. Áåëêè ðàçäåëÿëè â 10%-íîì SDS-ÏÀÀÃ, ïåðåíîñèëè íà ìåìáðàíû òèïà PVDF è îá-

ðàáàòûâàëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ áåëêîâ Sup35p è Hsp104p.



êîòîðûõ ñ ïðèîíèçèðóåìûìè áåëêàìè ïðÿìî èëè êîñâåí-
íî áûëî óñòàíîâëåíî ðàíåå (òàáë. 2).

Î íåïîñðåäñòâåííîé ñâÿçè èäåíòèôèöèðîâàííûõ áåë-
êîâ ñ ïðèîíàìè ñâèäåòåëüñòâóþò è âûøåïðèâåäåííûå
äàííûå îïûòà, ïîñòàâëåííîãî ïî ìåòîäó Êðûíäóøêèíà
(Kryndushkin et al., 2003): ìíîãèå áåëêè, îáùèå äëÿ äîíî-
ðà è öèòîäóêòàíòà, îêàçàëèñü ñâÿçàííûìè ñ íåáîëüøèìè
àãðåãàòàìè, ìèãðèðóþùèìè èç àãàðîçíîãî êîíöåíòðèðó-
þùåãî ãåëÿ â âåðõíþþ îáëàñòü ðàçäåëÿþùåãî ÏÀÀÃ. Ýòî
ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî õîòÿ èäåíòèôèöèðîâàííûå
áåëêè ñàìè íå ìîãóò ïåðåäàâàòüñÿ öèòîäóêöèåé, íå ÿâ-
ëÿÿñü ïðèîíàìè, îíè ìîãóò ïðèñîåäèíÿòüñÿ ê àãðåãàòàì
è, ñëåäîâàòåëüíî, ñåäèìåíòèðîâàòü âìåñòå ñ ïðèîíàìè.
Ìîæíî ñêàçàòü, ÷òî áåëêè, âûäåëåííûå èç öèòîäóêòàíòîâ
è èäåíòèôèöèðîâàííûå íàìè, èìèòèðóþò ïðèîíîâîå íà-
ñëåäîâàíèå, òàê êàê ñëåäóþò çà íèìè. Ìåõàíèçì òîãî, êàê
ïðèîíçàâèñèìûå áåëêè ìîãóò îêàçûâàòüñÿ â îñàäêàõ ãðó-
áûõ ëèçàòîâ öèòîäóêòàíòà, ïðåäñòàâëÿåòñÿ íàì ñëåäóþ-
ùèì îáðàçîì. Îò äîíîðíîé [PSI+]-êëåòêè â ðåçóëüòàòå åå
ñêðåùèâàíèÿ ñ [psi–]-ðåöèïèåíòîì â ãåòåðîêàðèîí ïðèõî-
äèò öèòîïëàçìà, îáîãàùåííàÿ ïðèîíèçèðóåìûìè ìîëå-
êóëàìè áåëêîâ, íå îáÿçàòåëüíî òîëüêî Sup35p, íî è íå-
èçâåñòíûõ. Áëàãîäàðÿ øàïåðîíàì îíè äàþò ñåìåíà, ïåðå-
õîäÿùèå â äî÷åðíþþ êëåòêó (öèòîäóêòàíò), ãäå ñíîâà
ïðåâðàùàþòñÿ â ôèáðèëëû (Satpute-Krishnan, Serio, 2005).
Â ñâîþ î÷åðåäü ôèáðèëëû ÿâëÿþòñÿ àòòðàêòàíòàìè äëÿ
äðóãèõ ïðèîíçàâèñèìûõ áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â èõ «æèç-
íåííîì öèêëå». Ïðèîíçàâèñèìûå áåëêè ñâÿçûâàþòñÿ ñ
ïðèîíàìè è ñåäèìåíòèðóþò âìåñòå ñ íèìè. Â ðåçóëüòàòå â
îñàäêàõ ãðóáûõ ëèçàòîâ [PSI+]-öèòîäóêòàíòà ìû íàõîäèì
áåëêè, êîòîðûõ íåò â îñàäêàõ èçîãåííîãî [psi–]-ðåöèïèåí-
òíîãî øòàììà, òàê êàê ó íåãî èç-çà îòñóòñòâèÿ ïðèîíîâ
îíè íàõîäÿòñÿ â ðàñòâîðèìîì ñîñòîÿíèè.

Ô ó í ê ö è ÿ è ñ ï å ê ò ð â ç à è ì î ä å é ñ ò â è ÿ è ä å í -
ò è ô è ö è ð î â à í í û õ ï ð è î í ç à â è ñ è ì û õ á å ë ê î â.
Ñïèñîê áåëêîâ, îïðåäåëåííûõ ñ ïîìîùüþ 2D-ýëåêòðîôî-
ðåçà è èäåíòèôèöèðîâàííûõ ñ ïîìîùüþ MALDI-àíàëèçà,
íàñ÷èòûâàåò 35 íàèìåíîâàíèé (òàáë. 1). 47 % áåëêîâ
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé øàïåðîíû è ýíçèìû, âîâëå÷åííûå â
ìåòàáîëèçì ãëþêîçû. Îäíàêî ñðåäè èäåíòèôèöèðîâàí-
íûõ áåëêîâ ñëåäóåò îòìåòèòü åùå äâå ôóíêöèîíàëüíûå
ãðóïïû — ýòî áåëêè, ó÷àñòâóþùèå â òðàíñëÿöèè è â êëå-
òî÷íîé ðåàêöèè íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ. Ïîëüçóÿñü áà-
çîé äàííûõ äëÿ ãåíîìà ñàõàðîìèöåòîâ, ìû óñòàíîâèëè
«çíàêîìñòâî» èäåíòèôèöèðîâàííûõ áåëêîâ äðóã ñ äðó-
ãîì. Äëÿ ýòîãî âûÿñíÿëèñü èõ âçàèìîäåéñòâèÿ âî âñåõ
âîçìîæíûõ ïîïàðíûõ êîìáèíàöèÿõ. Àíàëèçà òàêîãî ðîäà
äî íàñ íå èñïîëüçîâàëè. Îêàçàëîñü, ÷òî ïî ïðèçíàêó çíà-
êîìñòâà áåëêè äîñòàòî÷íî ÷åòêî äåëÿòñÿ íà îòäåëüíûå
ãðóïïû. (Ïðè ýòîì ìåæäó ÷ëåíàìè ðàçíûõ ãðóïï ïåðåñå-
÷åíèÿ äîñòàòî÷íî ìàëî÷èñëåííû.) Ãðóïïû áåëêîâ, ñïî-
ñîáíûå âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ òåì èëè èíûì ïðèîíîì, ñî-
îòíåñåíû ñ êëàññèôèêàöèåé, îñíîâàííîé íà ôóíêöèè
èäåíòèôèöèðîâàííûõ áåëêîâ â êëåòêå (òàáë. 2). Íåêîòî-
ðûå ãðóïïû ñîäåðæàò ïðèîíû èëè áåëêè, êîòîðûå, ñóäÿ
ïî áàçå äàííûõ, ñïîñîáíû âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ïðèîíèçè-
ðóåìûìè áåëêàìè. Äëÿ êðàòêîñòè âûäåëåííûå íàìè ãðóï-
ïû íàçâàíû èëè ïî èìåíè îòíîñÿùåãîñÿ ê íèì ïðèîíà,
èëè äðóãîãî, õàðàêòåðíîãî äëÿ ãðóïïû áåëêà. Èç 35 èäåí-
òèôèöèðîâàííûõ áåëêîâ, ïðèîáðåòàþùèõ àãðåãèðîâàí-
íîå ñîñòîÿíèå â îòâåò íà ïðèîíîòðîïíûå âîçäåéñòâèÿ, 22
ñïîñîáíû âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ïðèîíàìè èëè áåëêàìè,
âçàèìîäåéñòâóþùèìè ñ ïðèîíàìè.

11 áåëêîâ, èäåíòèôèöèðîâàííûõ ïðè ïîìîùè MALDI,
ñïîñîáíû âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ Sup35p (èëè ñ äðóãèìè

áåëêàìè, èäåíòèôèöèðîâàííûìè â äàííîé ðàáîòå è ñïî-
ñîáíûìè âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ýòèì ïðèîíîì): Act1p,
Cus1p, Eno2p, Grs1p, Hsp104p, Pab1p, Qcr2p, Qcr7p,
Rps6Bp, Sod2p è Ssb1p. ×àñòü áåëêîâ (âûäåëåíî êóðñè-
âîì) ïðèíàäëåæèò òîëüêî ê ãðóïïå SUP35p. Èç íèõ
Ssb1p — òàêæå âàæíûé êîìïîíåíò øàïåðîííîãî îáåñïå-
÷åíèÿ, íåîáõîäèìîãî äëÿ ðàçìíîæåíèÿ ïðèîíîâ (Chernoff
et al., 1999). Ñàì ïðèîíèçèðóåìûé áåëîê Sup35p áûë
èäåíòèôèðîâàí ïðè ïîìîùè èììóíîáëîò-àíàëèçà.

Áîëåå 30 % èäåíòèôèöèðîâàííûõ â íàøåé ðàáîòå áåë-
êîâ âçàèìîäåéñòâóþò ïðÿìî èëè îïîñðåäîâàííî ñ ãèïîòå-
òè÷åñêèì ïðèîíîì [NU+] (NEW1): Aco1p, Cdc19p,
Hsp26p, Hsp42p, Por1p, Psa1p, 4 áåëêà áîëüøîé ñóáúåäè-
íèöû ðèáîñîìû, Yhb1p (âñå îíè âçàèìîäåéñòâóþò òîëüêî
ñ New1p), à òàêæå Qcr2p, Qcr7p è Rps6Bp, êîòîðûå âçàè-
ìîäåéñòâóþò òàêæå è ñ ãðóïïîé Sup35p. Îáøèðíàÿ ãðóï-
ïà NEW1 ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðèîí [NU+], êî-
òîðûé äîñòàòî÷íî ðåäêî âêëþ÷àþò â ñïèñîê äîêàçàííûõ
äðîææåâûõ ïðèîíîâ (Harrison et al., 2007), ïðèñóòñòâóåò â
íàøèõ øòàììàõ è èãðàåò âàæíóþ ðîëü â ôîðìèðîâàíèè
áåëêîâûõ àãðåãàòîâ. Ìû íàäååìñÿ ïðîÿñíèòü íàëè÷èå
(èëè îòñóòñòâèå) ïðèîíà [NU+] â íàøèõ äàëüíåéøèõ ýêñ-
ïåðèìåíòàõ.

Ãðóïïà áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â òðàíñëÿöèè, ïðåäñòàâ-
ëÿåò áîëüøîé èíòåðåñ. Îíà ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ ïðèñóò-
ñòâèåì [NU+] â íàøèõ øòàììàõ, òàê êàê 6 èç 8 èäåíòèôè-
öèðîâàííûõ íàìè áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â òðàíñëÿöèè,
ñïîñîáíû âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ New1p. Åùå îäèí áåëîê
ýòîé ãðóïïû (Rps6Bp) ñâÿçàí ñ Sup35p. Òàêæå ñëåäóåò îò-
ìåòèòü, ÷òî áåëêè òðàíñëÿöèè áûëè íàéäåíû â ïîëèãëóòà-
ìèíîâûõ ìîäåëüíûõ àãðåãàòàõ (Wang et al., 2007, 2008).
Òàêèì îáðàçîì, áåëêè òðàíñëÿöèè èìåþò òåíäåíöèþ ñâÿ-
çûâàòüñÿ ñ âåñüìà ðàçíûìè ïðèîíàìè. Èõ ðîëü íå êàæåòñÿ
òðèâèàëüíîé è òðåáóåò óòî÷íåíèÿ.

Êðîìå ñàìîãî Rnq1p (íàéäåííîãî â ýêñïåðèìåíòå À),
ìû íå îáíàðóæèëè áåëêîâ, ñâÿçàííûõ ñ [PIN+]. Èñêëþ÷å-
íèåì ñëóæèò îäèí áåëîê — Ilv5p, âçàèìîäåéñòâóþùèé ñ
íå èäåíòèôèöèðîâàííûìè â íàñòîÿùåé ðàáîòå áåëêàìè
ãðóïïû RNQ1. Hsp104p — îñíîâíîé øàïåðîí, îòâåòñò-
âåííûé çà îáðàçîâàíèå ïðèîíîâûõ ñåìÿí (Chernoff et al.,
1993), îêàçàëñÿ ñïîñîáíûì âçàèìîäåéñòâîâàòü êàê ñ
Sup35p, òàê è ñ Ure2p.

Ãðóïïà áåëêîâ, âîâëå÷åííûõ â ìåòàáîëèçì ãëþêîçû,
íàçâàííàÿ ïî èìåíè áåëêà Adh1p, ñîäåðæèò 7 áåëêîâ:
Adh1p, Eno2p, Fba1p, Pdc1p, Pgk1p, Tdh2p, è Tpi1p. Îäèí
èç ÷ëåíîâ ýòîé ãðóïïû, Eno2p, âçàèìîäåéñòâóåò òàêæå ñ
SUP35. Âñå æå äàííûå èç ëèòåðàòóðû (Erjavec et al., 2007;
Wang et al., 2008), ñêîðåå óêàçûâàþò íà íåçàâèñèìîñòü
ýòîé ãðóïïû, òàê êàê áåëêè ãðóïïû ADH1 âõîäÿò è â ñî-
ñòàâ ïîëèãëþòàìèíîâûõ àãðåãàòîâ, íå ñâÿçàííûõ ñ
Sup35p.

4 èäåíòèôèöèðîâàííûõ áåëêà íå ó÷àñòâóþò íè â êà-
êèõ âçàèìîäåéñòâèÿõ. (Õîòÿ êîñâåííûå äàííûå, ïîëó÷åí-
íûå èç ãåíîìíîé áàçû, ãîâîðÿò î âîçìîæíîé ñâÿçè îäíîãî
èç ýòèõ áåëêîâ Ald4p ñ Sup35p è New1p.)

Á å ë ê è - ê à í ä è ä à ò û í à ð î ë ü í î â û õ ä ð î æ æ å -
â û õ ï ð è î í î â. Ñðåäè èäåíòèôèöèðîâàííûõ íàìè áåë-
êîâ íåñëó÷àéíûì êàæåòñÿ ïðèñóòñòâèå Sod2p è Yhb1p,
êîòîðûå ó÷àñòâóþò â êëåòî÷íîì îòâåòå íà îêèñëèòåëüíûé
ñòðåññ. Ðåçóëüòàòû íåäàâíèõ èññëåäîâàíèé óêàçûâàþò íà
çíà÷èòåëüíîå ïåðåêðûâàíèå ìåæäó ïðîöåññàìè, âîâëå-
÷åííûìè â ïðèîíèçàöèþ, è ðåàêöèåé êëåòêè íà îêèñëè-
òåëüíûé ñòðåññ (Sitia, Molteni, 2004; Cashikar et al., 2005;
Watt et al., 2005; Erjavec et al., 2007; Herczenik, Gebbink,
2008). Åñòü äàííûå (Glabe, 2008) îá àêêóìóëÿöèè àãðåãè-
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ðîâàííîé ñóïåðîêñèääèñìóòàçû ïðè àìèîòðîïíîì ëàòå-
ðàëüíîì ñêëåðîçå (amyotropic lateral sclerosis). Áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî ìóòàíòíûå ôîðìû Sod1p ïðè ýòîì çàáîëåâàíèè
èìåþò àìèëîèäíóþ ñòðóêòóðó (Elam et al., 2003; Banci,
2008). Â íàøåé ïîñëåäóþùåé ðàáîòå (Íåâçãëÿäîâà è äð.,
2010) ìû êðîìå Sod2p èäåíòèôèöèðîâàëè è Sod1p. Òàê
êàê ýòîò áåëîê ñïîñîáåí âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ãðóïïîé
SUP35, ìû ïîëó÷èëè íåêîòîðûå îñíîâàíèÿ ðàñïîëîæèòü
Sod1p è Sod2p â ãðóïïå SUP35. Â ëþáîì ñëó÷àå, ê êàêîé
áû ãðóïïå îíè íè îòíîñèëèñü, îáíàðóæåíèå ýòèõ áåëêîâ â
îñàäêàõ ãðóáûõ ëèçàòîâ íàøèõ øòàììîâ ïðåäñòàâëÿåò çíà-
÷èòåëüíûé èíòåðåñ, òàê êàê óêàçûâàåò, ÷òî ñðåäè ïðèîíàñ-
ñîöèèðîâàííûõ áåëêîâ íàõîäÿòñÿ êàê áåëêè, ïîâðåæäàå-
ìûå ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå (áåëêè ãðóïïû ADH1), òàê
è áåëêè, îñóùåñòâëÿþùèå êëåòî÷íûé îòâåò íà íåãî.

Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî ïî àíàëîãèè ñ äàííûìè, ïîëó÷åí-
íûìè íà âûñøèõ îðãàíèçìàõ, Sod1p ìîæåò àìèëîèäè-
çèðîâàòüñÿ è â êëåòêàõ äðîææåé. Äðóãèì âîçìîæíûì
êàíäèäàòîì íà ðîëü íîâîãî äëÿ äðîææåé àìèëîèäà (èëè
ïðèîíà) ÿâëÿåòñÿ Cus1p. Cus1p èìååò ìîë. ìàññó îêîëî
50 êÄà, òåì íå ìåíåå ìû âûÿâèëè åãî â ÏÀÀÃ-SDS íà
óðîâíå, ñîîòâåòñòâóþùåì 205 êÄà. Òàêîå ìåñòîïîëîæå-
íèå Cus1p ìîæåò áûòü îáúÿñíåíî êàê ñëåäñòâèå ïîÿâëå-
íèÿ â îñàäî÷íîé ôðàêöèè ïðîìåæóòî÷íîé ôîðìû àìèëîè-
äà — ïðåôèáðèëëÿðíûõ îëèãîìåðîâ, ïîäðîáíî ðàññìîò-
ðåííûõ â òåîðåòè÷åñêîé ðàáîòå (Glabe, 2008).

Òàêèì îáðàçîì, âîçìîæíîñòü àìèëîèäèçàöèè Cus1p è
Sod1/2p ÿâíî çàñëóæèâàåò äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ. Îíà ÿâ-
ëÿåòñÿ òåì áîëåå èíòðèãóþùåé, ÷òî íàçâàííûå âûøå áåë-
êè íå ÿâëÿþòñÿ NQ-áîãàòûìè â îòëè÷èå îò âñåõ èçâåñò-
íûõ ñîáñòâåííûõ ïðèîíîâ äðîææåé. Òåì íå ìåíåå áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî NQ-íåáîãàòûé ïðèîíèçèðóþùèé äîìåí
áåëêà HET-s ãðèáêà Podospora, ñëèòûé ñ GFP, ñïîñîáåí â
äðîææåâûõ êëåòêàõ ñàìîâîñïðîèçâîäèòüñÿ êàê ïðèîí
(Taneja et al., 2007). Ýòî ïîêàçûâàåò, ÷òî â äðîææåâûõ
êëåòêàõ ñóùåñòâóåò ìåõàíèçì, ïîääåðæèâàþùèé ïðèîíè-
çàöèþ íå NQ-áîãàòûõ áåëêîâ.

Î ò ñ ó ò ñ ò â è å ç à â è ñ è ì î ñ ò è ð ÿ ä à ï ð è î í à ñ ñ î -
ö è ð î â à í í û õ á å ë ê î â î ò [P S I+]. Ñðàâíåíèå [PSI+]-
öèòîäóêòàíòà ñ [psi–]-êóëüòóðîé GT27 (êîòîðàÿ ñîäåðæèò
â îñàäêå íåîáû÷íî ìíîãî áåëêîâ) äàëî íàì âîçìîæíîñòü
îïðåäåëèòü, êàêèå èç ïðèîíàññîöèèðîâàííûõ áåëêîâ çà-
âèñèìû îò [PSI+]-ôàêòîðà, à êàêèå íåò (òàáë. 1). Îêàçà-
ëîñü, ÷òî áîëüøèíñòâî áåëêîâ, îáùèõ äëÿ [psi–] GT27 è
C6 [PSI+], îòíîñèòñÿ ê ãðóïïå ADH1. Ýòî 6 èç 7 áåëêîâ
(òàáë. 1, ýêñïåðèìåíò Ñ2). 5 äðóãèõ áåëêîâ îòíîñÿòñÿ ê
ãðóïïå NEW1: Aco1p, Cdc19, Por1p, Psa1p è Yhb1p. Íåî-
æèäàííûì îêàçàëîñü ïðèñóòñòâèå â [psi–] GT27 7 áåëêîâ
(Act1p, Hsp104p, Qcr2p, Qcr7, Sod2p, Ssb1p è Eno2p),
âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ áåëêàìè ãðóïïû SUP35.

Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îíè ñâÿçàíû íå òîëüêî ñ
Sup35p, íî è ñ äðóãèìè ïðèîíàìè. Ýòî êàæåòñÿ âåðîÿò-
íûì, åñëè ïðèíÿòü âî âíèìàíèå âûïîëíÿåìûå èìè ôóíê-
öèè: ÷àñòü èç íèõ ÿâëÿåòñÿ øàïåðîíàìè è êîøàïåðîíàìè,
à ÷àñòü — áåëêàìè öèòîñêåëåòà. Äàííûå, ïîëó÷åííûå â
ýêñïåðèìåíòå Ñ2, èìåþò îñîáîå çíà÷åíèå, òàê êàê ïðîòè-
âîðå÷àò íàèáîëåå ïðîñòîé ãèïîòåçå, îáúÿñíÿþùåé, ïî÷å-
ìó â îñàäêàõ ãðóáûõ ëèçàòîâ ó [PSI+]-êëåòîê îêàçûâàåòñÿ
áîëüøåå ÷èñëî áåëêîâ, ÷åì ó [psi–]-ïàðòíåðîâ. Ñîãëàñíî
ýòîé ãèïîòåçå, íåêîòîðîå êîëè÷åñòâî áåëêîâ ñ óâåëè÷åí-
íîé ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé è èçìåíåííîé êîíôîðìàöèåé,
îáðàçóþùååñÿ ïðè íåïðàâèëüíîì ïðî÷òåíèè çíàêîâ êîíöà
òðàíñëÿöèè ïðè âîçäåéñòâèè [PSI+]-ôàêòîðà, ìîæåò ñâÿ-
çûâàòüñÿ ñ äðóãèìè áåëêàìè, ïðåæäå âñåãî ñ øàïåðîíàìè,
è óâëåêàòü èõ â îñàäî÷íóþ ôðàêöèþ. (Õîòÿ ïîäîáíîå ñ÷è-

òûâàíèå çíàêîâ òåðìèíàöèè íå ìîæåò áûòü ìàññîâûì, òàê
êàê åñòåñòâåííûå çíàêè òåðìèíàöèè â îòëè÷èå îò âîçíèêà-
þùèõ â ñåðåäèíå ãåíà íîíñåíñ-ìóòàöèé íàõîäÿòñÿ â îñî-
áîì íóêëåîòèäíîì êîíòåêñòå, ìèíèìèçèðóþùåì âîçìîæ-
íîñòü ñ÷èòûâàíèÿ.)

Âî ç ì î æ í î ñ ò ü à ì è ë î è ä è ç à ö è è á å ë ê î â ,
ï ð è í à ä ë å æ à ù è õ ê ì è í è - ã ð ó ï ï å è ê ã ð ó ï ï å
A d h 1 p. Íàøè äàííûå ãîâîðÿò î òîì, ÷òî ê áîëüøîé
ãðóïïå áåëêîâ, îáíàðóæåííûõ â îñàäêàõ ãðóáûõ ëèçàòîâ
[psi–]-øòàììà GT27, òàêîå îáúÿñíåíèå ÿâíî íå ïîäõîäèò,
êàê è ê îïèñàííîìó ðàíåå Cus1p (òàê êàê îí òîæå áûë íàé-
äåí â [psi–]-øòàììå ÀÍ/Â). Çäåñü æå ñòîèò îòìåòèòü ãðóï-
ïó áåëêîâ, íàéäåííóþ â ýêñïåðèìåíòå Å, â êîòîðîì áåëêè
«çàìàíèâàëè» â âåðõíþþ ïîëîñêó ÏÀÀÃ ìåòîäîì Êðûí-
äóøêèíà (Kryndushkin et al., 2003). Èç ýòèõ 14 áåëêîâ, ëî-
êàëèçîâàííûõ òàì æå, ãäå íàõîäÿòñÿ ïîëèìåðû, ëèøü
îäèí (Sod2p) ïðèíàäëåæàë òîëüêî ê ãðóïïå Sup35. Ýòî íà-
âîäèò íà ìûñëü î ïðèñóòñòâèè â øòàììàõ äðóãèõ ïðèî-
íîâ, âîçìîæíî, íå âûÿâëåííûõ ðàíåå. Ìèíè-ãðóïïà èç
3 áåëêîâ (Eno1p, Hsp78p è Ssc1p), 2 èç êîòîðûõ (âûäåëåíû
êóðñèâîì) ÿâëÿþòñÿ øàïåðîíàìè, ñëóæèò êîñâåííûì ïîä-
òâåðæäåíèåì òàêîé âîçìîæíîñòè. Èç ýòîé ãðóïïû, ïðàâ-
äà, Hsp78p áûë èäåíòèôèöèðîâàí òîëüêî â ýêñïåðèìåíòå
C1 è íå ìîæåò áûòü îäíîçíà÷íî ïðè÷èñëåí ê èñòèííûì
ïðèîíàññîöèèðîâàííûì áåëêàì. Îäíàêî Eno1p è Ssc1p
áûëè íàéäåíû â áîëåå äîêàçàòåëüíîì ýêñïåðèìåíòå Å âî
ôðàêöèè áåëêîâ, îáîãàùåííûõ ïîëèìåðàìè.

Äðóãèì êàíäèäàòîì íà ðîëü ïðèîíèçèðóåìîãî áåëêà
ìîã áû ñòàòü êàêîé-òî ÷ëåí ãðóïïû ADH1. Èäåíòèôèêà-
öèÿ ïîäîáíîé ìíîãî÷èñëåííîé ãðóïïû áåëêîâ, ó÷àñòâóþ-
ùèõ â ìåòàáîëèçìå ãëþêîçû, óêàçûâàåò íà èõ íåñëó÷àé-
íîå ïîÿâëåíèå ñðåäè îñàäî÷íûõ áåëêîâ è îñîáóþ ðîëü.

Íåäàâíî ïîÿâèëèñü äàííûå äâóõ ãðóïï èññëåäîâàòå-
ëåé, ïîñâÿùåííûå áåëêàì, àññîöèèðîâàííûì ñ î÷èùåí-
íûìè àãðåãàòàìè, ñîäåðæàùèìè [PSI+]-ïðèîí (Bagriantsev
et al., 2008) è ïðèîíîïîäîáíûé ïîëèãëóòàìèíîâûé äîìåí,
êîäèðóåìûé ïåðâûì ýêçîíîì ãåíà õàíòèíãòèíà, êëîíèðî-
âàííîãî â äðîææàõ (Wang et al., 2007, 2008).

Â ðàáîòàõ ýòèõ àâòîðîâ, êàê è â íàøåé, èäåíòèôèöè-
ðîâàíû áåëêè, êîòîðûå â îñíîâíîì îòíîñÿòñÿ ê øàïåðî-
íàì è êîøàïåðîíàì. Åñëè îäíè àâòîðû (Bagriantsev et al.,
2008) îãðàíè÷èâàþòñÿ îïèñàíèåì òîëüêî íàèáîëåå îáèëü-
íûõ â àãðåãàòàõ øàïåðîíîâ, òî äðóãèå (Wang et al., 2007,
2008) îòìå÷àþò, ÷òî èçó÷åííûå èìè ïîëèãëóòàìèíîâûå
àãðåãàòû ñîäåðæàò íà óäèâëåíèå ìíîãî áåëêîâ, ó÷àñòâóþ-
ùèõ â ìåòàáîëèçìå ãëþêîçû, âêëþ÷àÿ Adh1p, Fba2p è
Eno2p. Ñîâïàäåíèå íàøèõ ðåçóëüòàòîâ ñ äàííûìè èç ëè-
òåðàòóðû (Wang et al., 2007, 2008) ïîçâîëÿåò äóìàòü, ÷òî â
îáîèõ ñëó÷àÿõ èäåíòèôèöèðîâàííûå áåëêè èìåëè îáùåå
ïðîèñõîæäåíèå — áûëè ïîëó÷åíû èç îäíèõ è òåõ æå ìî-
ëåêóëÿðíûõ êîìïëåêñîâ. Èìè ìîãóò áûòü ëèáî àãðåñîìû
(Wang, 2008), ëèáî èíûå àãðåãàòû, ó÷àñòâóþùèå â àìèëî-
èäíîì ìåòàáîëèçìå.

Âàíã è ñîàâòîðû (Wang et al., 2007, 2008) îáúÿñíÿþò
ïðèñóòñòâèå ãëèêîëèòè÷åñêèõ ýíçèìîâ â ïîëèãëóòàìèíî-
âûõ àãðåãàòàõ èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê îêèñëèòåëüíîìó
ñòðåññó èëè ñêëîííîñòüþ ãëèêîëèòè÷åñêèõ ýíçèìîâ âñòó-
ïàòü âî âçàèìîäåéñòâèÿ ñ õàíòèíãòèíîì, ÷òî áûëî óñòà-
íîâëåíî íà êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ. Íàøè äàííûå ñîãëà-
ñóþòñÿ òîëüêî ñ ïåðâûì îáúÿñíåíèåì: òàê, â ñâîèõ îïû-
òàõ ìû âûÿâèëè ïðàêòè÷åñêè òå æå áåëêè ãëèêîëèçà, íî
ïðè ýòîì íå èìåëè äåëà ñ êëîíèðîâàííûì ýêçîíîì ãåíà
õàíòèíãòèíà.

Òî, ÷òî êàêîé-òî èç áåëêîâ ãðóïïû ADH1 ìîæåò ïå-
ðåéòè â àìèëîèäíîå ñîñòîÿíèå è â òàêîì âèäå ïîòÿíóòü çà
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ñîáîé â îñàäîê îñòàëüíûå áåëêè ýòîé ãðóïïû, íàõîäèò
êîñâåííîå ïîäòâåðæäåíèå â äðóãîé ðàáîòå (Erjavec et al.,
2007). Èç 6 èäåíòèôèðîâàííûõ ýòèìè àâòîðàìè êàðáîíè-
ëèðîâàííûõ áåëêîâ ãëèêîëèçà 5 (Eno2p, Pdc1p, Fba1p,
Adh1p è Tpi1p) áûëè íàéäåíû è íàìè. Åñëè ó÷åñòü, ÷òî
êàðáîíèëèðîâàíèåì êëåòêà ìåòèò ïîâðåæäåííûå áåëêè
íåïðàâèëüíîé êîíôîðìàöèè â õîäå îêèñëèòåëüíîãî ñòðåñ-
ñà, òî ýòè äàííûå ìîãóò ñòàòü íåçàâèñèìîé «óëèêîé»
èõ ñïîñîáíîñòè ê àãðåãèðîâàíèþ è, âîçìîæíî, òàêæå ê
àìèëîèäèçàöèè. Ñóùåñòâåííî òî (Erjavec et al., 2007),
÷òî ñðåäè êàðáîíèëèðîâàííûõ áåëêîâ îêàçûâàþòñÿ áåëêè
ãðóïïû ADH1, à íå áåëêè êîíòðîëüíîé ãðóïïû, òîæå âî-
âëå÷åííûå â ýíåðãåòè÷åñêèé ìåòàáîëèçì è îáèëüíî ïðè-
ñóòñòâóþùèå â êëåòêå. Çäåñü õîòåëîñü áû çàìåòèòü, ÷òî
ýòè äàííûå (Erjavec et al., 2007) è íàøè íåêîòîðûì îáðà-
çîì äîïîëíÿþò äðóã äðóãà. Äåëî â òîì, ÷òî ðÿä áåëêîâ, â
îñíîâíîì ïðèíàäëåæàùèõ ê ãðóïïå ADH1, ïî êîëè÷åñòâó
ñâîèõ ìîëåêóë â êëåòêå ñèëüíî ïðåâîñõîäÿò áîëüøèíñòâî
äðóãèõ áåëêîâ. Íåëüçÿ èñêëþ÷èòü âîçìîæíîñòü òîãî, ÷òî
îíè óâëåêàþòñÿ â îñàäêè, ÷èñòî ìåõàíè÷åñêè ñâÿçûâàÿñü ñ
íèìè. Ýòî íå êàæåòñÿ âåðîÿòíûì äëÿ áåëêîâ, êîëè÷åñòâî
êîòîðûõ â êëåòêå ìíîãî ìåíüøå (òàáë. 2). Âïðî÷åì, äëÿ
íàøèõ îïûòîâ, äàæå äëÿ ñàìûõ ÷àñòî âñòðå÷àþùèõñÿ áåë-
êîâ, ïðèâåäåííîå îáúÿñíåíèå î÷åíü ìàëîâåðîÿòíî, òàê êàê
ìû îòáèðàåì äëÿ àíàëèçà òîëüêî òå áåëêè, êîòîðûå îòñóò-
ñòâóþò â îñàäêàõ ãðóáûõ ëèçàòîâ èçîãåííîé ïàðû. Â ñâÿçè
ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû (Erjavec et al., 2007) õîòåëîñü áû
òàêæå îòìåòèòü, ÷òî ñðåäè íàéäåííûõ íàìè ïðèîíçàâèñè-
ìûõ áåëêîâ íàõîäÿòñÿ áåëêè îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà —
Sod2p (èçîëèðîâàííûé â äâóõ ðàçíûõ ýêñïåðèìåíòàõ),
Yhb1p, Tdb2p è Acl1.

Äðóãîé ïðèìå÷àòåëüíûé ôàêò â ðàññìàòðèâàåìîé ðà-
áîòå (Erjavec et al., 2007) ñîñòîèò â òîì, ÷òî ãðóïïà ADH1
îêàçûâàåòñÿ ñâÿçàííîé ñ øàïåðîíàìè. Äåëî â òîì, ÷òî ïðè
ñòàðåíèè áåëêè ãëèêîëèçà, îêèñëÿÿñü, ïðåòåðïåâàþò ïî-
âðåæäåíèå è ìåòÿòñÿ çà ñ÷åò êàðáîíèëèðîâàíèÿ. Êàðáîíè-
ëèðîâàííûå áåëêè ñâÿçûâàþòñÿ ñ áåëêîâûìè àãðåãàòàìè,
ñîäåðæàùèìè Hsp104p, è â ñîñòàâå àãðåñîìû îñòàþòñÿ â
ìàòåðèíñêîé êëåòêå ïðè öèòîêèíåçå. Øàïåðîíû íå òîëüêî
âçàèìîäåéñòâóþò ñ êàðáîíèëèðîâàííûìè áåëêàìè, íî íå-
êîòîðûå èç íèõ êàðáîíèëèðóþòñÿ ñàìè. Ýòî èìååò ïðÿìîå
îòíîøåíèå ê íàøèì ðåçóëüòàòàì. Èç 9 íå ñâÿçàííûõ ñ
ãëèêîëèçîì áåëêîâ (ãðóïïà øàïåðîíîâ è ïðî÷èõ), ñïîñîá-
íûõ êàðáîíèëèðîâàòüñÿ (Erjavec et al., 2007), â íàøèõ
îïûòàõ èäåíòèôèöèðîâàíû Ssb1, Ssc1p è Act1p. Ïåðâûå
äâà èç íèõ øàïåðîíû, à òðåòèé — áåëîê öèòîñêåëåòà, ó÷à-
ñòâóþùèé â äèíàìèêå àãðåñîì. Òàê êàê â íàøèõ îïûòàõ
íàéäåíû òàêæå Hsp104p è êî-øàïåðîí Eno2p, òî î÷åâèä-
íî, ÷òî áåëêè ãðóïïû ADH1 èìåþò äîñòàòî÷íîå øàïåðîí-
íîå îáåñïå÷åíèå äëÿ âîçìîæíîé ïðèîíèçàöèè.

Ï ð å ä ï î ë à ã à å ì à ÿ ñ â ÿ ç ü â û ÿ â ë å í í û õ ï ð è -
î í à ñ ñ î ö è ð î â à í í û õ á å ë ê î â ñ à ã ð å ñ î ì à ì è. Ïðè-
ñóòñòâèå áåëêîâ, âûïîëíÿþùèõ íåçàâèñèìûå ôóíêöèè â
àãðåãàöèîííûõ êîìïëåêñàõ, íóæäàåòñÿ â îñìûñëåíèè.
Íàì ïðåäñòàâëÿåòñÿ ñóùåñòâåííûì, ÷òî â êîìïëåêñû ïî-
ïàäàþò âìåñòå è áåëêè, âðåäíûå äëÿ êëåòêè, è áåëêè,
êîòîðûå âîâëå÷åíû â îòâåò êëåòêè íà ïîâðåæäåíèÿ.
Ê ïåðâûì îòíîñÿòñÿ àìèëîèäèçèðîâàííûå áåëêè, âêëþ-
÷àÿ ïðèîíû, à òàêæå ìå÷åííûå êàðáîíèëèðîâàíèåì ïîâ-
ðåæäåííûå êèñëîðîäíûì ñòðåññîì áåëêè ãëèêîëèçà. Îíè
ñòàíîâÿòñÿ îáúåêòîì ìàíèïóëèðîâàíèÿ äðóãèõ áåëêîâ,
ïðèçâàííûõ êëåòêîé èõ îáåçâðåäèòü èëè óíè÷òîæàòü. Ê
ýòîé âòîðîé êàòåãîðèè áåëêîâ îòíîñÿòñÿ ïðåæäå âñåãî øà-
ïåðîíû, êîòîðûå áîðþòñÿ ñ íåïðàâèëüíîé êîíôîðìàöèåé
áåëêîâ, íî ìîãóò ïðèìûêàòü è íåêîòîðûå äðóãèå áåëêè,

òàê èëè èíà÷å ó÷àñòâóþùèå â çàùèòíîé ôóíêöèè. Åñëè
áåëêè âòîðîé ãðóïïû íå ñïðàâëÿþòñÿ ñ çàäà÷åé èñïðàâëå-
íèÿ èëè ðàçðóøåíèÿ ïîâðåæäåííûõ áåëêîâ è ñàìè ïðè
ýòîì ïîâðåæäàþòñÿ èëè íåîáðàòèìî ñâÿçûâàþòñÿ ñ ïî-
âðåæäåííûìè áåëêàìè, òî îíè âìåñòå ñî ñâîèìè «êëèåí-
òàìè» óïàêîâûâàþòñÿ â àãðåñîìû è âûâîäÿòñÿ èç èãðû.
Ýòî ïîäòâåðæäàåòñÿ äàííûìè ëèòåðàòóðû (Wang et al.,
2008), êîòîðûå ïîêàçûâàþò, ÷òî ïðèâëå÷åíèå ïîëèãëþòà-
ìèíîâûõ ïîëèïåïòèäîâ â àãðåñîìû ñíèæàåò èõ òîêñè÷-
íîñòü äëÿ êëåòêè.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â ñâîèõ îïûòàõ ìû íàøëè â
îñàäêàõ íå òîëüêî ìíîæåñòâî «áåëêîâ-öåëèòåëåé» (øàïå-
ðîíîâ), íî òàêæå è «áåëîê-ðàçðóøèòåëü» — ïðîòåàçó
Pep4p. ×òî êàñàåòñÿ ýòîãî áåëêà, òî îñîáûé èíòåðåñ ïðåä-
ñòàâëÿåò åãî ñâÿçü ñ íåàìèëîèäíûì ïðèîíîì äðîææåé [b]
(Roberts, Wickner, 2003). Ìåõàíèçì ýòîé ñâÿçè ñîñòîèò â
ñëåäóþùåì. Âàêóîëÿðíàÿ ïðîòåàçà À, êîäèðóåìàÿ PEP4,
ó÷àñòâóåò â ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâàöèè ïðîòåàçû B. Ó
äåëåöèîííîãî ìóòàíòà pep4D ïðîòåàçà B íà÷èíàåò àêòèâè-
ðîâàòüñÿ àâòîêàòàëèòè÷åñêè. Ïðè ðîñòå íà íåôåðìåíòèðó-
åìûõ èñòî÷íèêàõ óãëåðîäà, êîãäà ãåí ïðîòåàçû B (PRB1)
äåðåïðåññèðîâàí, ïîäîáíàÿ àâòîêàòàëèòè÷åñêàÿ àêòèâà-
öèÿ, ðàç âîçíèêíóâ, ìîæåò ïðîäîëæàòüñÿ áåñêîíå÷íî. Òî,
÷òî ìû íàøëè Pep4p ñðåäè áåëêîâ, ñâÿçàííûõ ñ àìèëîèä-
íûìè ïðèîíàìè, ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî àìè-
ëîèäíûå è íåàìèëîèäíûå ïðèîíû ìîãóò ñâÿçûâàòüñÿ â
êëåòêå ñ áåëêàìè ñõîæèõ íàáîðîâ.

Êðîìå òîãî, â àãðåãèðîâàííîì ñîñòîÿíèè (â îñàäî÷-
íîé ôðàêöèè) ìû íàøëè ïîëè(À)-ñâÿçûâàþùèé áåëîê
Pab1p, êîòîðûé õàðàêòåðåí äëÿ ñòðåññîâûõ ãðàíóë (Buc-
han et al., 2008). Ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â øòàì-
ìàõ [PSI+] èíäóöèðóåòñÿ åùå îäíà ôîðìà áåëêîâûõ àãðå-
ãàòîâ — ñòðåññîâûå ãðàíóëû. Âîçìîæíî, â êîíå÷íîì èòî-
ãå è îíè âîâëåêàþòñÿ â àãðåñîìû.

Ñëåäóåò îãîâîðèòüñÿ, ÷òî ïðè òàêîé êëàññèôèêàöèè
îòâåäåííàÿ íåêîòîðûì ýíçèìàì ãëèêîëèçà ðîëü ÿâëÿåòñÿ
ÿâíî óïðîùåííîé. Òàê, áåëîê Eno2p îäíîâðåìåííî è ó÷à-
ñòâóåò â ìåòàáîëèçìå ãëèêîëèçà, è ÿâëÿåòñÿ êîøàïåðî-
íîì. Ñîçäàåòñÿ âïå÷àòëåíèå, ÷òî îäèí è òîò æå áåëîê ïðè
ðàçíûõ óñëîâèÿõ ìîæåò âûïîëíÿòü â êëåòêå ðàçíûå ðîëè.
Íåîäíîçíà÷íîé ÿâëÿåòñÿ è ôóíêöèÿ øàïåðîíîâ â êëåòêå.
Åñòü ñïðàâåäëèâîå ñóæäåíèå îá èõ àìáèâàëåíòíîé ðîëè
(Rikhvanov et al., 2007). Ñ îäíîé ñòîðîíû, îíè ïðèçâàíû
èñïðàâëÿòü áåëêè ñ íåïðàâèëüíîé êîíôîðìàöèåé, à ñ äðó-
ãîé — ñëóæàò ïðèîíàì, êîòîðûå â õîäå ýâîëþöèè íàó÷è-
ëèñü èñïîëüçîâàòü èõ â öåëÿõ ñâîåãî ðàñïðîñòðàíåíèÿ.
Àãðåñîìû, óïàêîâûâàÿ âìåñòå ðàçíûå áåëêè, êàðäèíàëüíî
ðåøàþò ïðîáëåìó áåëêîâ, ïðåäñòàâëÿþùèõ ñîáîé «ãðóï-
ïó ðèñêà», è òåì ñàìûì îáåñïå÷èâàþò âûæèâàåìîñòü
êëåòêè. Êëàññèôèêàöèÿ, ïðåäëîæåííàÿ íàìè, íåñìîòðÿ
íà îïðåäåëåííóþ óñëîâíîñòü, ïîìîãàåò ïðåäñòàâèòü, ïî-
÷åìó ôóíêöèîíàëüíî ðàçíûå áåëêè âîâëåêàþòñÿ âìåñòå â
àãðåãàòû, íàéäåííûå íàìè â îñàäêàõ êëåòî÷íûõ ãðóáûõ
ëèçàòîâ.

Ï å ð ñ ï å ê ò è â û ï ð å ä ë î æ å í í î ã î í à ì è ï î ä -
õ î ä à. Àãðåãèðîâàííûå áåëêè, èäåíòèôèöèðîâàííûå
íàìè è äðóãèìè àâòîðàìè, îêàçàëèñü îáùèìè èëè ñõîä-
íûìè. Äàííûå, ïîëó÷åííûå ñ ïðèìåíåíèåì ñîâåðøåííî
ðàçíûõ ïîäõîäîâ, ãîâîðÿò î òîì, ÷òî àãðåãàòû âîçíèêàþò
â êëåòêå â îòâåò êàê íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, òàê è íà
êîíôîðìàöèîííûå íàðóøåíèÿ áåëêîâ (âêëþ÷àÿ àìèëîè-
äèçàöèþ è ïðèîíèçàöèþ). Íàø ìåòîäè÷åñêèé ïîäõîä,
îñíîâàííûé íà èçó÷åíèè áåëêîâ, îñàæäåííûõ èç ãðóáûõ
ëèçàòîâ êëåòîê, ïîäâåðãíóòûõ ðàçíûì ïðèîíîòðîïíûì
âîçäåéñòâèÿì («ãåíåòè÷åñêîìó» î÷èùåíèþ), âûÿâëÿåò òå
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æå îñíîâíûå áåëêè, ÷òî è ïîëó÷åííûå ïðè îáû÷íîì áèî-
õèìè÷åñêîì î÷èùåíèè àãðåãàòîâ. Â òî æå âðåìÿ íàø ïîä-
õîä â ðÿäå ñëó÷àåâ èìååò òî ïðåèìóùåñòâî, ÷òî îí íå íà-
ïðàâëåí íà î÷èñòêó êàêîãî-òî îïðåäåëåííîãî êîìïëåêñà è
ïîçâîëÿåò èäåíòèôèöèðîâàòü ñðàçó ìíîæåñòâî áåëêîâ, âî-
âëå÷åííûõ â îòâåò êëåòêè íà àìèëîèäèçàöèþ, ïîâðåæäå-
íèÿ, âûçâàííûå îêèñëèòåëüíûì ñòðåññîì, è ïðî÷èå êîí-
ôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ. Êðîìå òîãî, ïðåäëîæåííîå
íàìè äåëåíèå èäåíòèôèöèðîâàííûõ áåëêîâ ïî ãðóïïàì
âçàèìîäåéñòâèÿ, âîçìîæíî, ïîçâîëèò îáëåã÷èòü ïîèñê íî-
âûõ áåëêîâ, ñïîñîáíûõ ê ïðèîíèçàöèè. Íà òàêóþ ìûñëü
íàâîäèò àíàëèç ìèíè-ãðóïïû è ãðóïïû ADH1, êîòîðûå íå
ñâÿçàíû ñ èçâåñòíûìè ïðèîíàìè, íî ñîäåðæàò øàïåðîíû,
ñïîñîáíûå âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ áåëêàìè äàííîé ãðóïïû
(òàáë. 2).

Åùå îäíî, áîëåå ÷àñòíîå çàìå÷àíèå. Íåñêîëüêî ëåò
íàçàä ìû (Nevzglyadova et al., 2004) ïîêàçàëè, ÷òî õàðàê-
òåð òðàíñìèññèè ÿäåð ïðè ïî÷êîâàíèè äðîææåâûõ ãåòåðî-
êàðèîíîâ ìåíÿåòñÿ ïîñëå îáðàáîòêè õëîðèäîì ãóàíèäèíà
øòàììîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ñêðåùèâàíèè, à ñàìà òðàíñìèñ-
ñèÿ ñâÿçàíà ñ àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëüþ îäíîãî èç ÿäåð. Èç
ýòîãî ìû ñäåëàëè âûâîä î ñâÿçè ïðîöåññîâ àïîïòîçà è
ïðèîíèçàöèè â êëåòêàõ äðîææåé. Íåäàâíÿÿ ðàáîòà ïîä-
òâåðæäàåò íàøå ïðåäïîëîæåíèå (Wang et al., 2008). Àâòî-
ðû ïîêàçàëè, ÷òî àãðåñîìû — ïîñëåäíåå ïðèáåæèùå
äðîææåâûõ ïðèîíîâ — ñâÿçàíû ñ ïîëÿðíûì òåëüöåì âå-
ðåòåíà, óïðàâëÿþùèì ðàñõîæäåíèåì ÿäåð â ãåòåðîêàðèî-
íå. Ê òîìó æå ïîñëåäíèå ðàáîòû ïîêàçàëè, ÷òî ïî êðàéíåé
ìåðå îäèí áåëîê, ó÷àñòâóþùèé â àïîïòîçå (Mca1p), ìî-
æåò ïðèîíèçèðîâàòüñÿ (Nemecek et al., 2009). Òåì ñàìûì
ãèïîòåòè÷åñêàÿ ñâÿçü ìåæäó ïðèîíàìè è àïîïòîçîì îêà-
çûâàåòñÿ âïîëíå ðåàëüíîé, à ñïèñîê ðîëåé, âûïîëíÿåìûõ
ïðèîíàìè â êëåòêàõ äðîææåé, ÿâíî ðàñøèðÿåòñÿ. Äåéñò-
âèòåëüíî, óæå â ïðîöåññå ðàáîòû íàä ýòîé ñòàòüåé ïðè-
øëî ñîîáùåíèå î ñïîñîáíîñòè ê ïðèîíèçàöèè äðîææåâî-
ãî ãëîáàëüíîãî òðàíñêðèïöèîííîãî êîðåïðåññîðà Cyc8p
(Patel et al., 2009).

Ìû áëàãîäàðèì Ë. Ì. Ìèðîíîâó, Þ. Î. ×åðíîâà,
À. Ï. Ãàëêèíà è Ã. À. Æóðàâëåâó çà ïðåäîñòàâëåíèå
äðîææåâûõ øòàììîâ, ïëàçìèä è àíòèòåë.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ñ.-Ïå-
òåðáóðãñêîãî íàó÷íîãî öåíòðà ÐÀÍ, Ðîññèéñêîãî ôîíäà
ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêòû 07-04-01454 è
09-04-00750), à òàêæå ïðîãðàììû «Âåäóùèå íàó÷íûå
øêîëû» (ÍØ 1961.2008.4) è ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêó-
ëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» (2008—2012).
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COMPARISON OF CRUDE LYSATE PELLETS OF ISOGENIC STRAINS

OF YEAST WITH DIFFERENT PRION COMPOSITION: IDENTIFICATION OF A SET

OF PRION-ASSOCIATED PROTEINS

O. V. Nevzglyadova,1 A. V. Artemov,1 A. G. Mittenberg,1 E. I. Kostyleva,1 E. V. Mikhailova,1

K. V. Solovyov,2 I. M. Kuznetsova,1 K. K. Turoverov,1 T. R. Soidla1

1 Institute of Cytology RAS and 2 Institute of Experimental Medicine RAMS, St. Petersburg; e-mail: ovena43@yahoo.com

A new approach: comparative analysis of proteins of the pellets of crude cell lysates of isogenic strains of
Saccharomyces cerevisiae differing by their prion composition permitted to identify a large group of prion-asso-
ciated proteins in yeast cells. 2D-electrophoresis followed by MALDI-analysis of a recipient [psi–] strain and of
[PSI+] cytoductant led to identification of 35 proteins whose aggregation state responded to a shift of prion(s)
content. Approximately half of these proteins belonged to functional groups of chaperones and enzyme involved
in glucose metabolism. Notable were also proteins involved in translation, in oxidative stress response and in
protein degradation. The data obtained are compared with the results of other groups who used other approaches
to detecting proteins involved in prion aggregates.

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