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Прионами называют белки, способные в одних и тех же условиях существовать в двух и более конформаци�
ях, как минимум одна из которых обладает инфекционными свойствами. Обычно формирование такой ин�
фекционной прионной конформации сопряжено с образованием амилоидов, то есть белковых агрегатов с
особой пространственной структурой. У дрожжей Saccharomyces cerevisiae к настоящему времени идентифи�
цировано около десяти прионов. Одним из ключевых регуляторов метаболизма азота у S. cerevisiae является
Gln3, который имеет амилоидогенный участок, обладающий прионоподобными свойствами. Способность
к прионизации полноразмерного Gln3 ранее не изучалась. В настоящем исследовании установлено, что
амилоидогенный участок Gln3 в присутствии приона [PIN+] способен выступать в качестве матрицы, ини�
циирующей агрегацию полноразмерного Gln3 при совместной сверхпродукции. Показано, что агрегиро�
ванное состояние полноразмерного Gln3 проявляет прионоподобные свойства, включающие инфекцион�
ность и зависимость от антиприонных агентов, однако в отличие от известных прионов дрожжей, поддержи�
вается только при сверхпродукции. Мы предлагаем термин «условные прионы» для таких белков, поддер�
жание прионного состояния которых возможно лишь в условиях, не соответствующих физиологическим.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: прион, Gln3, амилоид, [PIN+], инфекционность, дрожжи, S. cerevisiae.
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Большинство известных прионов представ�
ляет собой инфекционные агрегаты определен�
ных белков [1], однако известны и прионы, не
связанные с агрегацией [2]. Первый из иденти�
фицированных прионов, PrPSc (prion от proteina�
ceous и infectious), представляет собой леталь�
ный патоген, вызывающий инфекционные ней�
родегенеративные заболевания человека и жи�
вотных [3, 4]. Наибольшее число прионов (~10)
идентифицировано у дрожжей Saccharomyces

cerevisiae [1, 5–10]. Многие из них являются
ДНК� или РНК�связывающими белками, име�
ющими участки, обогащенные глутамином (Q)
и/или аспарагином (N), которые склонны к аг�
регации и играют важную роль в образовании
прионов [11–13]. Агрегаты некоторых из этих
белков обладают свойствами амилоидов, то есть
белковых фибрилл с особой пространственной
структурой [14, 15].

Возникновение прионных агрегатов в дрож�
жевой клетке вызывает автокаталитическую
конверсию мономеров соответствующего белка
в агрегированное состояние, сопровождающую�
ся раундами репликации инфекционных агрега�
тов [16, 17]. Этот процесс находится под контро�
лем системы белков�шаперонов, которые «раз�
резают» прионные агрегаты на относительно
небольшие олигомеры, что обеспечивает их эф�
фективную передачу в дочерние клетки и ста�
бильное наследование прионов в митозе и мейо�
зе [18]. Дрожжевые прионы обладают свойства�
ми, отличающими их от других нехромосомных
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детерминантов: 1) индукция при сверхпродук�
ции структурного белка (увеличение числа мо�
лекул белка повышает вероятность его перехода
в прионную конформацию), 2) обратимость из�
гнания (прион может быть элиминирован под
действием агентов, блокирующих шапероны,
например, хлорида гуанидина, и вновь индуци�
рован de novo) [19] и 3) инфекционность (прион�
ная конформация является инфекционной и до�
минантной), которая может быть проанализи�
рована либо при помощи классической цито�
дукции [20, 21], либо путем белковой трансфор�
мации [22].

Белок Gln3 является транскрипционным ре�
гулятором катаболизма азота [23, 24], влияет на
эффективность терминации трансляции [25–27]
и имеет QN�обогащенный амилоидогенный
участок (Gln3QN) 166–242 а.о., формирующий
при сверхпродукции агрегаты, обладающие
прионоподобными свойствами [1]. Ранее мы
показали, что агрегация, наблюдаемая при сверх�
продукции этого QN�обогащенного фрагмента,
зависит от присутствия в клетке дрожжевых
прионов, в то время как полноразмерный Gln3
при сверхпродукции не агрегирует [28].

В настоящем исследовании установлено, что
совместная сверхпродукция c собственным QN�
обогащенным фрагментом на фоне приона
[PIN+] вызывает агрегацию полноразмерного
Gln3. Агрегированное состояние полноразмер�
ного Gln3 наследуется в ряду клеточных поколе�
ний, обладает инфекционностью и зависит от
хлорида гуанидина и Hsp104, то есть имеет свой�
ства дрожжевого приона. Вместе с тем, это агре�
гированное состояние Gln3 поддерживается
только при сверхпродукции, что отличает его от
других прионов дрожжей.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Штаммы микроорганизмов, среды и условия
культивирования. В работе применяли стандарт�
ные методы генетики дрожжей S. cerevisiae [29, 30].
Дрожжи культивировали при 30 °С на твердой
или жидкой средах, полной YAPD и селектив�
ной MD [29, 30]. Использовали изогенные
штаммы дрожжей 1�OT56 с генотипом MATa
ade1�14UGA his3 leu2 trp1�289UAG ura3 [psi–][PIN+] и
2�OT56 с генотипом MATa ade1�14UGA his3 leu2
trp1�289UAG ura3 [psi–][pin–], отличающиеся лишь
статусом дрожжевого приона [PIN+] [28]. Деле�
цию гена HSP104 в штамме 25�1�OT56 [GLN3↑+]
получали при помощи метода ПЦР�опосредо�
ванной замены последовательности HSP104 на
кассету KanMX4, определяющую устойчивость
дрожжей к антибиотику генетицину, G418

(«Sigma», США). Подбор праймеров проводили
при помощи программного обеспечения Snap�
Gene («SnapGene», США). Все использованные
в работе праймеры («Beagle», Россия) приведе�
ны в табл. 1. Для двустадийной амплификации
KanMX4, фланкированной участками HSP104,
использовали пары праймеров FHSP104delta�
KanMX и RHSP104deltaKanMX, FHSP104delta и
RHSP104delta; проверку делеции HSP104 произ�
водили с помощью праймеров FHSP104dch и
RHSP104dch соответственно.

Для индукции экспрессии генов, находя�
щихся под контролем промотора CUP1, в твер�
дые и жидкие среды добавляли 150 и 100 мкМ
сульфата меди II (CuSO4) соответственно. Ана�
лиз зависимости агрегации белков от универ�
сального антиприонного агента хлорида гуани�
дина (ГГХ) проводили после 3× (каждые 24 ч)
пассирования дрожжей на полной среде с до�
бавлением 5 мМ ГГХ («Sigma», США) [31].

Зависимость роста дрожжей от антибиотика
рапамицина анализировали путем последователь�
ного двухкратного переноса дрожжей методом от�
печатка с селективной среды на селективную сре�
ду с добавлением 5 нг/мл рапамицина («Sigma»,
США) с длительностью пассажа между перено�
сом в 48 ч. Потерю плазмид, несущих ген URA3,
проводили на селективной среде с добавлением
1 г/л 5�фтороротовой кислоты (ФОК). Выросшие
колонии рассеивали истощающим штрихом и до�
полнительно проверяли на потерю плазмиды, не�
сущей ген URA3, путем переноса методом отпе�
чатка на селективную среду без урацила.

Плазмиды. Плазмиды, использованные в ра�
боте, перечислены в табл. 2. Плазмида pL�CUP1�
GLN3�YFP получена путем встраивания ампли�
фицированной при помощи полимеразной цеп�
ной реакции (ПЦР) последовательности гена GLN3
(праймеры GLN3HindIIIF и GLN3YFPBamHIR;
матрица – плазмидная ДНК pU�CUP1�GLN3�
YFP [28]) в плазмиду pL�CUP1�GLN3QN�YFP
[28] по сайтам рестрикции HindIII и BamHI.

Для получения плазмиды pL�CUP1�GLN3 по�
следовательность гена GLN3, амплифицирован�
ного при помощи ПЦР (праймеры GLN3HindIIIF
и GLN3SacIR; матрица – плазмидная ДНК pU�
CUP1�GLN3�YFP [28]), была встроена в плаз�
миду pL�CUP1�GLN3�YFP по сайтам рестрик�
ции HindIII и SacI.

Плазмида pL�CUP1�GLN3QN�CFP скон�
струирована путем встраивания последователь�
ности, кодирующей циановый флуоресцентный
белок (CFP), амплифицированной при помощи
ПЦР (праймеры FGFPBamH1 и RGFPSaс1; плаз�
мида pGPD�CFP(LEU2) [32] в качестве матри�
цы) в плазмиду pL�CUP1�GLN3QN�YFP [28] по
сайтам рестрикции BamHI и SacI.

АНТОНЕЦ  и  др.
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ПРИОНОПОДОБНЫЕ СВОЙСТВА Gln3

Методы работы с белками. Для анализа агре�
гации белков использовали метод седиментацион�
ного анализа [33]. При выделении суммарного
белка использовали ингибиторы протеаз Comp�
lete («Roche», Швейцария) (1 таблетка на 50 мл
раствора) и фенилметилсульфонил фторида,
PMSF («Sigma», США) в концентрации 5 мМ.
Седиментационный анализ проводили с по�
мощью ультрацентрифугирования проб суммар�
ного белка при 50 000 g в роторе MLA�130 на
ультрацентрифуге BC Optima MAX�XP («Beck�
man Coulter», США) через подушку из 20%�ной
сахарозы в течение 25 мин при 4 °С, после чего
отбирали надосадочную фракцию, а к осадочной
добавляли равный объем однократного фосфат�

ного буфера, pH 7,4 («Thermo Fisher Scientific»,
США) с ингибиторами протеаз Complete (1 таб�
летка на 50 мл раствора) и 5 мМ PMSF. Для ана�
лиза устойчивости белка к обработке ионными
детергентами к пробам суммарного белка перед
ультрацентрифугированием добавляли лаурил�
саркозинат натрия («Хеликон», Россия) до 3% (v/v),
после чего пробы инкубировали в течение 5 мин.
Все действия с белком проводили при 4 °С.

Для переноса применяли мембрану PVDF
Hybond�P, размер пор 0,45 мкм («Amersham»,
США). В ходе детекции сигналов белков, сли�
тых с YFP (желтый флуоресцентный белок),
применяли моноклональные антитела кролика
против GFP, Anti�GFP antibody [E385], ab32146
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Таблица 1. Праймеры

Последовательность 5'–3'

TAATAAGCTTATGCAAGACGACCCCGAA 

AGTAGGATCCTATACCAAATTTTAACCAATCCAAT

AGTAGAGCTCTCATATACCAAATTTTAACCAATCCAAT

CGTGGATCCATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTC 

CTAGAGCTCTCATTTGTATAGTTCATCCATGC

ATGAACGACCAAACGCAATTTACAGAAAGGGCTCTAACGATTTTGACGT

GGCTCTAACGATTTTGACGTCGTACGCTGCAGGTCGAC

AATCTAGGTCATCATCAATTTCCATACTGTCCTCATTATCGTCATCACC

TCCTCATTATCGTCATCACCATCGATGAATTCGAGCTCG

CTTTGTCCAGAGGCCAATTG

ACGTCTCTCTTCCTCAGCAA

Название

GLN3HindIIIF

GLN3YFPBamHIR

GLN3SacIR

FGFPBamH1

RGFPSaс1

FHSP104delta

FHSP104deltaKanMX

RHSP104delta

RHSP104deltaKanMX

FHSP104dch

RHSP104dch

Название

pL�CUP1�GLN3�YFP

pU�CUP1�GLN3�YFP

pL�CUP1�GLN3

pU�CUP1�GLN3

pL�CUP1�GLN3QN�YFP

pU�CUP1�GLN3QN�YFP

pL�CUP1�GLN3QN�CFP

pU�CUP1�YFP

pL�CUP1�YFP

pGPD�CFP(Leu)

pRS316

pRS315

pLH105

Ссылка

Получена в настоящей работе

[28]

Получена в настоящей работе

[28]

[28]

[28]

Получена в настоящей работе

[28]

[28]

[32]

[51]

[51]

[52]

Таблица 2. Плазмиды

Маркер

LEU2

URA3

LEU2

URA3

LEU2

URA3

LEU2

URA3

LEU2

LEU2

URA3

LEU2

LEU2

Ген

GLN3�YFP

GLN3�YFP

GLN3

GLN3

GLN3QN�YFP

GLN3QN�YFP

GLN3QN�YFP

YFP

YFP

CFP

–

–

HSP104

Промотор

CUP1

CUP1

CUP1

CUP1

CUP1

CUP1

CUP1

CUP1

CUP1

GPD

–

–

GPD

Тип*

cen

cen

cen

cen

cen

cen

cen

cen

cen

2μ

cen

cen

2μ

* cen – центромерная плазмида, 2μ – многокопийная плазмида.



АНТОНЕЦ  и  др.

(«Abcam», Великобритания), а также набор для
детекции Amersham ECL Prime Western Blotting
Detection Reagent («Amersham», США).

Белковую трансформацию проводили соглас�
но ранее опубликованному протоколу [34], с
адаптациями. Для трансформации использовали
суммарные белковые лизаты, выделенные не�
посредственно перед трансформацией из дрож�
жевых сферопластов с добавлением ингибитора
протеаз Complete (1 таблетка на 50 мл раствора)
и 1 мМ PMSF, соницированные на льду ультра�
звуком («Bandelin Sonopuls», Германия), 5 цик�
лов по 0,9 с при 20% мощности.

Микроскопия. Для исследования способнос�
ти белков, слитых с CFP и YFP, формировать аг�
регаты, а также их колокализации, использова�
ли лазерный сканирующий конфокальный мик�
роскоп Leica TCS SP5 («Leica Microsystems»,
Германия). При анализе слитых c CFP белков
применяли аргоновый лазер (детекция сигнала
при 461–510 нм), слитых с YFP, – 514 нм арго�
новый лазер (518–580 нм соответственно) и для
ДНК�специфичного красителя DAPI – 405 нм
аргоновый лазер ультрафиолетового диапазона
(425–475 нм). Для окрашивания клеток дрож�
жей применяли флуоресцентный краситель, спе�
цифичный к АТ�богатым учаткам ДНК (DAPI),
используя коммерческий набор «Vectashield Anti�
fade Mounting Medium with DAPI» (1,5 мкг/мл
DAPI), по протоколу производителя («Vector La�
boratories», США). Для индукции агрегации бел�
ков перед микроскопией дрожжевые культуры
выращивали в течение 48 ч при 30 °С на селек�
тивных средах с добавлением 150 мкМ CuSO4.

Статистический анализ. Для обработки ре�
зультатов сравнительного анализа выборок ис�
пользовали непараметрический критерий Манна–
Уитни и программное обеспечение R («R Foun�
dation», США). При исследовании частот обра�
зования агрегатов при помощи микроскопии
анализировали по пять случайных полей зрения
для пяти независимо полученных трансформан�
тов. Для каждого поля зрения определяли долю
клеток с агрегатами. Достоверность наблюдае�
мых отличий проверяли критерием Манна–
Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Агрегация полноразмерного Gln3, слитого с
YFP, индуцируется при его совместной сверхпро@
дукции с QN@обогащенным фрагментом (Gln3QN),
слитым с CFP. Известно, что сверхпродукция
QN�обогащенного фрагмента Gln3, слитого с
желтым флуоресцентным белком YFP (Gln3QN�
YFP), приводит к формированию агрегатов в

цитоплазме дрожжевых клеток (рис. 1, а), в то
время как сверхпродукция полноразмерного
Gln3, слитого с YFP (Gln3�YFP), не вызывает
агрегацию, и белок Gln3�YFP проявляет ядер�
ную локализацию (рис. 1, б) [28]. Также ранее
мы установили, что агрегация Gln3QN�YFP зна�
чительно усиливается в случае присутствия в
клетке дрожжевого приона [PIN+] [28], олигоме�
ры которого, согласно современным представ�
лениям, действуют в качестве «конформацион�
ной матрицы» для сборки агрегатов других бел�
ков [35].

Поскольку полноразмерный Gln3�YFP не аг�
регирует при сверхпродукции в штамме 1�OT56
[PIN+] (рис. 1, б), можно было бы заключить,
что этот белок не способен к агрегации in vivo.
Однако мы предположили, что агрегаты QN�обо�
гащенного фрагмента Gln3 могли бы служить в
качестве своеобразного «фактора [PIN]», инду�
цирующего агрегацию полноразмерного Gln3.
Для проверки этого предположения мы ко�
трансформировали штамм 1�OT56 [PIN+] плаз�
мидами pL�CUP1�GLN3QN�CFP и pU�CUP1�
GLN3�YFP, кодирующими белки Gln3QN�CFP
и Gln3�YFP соответственно. Трансформанты
были отобраны на селективной среде без лейци�
на и урацила и помещены на селективную среду
без лейцина и урацила с добавлением 150 мкМ
сульфата меди для индукции агрегации белков.
Индукцию проводили путем двух последова�
тельных пассирований по 48 ч при 30 °С. Всего
провели три эксперимента, в которых при по�
мощи микроскопии исследовали агрегацию
Gln3�YFP у 115, 78 и 205 клонов соответственно.
В результате в первом и третьем экспериментах
были выявлены 1 и 2 клона соответственно, в
которых были обнаружены агрегаты Gln3�YFP.
Эти агрегаты демонстрировали полную колока�
лизацию с агрегатами Gln3QN�CFP (рис. 1, в).

Для того, чтобы выяснить, поддерживается
ли агрегированное состояние Gln3�YFP в отсут�
ствие агрегатов Gln3QN�CFP, мы провели поте�
рю плазмиды pL�CUP1�GLN3QN�CFP в кло�
нах, где наблюдалась агрегация Gln3�YFP. При
последующем микроскопировании было уста�
новлено, что у 25 из 49, 21 из 50 и 11 из 32 потом�
ков трех исходно полученных клонов агрегация
Gln3�YFP сохранилась на среде, содержащей
150 мкМ CuSO4, уже после потери плазмиды для
сверхпродукции Gln3QN�CFP. Агрегаты Gln3�YFP
в этих клонах располагались в цитоплазме
(рис. 1, г, отмечено в одной из клеток белой
стрелкой), однако часть Gln3�YFP находилась в
ядре в диффузном состоянии (рис. 1, г, отмече�
но черной стрелкой). Таким образом, нам уда�
лось индуцировать агрегированное состояние
Gln3�YFP, наследуемое в ряду клеточных поко�
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Рис. 1. Агрегация Gln3�YFP индуцируется при совместной сверхпродукции с Gln3QN�CFP на фоне приона [PIN+].
а – Сверхпродукция Gln3QN�YFP на фоне приона [PIN+] приводит к возникновению агрегатов, не колокализующихся с
ядром. б – Сверхпродукция полноразмерного Gln3�YFP не вызывает его агрегацию, причем белок локализуется преиму�
щественно в ядре. в – Совместная сверхпродукция Gln3�YFP и Gln3QN�CFP на фоне приона [PIN+] приводит к агрега�
ции Gln3�YFP. г – Агрегация Gln3�YFP сохраняется после прекращения сверхпродукции Gln3QN�CFP. Черной стрелкой
для примера отмечена колокализация растворимого Gln3�YFP с ядром, белой стрелкой отмечен агрегат Gln3�YFP в ци�
топлазме. На панелях (а–г) показаны каналы флуоресценции соответствующих белков и специфичного к ДНК красите�
ля DAPI. «Совмещение» – изображение, получаемое при наложении обоих каналов флуоресценции на канал фазового
контраста. Масштабная линейка соответствует 5 мкм. д – Агрегация Gln3�YFP стабильно наследуется в ряду клеточных
поколений при сверхпродукции. Отмечены номера пассажей; каждый пассаж длительностью 24 ч при 30 °С. е – Прекра�
щение сверхпродукции Gln3�YFP вызывает потерю его агрегации, которая не восстанавливается при повторной сверх�
продукции. Показаны проценты клеток с агрегатами после соответствующего числа пассажей на среде без CuSO4 длитель�
ностью 24 ч при 30 °С. ж – Белок Gln3 обеспечивает поддержание агрегированного состояния [GLN3↑+] при сверхпро�
дукции. Показан процент клонов, сохранивших [GLN3↑+] при замене Gln3�YFP на Gln3 и пассировании на селективных
средах с добавлением 150 или 0 мкМ CuSO4. На гистограммах (е–ж) отмечены планки погрешностей, соответствующие
стандартным отклонениям, а также указаны уровни значимости. Агрегацию во всех случаях анализировали через 48 ч пос�
ле переноса клеток на соответствующую индукционную среду с добавлением 150 мкМ CuSO4.
С цветным вариантом рис. 1 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: www.elibrary.ru
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лений. Далее клоны, у которых была индуциро�
вана и сохранилась агрегация Gln3�YFP при
сверхпродукции, мы обозначали [GLN3↑+] (знак
«↑» обозначает, что агрегированное состояние
наблюдается при сверхпродукции), а исходные
клоны, в которых Gln3�YFP при сверхпродукции
находится в ядре в мономерном состоянии, –
[gln3↑–].

Агрегированное состояние Gln3 поддержива@
ется только при его сверхпродукции. Далее мы
проанализировали насколько стабильна агрега�
ция Gln3, и поддерживается ли она в нативных
условиях без сверхпродукции. Для оценки ста�
бильности мы пассировали клоны [GLN3↑+],
сверхпродуцирующие Gln3�YFP, на селектив�
ной среде без урацила, содержащей 150 мкМ
CuSO4, в течение 7 суток, каждые 24 ч пересевая
клоны на свежую среду. Результаты эксперимен�
та показали, что состояние [GLN3↑+] при сверх�
продукции является весьма стабильным: разни�
ца в доле клеток с агрегатами после 7 пассажей и
до пассирования была статистически недосто�
верной (p > 0,05) (рис. 1, д).

Снижение уровня продукции Gln3�YFP при
инкубации клеток на среде без добавления суль�
фата меди привело к полной утрате агрегации
уже через 3 пассажа длительностью по 24 ч (все�
го ~30 поколений). Для анализа агрегации кло�
ны после пассирования на среде без CuSO4 по�
мещали вновь на среду, содержащую 150 мкМ
CuSO4, и через 48 ч анализировали агрегацию
Gln3�YFP при помощи конфокальной микро�
скопии (рис. 1, е). Таким образом, агрегирован�
ное состояние Gln3�YFP поддерживается толь�
ко при его сверхпродукции.

На следующем этапе работы мы исследова�
ли, сохраняется ли агрегация при замене
конструкции, сверхпродуцирующей Gln3�YFP,
на плазмиду для сверхпродукции Gln3. Для это�
го штамм [GLN3↑+], несущий плазмиду pU�
CUP1�GLN3�YFP, был трансформирован плаз�
мидой pL�CUP1�GLN3; трансформанты были
отобраны на селективной среде без лейцина, со�
держащей 150 мкМ CuSO4. Далее была проведе�
на потеря плазмиды pU�CUP1�GLN3�YFP на
среде с ФОК. Полученные клоны после допол�
нительной проверки на предмет потери плазми�
ды pU�CUP1�GLN3�YFP пассировали в течение
5 суток с длительностью каждого пассажа в 24 ч
на селективных средах без лейцина, содержащих
150 мкМ CuSO4, и без добавления сульфата ме�
ди. Далее клоны рассеивали истощающим
штрихом, и по десять индивидуальных колоний,
полученных для каждого из пяти исходных кло�
нов, использованных для анализа, вновь транс�
формировали плазмидой pU�CUP1�GLN3�YFP.
Трансформанты выращивали в течение 48 ч на

селективной среде без урацила, содержащей
150 мкМ CuSO4, и анализировали агрегацию
Gln3�YFP при помощи микроскопии.

Полученные данные показали (рис. 1, ж), что
агрегация Gln3�YFP сохранилась у 88% (44 из 50)
потомков клонов, в которых происходила сверх�
продукция Gln3 на среде, содержащей 150 мкМ
CuSO4, в то время как среди потомков клонов,
которые выращивали на среде без добавления
сульфата меди, был найден лишь один клон c аг�
регацией Gln3�YFP. Таким образом, агрегиро�
ванное состояние [GLN3↑+] поддерживается
при сверхпродукции как Gln3�YFP, так и натив�
ного Gln3, однако снижение уровня продукции
этих белков вызывает элиминацию [GLN3↑+].

Агрегированное состояние Gln3@YFP зависит от
антиприонного агента хлорида гуанидина и передает@
ся при белковой трансформации. Поскольку мы по�
лучили два стабильно поддерживаемых при сверх�
продукции в ряду клеточных поколений состояния
Gln3: агрегированное [GLN3↑+] и не агрегирован�
ное [gln3↑–], – мы предположили, что [GLN3↑+]
мог бы обладать прионными свойствами.

Мы проанализировали зависимость [GLN3↑+]
от универсального антиприонного агента хлорида
гуанидина. Для этого штамм [GLN3↑+] три раза
пассировали на селективной среде, содержащей
150 мкМ CuSO4, и 5 мМ хлорида гуанидина с дли�
тельностью каждого пассажа 24 ч. В качестве конт�
роля [GLN3↑+] пассировали на аналогичной среде
без хлорида гуанидина. Полученные данные по�
казали, что пассирование на среде с хлоридом гу�
анидина приводит к снижению доли клеток с аг�
регатами Gln3�YFP ~10×, в то время как в конт�
рольном штамме [GLN3↑+], который пассировали
на среде без хлорида гуанидина, агрегация сохра�
няется на прежнем уровне (рис. 2, а).

Действие хлорида гуанидина на прионы
дрожжей связано, в том числе, с тем, что это ве�
щество инактивирует АТФ�азную активность
шаперона Hsp104, фрагментирующего агрегаты
дрожжевых прионов и обеспечивающего их эф�
фективную передачу в дочерние клетки [36]. Де�
леция гена, кодирующего Hsp104, обычно при�
водит к потере большинства известных дрожже�
вых прионов, в то время как сверхпродукция
Hsp104 действует только на некоторые из них [16].

Мы проанализировали эффекты делеции и
сверхпродукции Hsp104 на [GLN3↑+]. Делеция
HSP104 была введена в штамм 25�1�ОТ56 [GLN3↑+]
путем ПЦР�опосредованного замещения HSP104
на кассету KanMX4. Для сверхпродукции Hsp104
штамм 25�1�ОТ56 [GLN3↑+] был трансформиро�
ван плазмидой pLH�105, обеспечивающей сверх�
продукцию Hsp104. Полученные клоны троекрат�
но пассировали на соответствующих селектив�
ных средах, содержащих 150 мкМ CuSO4, с дли�
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Рис. 2. [GLN3↑+] обладает свойствами приона. а – Зависимость [GLN3↑+] от хлорида гуанидина. Показаны проценты кле�
ток с агрегатами Gln3�YFP после пассирования на средах с 5 мМ хлоридом гуанидина и без. б – [GLN3↑+] зависит от ша�
перона Hsp104. Показаны эффекты сверхпродукции Hsp104 (Hsp104↑) и делеции HSP104 (hsp104Δ). Планки погрешнос�
тей на панелях (а–б) соответствуют стандартным отклонениям. Показаны уровни значимости. в – Сравнение эффектив�
ности вегетативного роста штаммов, отличающихся по агрегации Gln3�YFP при помощи теста на разведение. [GLN3↑+]
после ГГХ – штамм после трекратного пассирования на среде с 5 мМ хлоридом гуанидина. г – Влияние рапамицина на
рост штаммов [GLN3↑+] и [gln3↑–]. Показан рост клеток, перенесенных методом отпечатков на селективных средах с до�
бавлением 5 нг/мл рапамицина и без через соответствующее время инкубации при 30 °С. д – Агрегированное состояние
Gln3�YFP детектируется при помощи седиментационного анализа и обладает устойчивостью к лаурил�саркозинату нат�
рия. Представлены результаты вестерн�блот гибридизации с антителами против GFP. «С» – суммарный белок, «Н» – над�
осадочная фракция, «О» – осадочная, «Сарк.» – пробы обработаны 3% лаурил�саркозинатом натрия.
С цветным вариантом рис. 2 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: www.elibrary.ru
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тельностью каждого пассажа 24 ч, после чего ана�
лизировали агрегацию Gln3�YFP при помощи
микроскопии. В результате проведенного экспе�
римента было установлено, что агрегация Gln3�
YFP в штамме [GLN3↑+] не зависит от сверхпро�
дукции Hsp104, однако делеция гена, кодирую�
щего этот шаперон, приводит к практически
полному исчезновению агрегатов Gln3�YFP
(единичные агрегаты наблюдались в <0,4% кле�
ток, сверхпродуцирующих Gln3�YFP) (рис. 2, б).

Ключевым свойством прионов является ин�
фекционность, которая может быть продемон�
стрирована либо цитодукцией [21], либо белко�
вой трансформацией [22], при которой штамм,
не несущий прион, котрансформируют белко�
вым лизатом из штамма, несущего прион, а так�
же плазмидным вектором, позволяющим селек�
тировать клетки с наиболее поврежденной стен�
кой, вероятность попадания в которые прион�
ных агрегатов более высока [22].

Мы котрансформировали сферопласты штам�
ма [gln3↑–] белковым лизатом (см. «Методы ис�
следования»), выделенным из штамма [GLN3↑+]
и вектором pRS315. Трансформанты высевали
на среду с полужидким агаром (1,2%) без лейци�
на и урацила, содержащую 150 мкМ CuSO4. Да�
лее по 150 трансформантов в каждом из трех
экспериментов переносили на селективную сре�
ду без лейцина и урацила, содержащую 150 мкМ
CuSO4, и через 48 ч анализировали агрегацию
Gln3�YFP при помощи микроскопии. Для того,
чтобы избежать возможных артефактов, исполь�
зовали штамм [gln3↑–], несущий плазмиду для
сверхпродукции Gln3�YFP с маркером URA3, и
штамм [GLN3↑+], несущий плазмиду для сверх�
продукции Gln3 с маркером LEU2, а получен�
ные трансформанты проверяли на предмет га�
плоидности и сохранения типа спаривания MATa
путем скрещивания с контрольными штаммами –
тестерами типов спаривания. Полученные дан�
ные показали, что [GLN3↑+] передается при бел�
ковой трансформации с частотой ~2% (табл. 3).
При этом в контрольном эксперименте, где
штамм [gln3↑–] трансформировали белковым

лизатом, выделенным из [gln3↑–], возникнове�
ния клеток с агрегатами Gln3�YFP отмечено не
было (табл. 3). На основании полученных дан�
ных можно заключить, что [GLN3↑+] обладает
свойствами, присущими дрожжевым прионaм:
инфекционностью и зависимостью от антипри�
онных агентов.

Агрегация Gln3@YFP частично компенсирует
подавление роста и снижение устойчивости к ра@
памицину, наблюдаемые при сверхэкспрессии
GLN3. Далее мы решили проверить, имеет ли
[GLN3↑+] собственное фенотипическое прояв�
ление. Известно, что сверхпродукция Gln3 на
генетическом фоне наших штаммов вызывает
относительно сильное ингибирование вегета�
тивного роста, Gln3�YFP – более слабое, а
Gln3QN�YFP – не влияет на вегетативный рост.
Это ингибирование плохо детектируется при пе�
реносе клонов методом отпечатка на селектив�
ную среду, но уверенно выявляется при исполь�
зовании более чувствительного метода – теста
на разведение [28].

Мы сравнили рост штаммов [GLN3↑+] и
[gln3↑–] при помощи теста на разведение, для
проведения которого эквивалентные количест�
ва культур [GLN3↑+] и [gln3↑–] засевали в жид�
кую среду, содержащую 100 мкМ CuSO4, и выра�
щивали в течение 48 ч, после чего производили
серию последовательных десятикратных разве�
дений на твердой селективной среде. Получен�
ные результаты показали, что возникновение
[GLN3↑+] частично компенсирует токсичность
сверхпродукции Gln3: штаммы [GLN3↑+] растут на
селективной среде лучше, чем [gln3↑–] (рис. 2, в).
Более того, штамм [GLN3↑+], который предва�
рительно пассировали на среде с хлоридом гуа�
нидина, демонстрировал более слабый рост,
сходный с ростом штамма [gln3↑–] (рис. 2, в),
коррелирующий с потерей агрегации Gln3.

По литературным данным инактивация Gln3
повышает устойчивость дрожжей к ингибитору
TOR�киназного каскада: антибиотику рапами�
цину [37]. Мы сравнили рост штаммов
[GLN3↑+], [gln3↑–], а также контрольного штам�
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Штамм�донор
белкового лизата

[GLN3↑+]

[gln3↑–]

Эффективность
передачи [GLN3↑+] (%)

1,8
2,8
1,0

0,0
0,0
0,0

Таблица 3. Белковая трансформация [GLN3↑+]

Количество
трансформантов [GLN3↑+]

2
4
1

0
0
0

Всего трансформантов
отобрано

112
143
98

128
75

140

Номер
эксперимента

1
2
3

1
2
3
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ма, трансформированного вектором pRS316, на
селективной среде, содержащей 150 мкМ CuSO4,
и 5 нг/мл рапамицина. Полученные данные по�
казали, что сверхпродукция Gln3 приводит к
сильному подавлению роста дрожжей на селек�
тивной среде с рапамицином (рис. 2, г, штамм
[gln3↑–]), в то время как прионоподобное состо�
яние [GLN3↑+] компенсирует потерю устойчи�
вости штаммов, сверхпродуцирующих Gln3, к
рапамицину, и вегетативный рост штаммов
[GLN3↑+] соответствует уровню роста контроль�
ных штаммов (рис. 2, г). Таким образом, [GLN3↑+]
компенсирует подавление вегетативного роста и
потерю устойчивости к рапамицину, вызываемые
сверхпродукций белка Gln3.

Агрегированное состояние Gln3@YFP детекти@
руется биохимически. Для большинства QN�обо�
гащенных дрожжевых прионов свойственно
формирование агрегатов, которые детектируют�
ся при помощи седиментационного анализа, в
ходе которого белки разделяют на осадочную и
надосадочную фракции при помощи центрифу�
гирования [33]. При этом большая часть соответ�
ствующего прион�формирующего белка в штам�
мах, не несущих прион, находится в раствори�
мой фракции, а в штаммах с прионом – в оса�
дочной. Мы проанализировали агрегацию Gln3�
YFP при помощи седиментационного анализа в
штаммах [GLN3↑+] и [gln3↑–] (см. «Методы ис�
следования»). Следует отметить, что Gln3�YFP
крайне нестабилен, и все действия с ним необ�
ходимо проводить на льду. Полученные данные
показали, что большая часть белка Gln3�YFP в
штамме [GLN3↑+] находится в осадочной фрак�
ции, в то время как в исходном штамме [gln3↑–]
этот белок присутствует преимущественно в
растворимой надосадочной фракции (рис. 2, д),
что соответствует результатам конфокальной
микроскопии. Более того, инкубация тотально�
го белка, выделенного из штамма [GLN3↑+] с
ионным детергентом (3%�ный лаурил�саркози�
нат натрия) в течение 10 мин при 4 °С, показала,
что агрегаты Gln3�YFP устойчивы к этому де�
тергенту (рис. 2, д). Необходимо отметить, что
лаурил�саркозинат натрия был выбран, посколь�
ку он не выпадает в осадок при охлаждении в от�
личие от более распространенного додецил�суль�
фата натрия. Таким образом, агрегация Gln3�YFP
в штамме [GLN3↑+] может быть детектирована
биохимическими методами.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Прионизация белков изначально рассматри�
валась как уникальный случай формирования
белком PrP инфекционных частиц, вызывающих

нейродегенеративные заболевания у человека [3].
Подобные инфекционные белковые частицы
были позднее обнаружены у аскомицетов и, преж�
де всего, у дрожжей Saccharomyces cerevisiae [5],
у которых они наследуются в ряду клеточных
поколений и детерминируют различные фено�
типические признаки, в том числе адаптивные
[38], что легло в основу концепции белковой
наследственности [5, 39]. Согласно этой кон�
цепции, носителями наследственной информа�
ции могут являться не только нуклеиновые кис�
лоты, но и белки, причем в качестве матрицы в
этом случае выступает не последовательность
аминокислот, а пространственная структура
белка, которая автокаталитически копируется и
затем передается в дочерние клетки [40].

Ключевым свойством прионных агрегатов
является инфекционность [41]. Применительно
к прионам дрожжей это свойство означает, что
введение прионных агрегатов в клетку, в кото�
рой соответствующий структурный белок нахо�
дится в растворимом состоянии, приводит к
конверсии последнего в агрегированную прион�
ную конформацию, стабильно наследуемую и
передающуюся дочерним клеткам [22]. Отсюда
следует и доминантность прионной конформа�
ции над мономерной [42]. Прионоподобное
состояние [GLN3↑+] обладает инфекцион�
ностью и доминантностью в отношении [gln3↑–]
с тем лишь отличием, что эти свойства проявля�
ются и поддерживаются только при сверхпро�
дукции Gln3 (рис. 3). Как и большинство извест�
ных QN�обогащенных прионов дрожжей [17],
[GLN3↑+] зависит от хлорида гуанидина и Hsp104
(рис. 2), что также показывает прионоподобную
природу этого агрегированного состояния Gln3.

Третьим важным свойством прионов являет�
ся повышение частоты индукции приона с уве�
личением уровня продукции соответствующего
структурного белка. Это свойство объясняется
тем, что увеличение количества молекул белка и
их локальной концентрации повышает вероят�
ность перехода в прионную конформацию. Для
возникновения [GLN3↑+] недостаточно только
сверхпродукции структурного белка Gln3 (или
Gln3�YFP), но необходимо также одновремен�
ное присутствие в клетке приона [PIN+] и косверх�
продукция QN�обогащенного фрагмента Gln3,
слитого для визуализации агрегации с CFP
(рис. 1, 3). Прион [PIN+] является универсаль�
ным индуктором различных прионов [6, 35], од�
нако он непосредственно не вызывает индук�
цию [GLN3↑+] при сверхпродукции Gln3 [28]
(рис. 3). Тем не менее на фоне [PIN+] весьма эф�
фективно агрегирует Gln3QN, полимеры кото�
рого, в свою очередь, индуцируют агрегацию
полноразмерного Gln3 (рис. 3). Таким образом,
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в данном случае имеет место трехкомпонентная
система для индукции [GLN3↑+] (косверхпро�
дукция Gln3 и Gln3QN на фоне [PIN+]) (рис. 3).
Эта описанная нами система может быть потен�
циально полезна и для скрининга новых прио�
нов в дрожжевой системе при замене Gln3 и
Gln3QN на соответствующие анализируемые
белки и их QN�обогащенные фрагменты.

По имеющимся данным, регуляция актив�
ности Gln3 осуществляется в основном за счет
фосфорилирования и связывания с другими бел�
ками [43], в том числе Ure2, который сам облада�
ет прионными свойствами [5], но не путем изме�
нения уровня продукции, поэтому появление
[GLN3↑+] в реальных условиях представляется
маловероятным. Тем не менее полностью отри�
цать такую возможность нельзя, поскольку ряд
патологических амилоидов человека возникает
именно в результате мутаций в регуляторных об�
ластях их генов�детерминантов, приводящих in
vivo к сверхпродукции соответствующих струк�
турных белков [44]. При тепловом стрессе про�
исходит увеличение продукции дрожжевого бел�
ка Lsb2, что вызывает его прионоподобную агре�
гацию [45]. С другой стороны, прионоподобная

агрегация Gln3 является даже полезной для
клетки, поскольку компенсирует токсичность
сверхпродукции этого белка (рис. 2), которая
может быть опосредована негативным влиянием
на эффективность терминации трансляции
[25–27]. Поскольку увеличение уровня продук�
ции многих транскрипционных факторов явля�
ется летальным [46], их прионизация при сверх�
продукции потенциально могла бы представлять
механизм компенсации эффектов вредных регу�
ляторных мутаций в соответствующих генах.

Наиболее существенным отличием [GLN3↑+]
от известных прионов дрожжей является то, что
это состояние белка Gln3 поддерживается толь�
ко при его постоянной сверхпродукции. Мы
предлагаем называть такие белки «условными
прионами» для того, чтобы отличать их от «ис�
тинных» (bona fide [1]) прионов, которые под�
держиваются при нормальном уровне продук�
ции, а также «искусственных» [47] прионов, ко�
торые образуются белками с измененной пер�
вичной структурой (например, изолированные
прионогенные фрагменты белков [1, 47] или
синтетические последовательности с прионны�
ми свойствами [48]). Так, к истинным (bona fide)
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Рис. 3. «Жизненный цикл» условного приона [GLN3↑+]. Показана схема индукции, поддержания и элиминации
[GLN3↑+]. а – Сверхэкспрессия Gln3�YFP не приводит к его агрегации, белок локализуется преимущественно в ядре.
б – Прион [PIN+] вызывает агрегацию Gln3QN�CFP при сверхпродукции. Появление полимеров Gln3QN�CFP вызывает
агрегацию Gln3�YFP. в – Прекращение сверхпродукции Gln3QN�CFP не вызывает элиминацию агрегатов Gln3�YFP, и
эти агрегаты стабильно наследуются в ряду клеточных поколений. г – Прекращение сверхпродукции Gln3�YFP приводит
к элиминации его агрегатов. д – Повышение уровня продукции Gln3�YFP после элиминации [GLN3↑+] не приводит к аг�
регации этого белка.
С цветным вариантом рис. 3 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: www.elibrary.ru
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прионам дрожжей можно отнести 9 белков
(Sup35, Ure2, Rnq1, Mot3, Swi1, Cyc8, Mod5,
Sfp1 и Prb), а к искусственным – QN�обогащен�
ные фрагменты 18 белков [1], также обладаю�
щие прионоподобными свойствами.

Необходимо отметить, что Gln3 является ил�
люстрацией того, что свойства фрагментов су�
щественно отличаются от свойств соответству�
ющих полноразмерных белков. В самом деле,
QN�обогащенный фрагмент Gln3 обладает не�
которыми свойствами искусственного приона
[1], его агрегаты индуцируются преимуществен�
но на фоне [PIN+] и обладают устойчивостью к
ионным детергентам [1, 28] (рис. 2). Агрегация
полноразмерного Gln3 может быть индуцирова�
на только при совместной сверхпродукции с
собственным QN�обогащенным фрагментом, а
его агрегаты, хотя и обладают инфекцион�
ностью, все же менее устойчивы к ионным де�
тергентам и поддерживаются исключительно
при сверхпродукции (рис. 2).

Могут ли быть и другие белки, обладающие
свойствами условных прионов, подобно Gln3?
Протеомы являются динамичными системами,
и уровень продукции белков может многократно
меняться в случае стрессов, смены фаз жизнен�
ного цикла или действия иных факторов [49].
В протеоме дрожжей 10 ключевых регуляторных
комплексов содержат не менее двух белков, обо�
гащенных Q и N [13], причем в трех из этих
комплексов (Pub1/Sup35, Cyc8/Tup1 и Swi/Snf)
описаны белки, образующие прионы [7, 8, 50].
Можно предположить, что и другие QN�богатые
белки данных комплексов в определенных усло�
виях могли бы приобретать свойства условных
прионов, опосредованные взаимодействиями с
уже известными прионными белками.

В целом, в настоящем исследовании показа�
но, что белок Gln3 дрожжей S. cerevisiae облада�
ет прионоподобными свойствами, которые под�
держиваются только при его сверхпродукции.
Предложена система классификации прионов
на истинные, условные и искусственные. Опро�
бован подход для скрининга прионов путем сов�
местной сверхпродукции полноразмерных бел�
ков�кандидатов с прионогенными фрагмента�
ми, слитыми с флуоресцентными белками YFP
и CFP соответственно в присутствии приона
[PIN+].
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Prions are proteins that can exist under the same conditions in two or more conformations, and at least one of them
has infectious properties. Typically, acquisition of such infectious prion conformation is associated with the formation
of amyloids, i.e., protein aggregates with a characteristic spatial structure. To date, about 10 prions have been identi�
fied in yeast Saccharomyces cerevisiae. One of the key regulators of nitrogen metabolism in S. cerevisiae, Gln3, con�
tains amyloidogenic region manifesting prion�like properties. Prion properties of the full�length Gln3 have not been
analyzed before. In this study, we demonstrated that amyloidogenic region of Gln3 is able to act as a template initiating
aggregation of the overproduced full�length Gln3 protein in the presence of the [PIN+] prion. The aggregated state of
the full�length Gln3 has prion�like properties, including infectivity and curability by anti�prion agent guanidine
hydrochloride, but propagates only when overproduced. We propose term «conditional prions» for such proteins,
whose prion state is maintained exclusively under non�physiological conditions.

Keywords: prion, Gln3, amyloid, [PIN+], infectivity, yeast, S. cerevisiae


