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Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ãåííîé èíæåíåðèè è áèîìåäèöèíñêîé ïðîìûøëåííîñòè è
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ ÄÍÊ, êîäèðóþùèõ ãèáðèäíûé
ãåí Aβ-SUP35MC.

Èçîáðåòåíèå èìååò áîëüøîé ïðàêòè÷åñêèé, ìåäèöèíñêèé è íðàâñòâåííûé àñïåêò,
ïîñêîëüêó êàñàåòñ , â ÷àñòíîñòè, íå òîëüêî ïðîáëåìû óâåëè÷åíè  ñðåäíåé
ïðîäîëæèòåëüíîñòè æèçíè ÷åëîâåêà, íî è åãî ïñèõè÷åñêîãî çäîðîâü . Ñ óâåëè÷åíèåì
ñðåäíåé ïðîäîëæèòåëüíîñòè æèçíè â ðàçâèòûõ ñòðàíàõ çàêîíîìåðíî óâåëè÷èâàåòñ  ÷èñëî
ëþäåé, ñòðàäàþùèõ íåéðîäåãåíåðàòèâíûìè çàáîëåâàíè ìè. Â ñâ çè ñ ýòèì èññëåäîâàíèå
ìåõàíèçìîâ íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé è ïîèñêè ïóòè èõ ëå÷åíè   âë þòñ  îäíèì
èç ïðèîðèòåòíûõ íàïðàâëåíèé ñîâðåìåííîé áèîìåäèöèíû. Íàèáîëüøèé ïðàêòè÷åñêèé
èíòåðåñ ïðåäñòàâë þò èññëåäîâàíè  áîëåçíè Àëüöãåéìåðà (îäíîé èç øèðîêî
ðàñïðîñòðàíåííûõ ôîðì ñòàð÷åñêîãî ìàðàçìà), ñâ çàííîé ñ ôîðìèðîâàíèåì â òêàí õ
öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû òàê íàçûâàåìûõ àìèëîèäíûõ áë øåê, îñíîâíûì
êîìïîíåíòîì êîòîðûõ  âë åòñ  ïåïòèä Àβ. Àβ-ïåïòèä ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïðîäóêò îäíîãî
èç äâóõ ïóòåé ïðîòåîëèçà áåëêà ÀÐÐ (Amiloid Precusor Protein) (1) - Wisniewski Ò.,
Ghiso J., Frangione Â. Bilology of Aβ amyloid in Alzheimer's desease. // Neurobiology of
desease. 1997. 4: 313-328. Åñòü îñíîâàíè  ïîëàãàòü, ÷òî ôîðìèðîâàíèå àìèëîèäíûõ
áë øåê  âë åòñ  ðåçóëüòàòîì íàðóøåíè  ïðîöåññèíãà, ÷òî ìîæåò ïðèâîäèòü ê óâåëè÷åíèþ
ïðîäóêöèè Àβ-ïåïòèäà (2) - Citron M., Westaway D., Xia W., Carlson G. et al. Mutant
presenilins of Alzheimer' s disease increase production of 42-residue amyloid beta-
protein in both transfected cells and transgenic mice. // Nat Med. 199 V3. P.67-72;
(3) - Suzuki N., Cheung T.T., Cai X.D., Odaka A. et al. An increased percentage of
long amyloid beta protein secreted by familial amyloid beta protein precursor (beta
APP717) mutants. // Science. 1994. 264. P.1336-1340; (4) - Tamaoka A., Odaka A.,
Ishibashi Y., Usami M. et al. APP717 missense mutation affects the ratio of amyloid
beta protein species (A beta 1-42/43 and a beta 1-40) in familial Alzheimer's disease
brain. J Biol Chem. 1994. 269(52). P. 32721-32724. Â îëèãîìåðíîé èçîôîðìå Àβ-ïåïòèä
ïðåäñòàâëåí â âèäå β-ñëîåâ è âûçûâàåò íåéðîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò (5) - Price D.L.,
Sisodia S.S. Mutant genes in familial Alzheimer' s disease and transgenic models.
Annu Rev Neurosci. 1998. V21. P.479-505. Ó ëþäåé ñðåäíåãî âîçðàñòà ýòî çàáîëåâàíèå
âñòðå÷àåòñ  äîñòàòî÷íî ðåäêî, îäíàêî ïîñëå 85 ëåò áîëåçíüþ Àëüöãåéìåðà ñòðàäàåò
êàæäûé òðåòèé. Òàê, ïî ïðîãíîçàì íîáåëåâñêîãî ëàóðåàòà Ñòåíëè Ïðóñèíåðà ê 2025-ìó
ãîäó ÷èñëî àìåðèêàíöåâ, ñòðàäàþùèõ ýòèì çàáîëåâàíèåì, ñîñòàâèò 10 ìèëëèîíîâ, à ê
2050-ìó 50 ìèëëèîíîâ (6) - Prusiner S.B. Shattuck lecture - neurodegenerative
deseases and prions. // N Eng J Med. 2001. V.344. No.20. P.1516-1526. Áîëåçíü
Àëüöãåéìåðà íåèçáåæíî ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ ïñèõè÷åñêîé è ôèçè÷åñêîé àêòèâíîñòè è, â
êîíå÷íîì èòîãå, èìååò ëåòàëüíûé èñõîä. Äî íàñòî ùåãî âðåìåíè íå ñóùåñòâóåò ñïîñîáîâ
áîðüáû ñ ýòèì íåèçëå÷èìûì íåäóãîì. Â ñâ çè ñ ýòèì èññëåäîâàíèå áèîëîãè÷åñêèõ àñïåêòîâ
ýòîãî çàáîëåâàíè  è ïîèñêè ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ ïðîòèâ áîëåçíè Àëüöãåéìåðà
÷ðåçâû÷àéíî àêòóàëüíû.

Õàðàêòåðèñòèêà ãèáðèäíîãî ãåíà.
Ãèáðèäíûé ãåí Pcupl-Aβ-SUP35MC äë  àíàëèçà ôàêòîðîâ, ðåãóëèðóþùèõ ïðîäóêöèþ,

àãðåãàöèþ è äèñàãðåãàöèþ ïåïòèäà àìèëîèä β (Àβ) ÷åëîâåêà â äðîææåâîé ñèñòåìå,
èìåþùèé ðàçìåð 2493 ïàð îñíîâàíèé, ñîñòîèò èç ñëåäóþùèõ ýëåìåíòîâ:

ôðàãìåíòà Xhol-BamHl ðàçìåðîì 477 ï.î., ïðåäñòàâë þùåãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
èíäóöèáåëüíîãî CUPl-ïðîìîòîðà äë  ýêñïðåññèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â äðîææåâîé
êëåòêå. Óðîâåíü ýêñïðåññèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîä êîíòðîëåì CUPl-ïðîìîòîðà çàâèñèò
îò êîíöåíòðàöèè èîíîâ ìåäè â ïèòàòåëüíîé ñðåäå. Ñ óâåëè÷åíèåì êîíöåíòðàöèè èîíîâ
ìåäè óâåëè÷èâàåòñ  óðîâåíü ýêñïðåññèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, êîíòðîëèðóåìûõ CUPl-
ïðîìîòîðîì;

BamHI-BamHl ôðàãìåíòà ðàçìåðîì 135 ïàð îñíîâàíèé, ïðåäñòàâë þùåãî ñîáîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ àìèëîèäíûé ïåïòèä áåòà (Àβ-ïåïòèä) ÷åëîâåêà,
ðàçìåðîì 40 àìèíîêèñëîò, ôëàíêèðîâàííóþ ÒÀÒÀ-áîêñîì è ñòàðò-êîäîíîì (ÀÒÎ) ñ 5'-êîíöà;
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BamHl-Sacl ôðàãìåíòà ðàçìåðîì 1879 ïàð îñíîâàíèé, ïðåäñòàâë þùåãî ñîáîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ Ì è Ñ äîìåíû áåëêà Sup35 äðîææåé Saccharomyces
cereviceae, ôëàíêèðîâàííóþ ñàéòîì ðåñòðèêöèè BamHl ñ 5', à òàêæå
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè, òåðìèíèðóþùèìè òðàíñêðèïöèþ è òðàíñë öèþ, è ñàéòîì Sad ñ 3'-
êîíöà. Ôóíêöèè Ì äîìåíà íåèçâåñòíû. Ñ äîìåí  âë åòñ  âñïîìîãàòåëüíûì ôàêòîðîì
òåðìèíàöèè òðàíñë öèè eRF3 (7) - Zhouravleva G., Frolova L., Le Goff X., Le Guellec
R., hige-Vechtomov S., Kisselev L., Philippe Ì. Termination of translation in
eukaryotes is governed by two interacting polypeptide chain release factors, eRFl and
eRF3. // EMBO J. 1995. 14:4065-4072. Èíàêòèâàöè  Ñ äîìåíà ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ
òî÷íîñòè òåðìèíàöèè òðàíñë öèè è èíäóêöèè íîíñåíñ-ñóïðåññèè.

Âçàèìíîå ðàñïîëîæåíèå ýëåìåíòîâ ãèáðèäíîãî ãåíà PCUPl-Aβ-SUP35MC ïðåäñòàâëåíî íà
ôèã.1.

Íà ôèã.1 óêàçàíû ñàéòû ðåñòðèêöèè (Xhol, BamHl, BamHl è Sad), ôëàíêèðóþùèå
ýëåìåíòû ãèáðèäíîãî ãåíà (CUPl-ïðîìîòîð, ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà  Àβ-ïåïòèä
÷åëîâåêà è ôðàãìåíò, êîäèðóþùèé Ì è Ñ äîìåíû äðîææåâîãî ãåíà SUP35). Öèôðàìè
óêàçàíû íîìåðà íóêëåîòèäîâ êîäèðóþùåé öåïè, âñëåä çà êîòîðûìè ñîîòâåòñòâóþùà 
ðåñòðèêòàçà ãèäðîëèçóåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü.

Ýëåìåíòû (ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå Àβ-ïåïòèä è Sup35MC) íàõîä òñ  ïîä
êîíòðîëåì CUPl-ïðîìîòîðà, ôëàíêèðîâàíû ñàéòàìè ðåñòðèêöèè è ïðåäñòàâë þò ñîáîé
îäíó îòêðûòóþ ðàìêó ñ÷èòûâàíè .

Â êîíêðåòíîì ïðèìåðå ãåí âñòðîåí â öåíòðîìåðíóþ ïëàçìèäó [PCUPl-Aβ-SUP35MC(UBA3)]
, êîòîðà  ñîäåðæèò áàêòåðèàëüíûé è äðîææåâîé îðèæèíû ðåïëèêàöèè, ãåí óñòîé÷èâîñòè ê
àìïèöèëèíó - AmpR è ãåí URE3.

Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãèáðèäíîãî ãåíà Pcupl-Aβ-SUP35MC:
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Ïîëó÷åíèå ãèáðèäíîãî ãåíà Pcupl-Aβ-SUP35MC è ïðèìåð ðåàëèçàöèè.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà  Àβ-ïåïòèä, áûëà ïîëó÷åíà ïðè ïîìîùè ñòàíäàðòíîãî

ìåòîäà «RT-PCR» èç òîòàëüíîé ÐÍÊ ìîçãà àáîðòóñà (ïðîòîêîë ïðèâåäåí íèæå). Ïðàéìåðû
ñîäåðæàò ðåãóë òîðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (ÒÀÒÀ-áîêñ è êîäîí ATG, èíèöèèðóþùèé
òðàíñêðèïöèþ), ñàéòû ðåñòðèêöèè BamHl è Sad è ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êîìïëèìåíòàðíûå 5'
è 3' êîíöàì Àβ, êîäèðóþùåãî 40 àìèíîêèñëîò.

Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðàéìåðîâ:
F-primer: 5' GGGTCCAC GGATCC TAT ATG TCT GATGCAGAATTCCGACAT 3'
R-primer: 5' GTTATAAA GGATCC GACAACACCGCCCACCAT 3'
Äë  ïîëó÷åíè  îäíîíèòåâîé êîïèèè ñÄÍÊ áûëà ïðîâåäåíà ðåàêöè  îáðàòíîé

òðàíñêðèïöèè:
Òîòàëüíà  ÐÍÊ èç ìîçãà àáîðòóñà - 1 µl (1 µg/µl)
Ïðàéìåð F - 1 µl (100 ng)

Äîáàâèòü:
5 × áóôåð - 4 µl
dNTP - 3 µl (2mM)

Ïîëèìåðàçíà  öåïíà  ðåàêöè :
êÄÍÊ - 2 µl
10 × áóôåð - 5
dNTP - 2 µl (2mM)
ïðàéìåð F -1 µl (100 ng)
ïðàéìåð R - 1 µl (100 ng)
H2O - 38 µl
- ïîëèìåðàçà "Vent" - 1 µl
Ïîëèìåðàçíà  öåïíà  ðåàêöè :
Ôàçà 1 94° 1 ìèí
Ôàçà 2 94° 1 ìèí
41° 1 ìèí 1 öèêë
72° 1 ìèí
Ôàçà 3 94° 1 ìèí
63° 1 ìèí 40 öèêëîâ
72° 1 ìèí
Ïëàçìèäà [Psup35-SUP35MC(URA3)] (Werzyn et al., 2001) áûëà ãèäðîëèçîâàíà ñ ïîìîùüþ

ðåñòðèêòàç Xhol è BamHl, ÷òî ïîçâîëèëî çàìåñòèòü ïðîìîòîð SUP35 íà
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ïðîìîòîð CUP1 (íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ïðîìîòîðà CUPl ïðåäñòàâëåíà). Ðåàêöè  ëèãèðîâàíè  ïðîâîäèëàñü ïî ñòàíäàðòíîìó
ïðîòîêîëó ôèðìû "Promega". Òàêèì îáðàçîì, áûëà ñêîíñòðóèðîâàíà ïëàçìèäà [ÐCUPl
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SUP35MC(URA3)].
Àìïëèôèöèðîâàííà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà  Àβ-ïåïòèä, áûëà ïðîâåðåíà

ñåêâåíèðîâàíèåì (ôèðìà «Õåëèêñ») è, çàòåì, ñ ïîìîùüþ ëèãèðîâàíè , âñòðîåíà â
ïëàçìèäó [Ðcupl-SUP35MC(URA3)] ïî ñàéòàì BamHl è Sad, ðàñïîëîæåííûìè âñëåä çà CUPl-
ïðîìîòîðîì. Ïîëó÷åííà  íàìè öåíòðîìåðíà  ïëàçìèäà [Ðcupl-Aβ-SUP35MC(URA3)]
ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãèáðèäíîãî ãåíà Aβ-SUP35MC ïîä êîíòðîëåì
èíäóöèáåëüíîãî CUPl-ïðîìîòîðà, áàêòåðèàëüíûé è äðîææåâîé îðèæèíû ðåïëèêàöèè, ãåí
óñòîé÷èâîñòè ê àìïèëèöèëèíó - AmpR è ãåí URE3.

Ïðèìåð èñïîëüçîâàíè  ãèáðèäíîãî ãåíà Ðcupl-Aβ-SUP35MC
Ïîèñê àãåíòîâ, áëîêèðóþùèõ àãðåãàöèþ Àβ-ïåïòèäà, ïëàíèðóåòñ  ïðîâîäèòü ñ

èñïîëüçîâàíèåì äðîææåâîé òåñò-ñèñòåìû, êîòîðà  ïîçâîëèò âåñòè ìàñøòàáíûé ñêðèíèíã
áåëêîâ, ïåïòèäîâ è õèìè÷åñêèõ àãåíòîâ, áëîêèðóþùèõ è (èëè) ïðåäîòâðàùàþùèõ àãðåãàöèþ
Aβ-ïåïòèäà. Êëþ÷åâûì ýëåìåíòîì òàêîé òåñò-ñèñòåìû  âë åòñ  çà âë åìûé ãèáðèäíûé ãåí
Ðcupl-Aβ-SUP35MC. Äàííûé ãèáðèäíûé ãåí ýêñïðåññèðóåòñ  â äðîææåâîì øòàììå è
êîäèðóåò ãèáðèäíûé áåëîê Aβ-Sup35MC. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñîîòâåòñòâóþùà  Ì è Ñ
äîìåíàì äðîææåâîãî áåëêà Sup35, âûïîëí åò ôóíêöèþ ôàêòîðà òåðìèíàöèè òðàíñë öèè.
Àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Aβ-ïåïòèäà ÷åëîâåêà ñïîñîáíû àãðåãèðîâàòü äðóã ñ
äðóãîì, ÷òî ïðèâîäèò ê àãðåãàöèè è ÷àñòè÷íîé èíàêòèâàöèè ãèáðèäíîãî áåëêà Ap-Sup35MC.
Èñïîëüçóåìûé äðîææåâîé øòàìì èìååò äåëåöèþ õðîìîñîìíîé êîïèè ãåíà SUP35 è
ìàðêèðîâàí íîíñåíñ-ìóòàöèåé adel-14. Àãðåãàöè  è èíàêòèâàöè  Aβ-Sup35MCp ïðèâîäèò ê
ñíèæåíèþ òî÷íîñòè òåðìèíàöèè òðàíñë öèè, ÷òî ïðèâîäèò ê ñóïðåññèè íîíñåíñ-ìóòàöèè
adel-14 è äåòåêòèðóåòñ  ïî êðèòåðèþ «ðîñò - îòñóòñòâèå ðîñòà íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå áåç
àäåíèíà». Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàíèå ãèáðèäíîãî ãåíà Ðcupl-Aβ-SUP35MC ïîçâîë åò
âû âë òü àãðåãàöèþ Àβ-ïåïòèäà ÷åëîâåêà íà ôåíîòèïè÷åñêîì óðîâíå. Ýòî äàåò
âîçìîæíîñòü áûñòðî è äåøåâî ïðîâîäèòü ïåðâè÷íûé ìàñøòàáíûé ïîèñê áåëêîâ, ïåïòèäîâ è
õèìè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé, áëîêèðóþùèõ è ïðåäîòâðàùàþùèõ áîëåçíåòâîðíóþ
àãðåãàöèþ Àβ-ïåïòèäà. Â ÷àñòíîñòè, ïëàíèðóåòñ  ïðîâåñòè ïîëíûé ñêðèíèíã êÄÍÊ
áèáëèîòåêè èç ìîçãà ÷åëîâåêà è âû âèòü áåëêè, êîíòðîëèðóþùèå
îëèãîìåðèçàöèþ Àβ-ïåïòèäà. Òàêèå áåëêè ìîæíî ðàññìàòðèâàòü â êà÷åñòâå ïîòåíöèàëüíûõ
òåðàïåâòè÷åñêèõ ñðåäñòâ ïðîòèâ áîëåçíè Àëüöãåéìåðà.

Äðóãèå òåñò-ñèñòåìû
Çà âèòåëþ íåèçâåñòíû èç ïàòåíòíîé è íàó÷íîé ëèòåðàòóðû àíàëîãè÷íûå òåñò-ñèñòåìû,

ïîçâîë þùèå âåñòè óêàçàííûé âûøå ìàñøòàáíûé ñêðèíèíã àãåíòîâ, áëîêèðóþùèõ
àãðåãàöèþ Àβ-ïåïòèäà. Ïîèñê ôàêòîðîâ, êîíòðîëèðóþùèõ àãðåãàöèþ Àβ, ïðîâîäèòñ  â
ýêñïåðèìåíòàõ íà ìëåêîïèòàþùèõ, â êóëüòóðå êëåòîê, èëè â ñèñòåìå in vitro.

Â ÷àñòíîñòè, ïîëó÷åíà òðàíñãåííà  ëèíè  ìûøåé, êîòîðûå íåñóò ãåí ÀÐÐ ÷åëîâåêà è
ïðåäðàñïîëîæåíû ê ðàçâèòèþ íåéðîäåãåíåðàòèâíîãî çàáîëåâàíè  â ðåçóëüòàòå
îòùåïëåíè  Àβ-ïåïòèäà (8) - Sturchler-Pierrat Ch., Abramowski D., Duke Ì.,
Wiederhold K. et al. Two amyloid precursor protein transgenic mouse models with
Alzheimer disease-like pathology. // Proceeding of National Academy of Sciences of
USA. 1997. Vol.94, P.13287-13292). Òåñòèðîâàíèå êàæäîãî ïîòåíöèàëüíîãî ëåêàðñòâåííîãî
ñðåäñòâà òðåáóåò ýêñïåðèìåíòà ñ öåëîé ãðóïïîé ãðóïïîé æèâîòíûõ è äëèòñ  íå ìåíåå ãîäà.

Ýêñïåðèìåíòû ñ êóëüòóðàìè êëåòîê è â ñèñòåìå in vitro òðåáóþò èñïîëüçîâàíè 
áèîõèìè÷åñêèõ ìåòîäîâ (9) - Pike C.J., Walencewicz A.J., Glabe C.G., Cotman C.W. In
vitro aging of beta-amyloid protein causes peptide aggregation and neurotoxicity.
Brain Research. 1991 Nov 1; 563(1-2), P.311-314); (10) - Lorenzo A., Yankner B.A.
Beta-amyloid neurotoxicity requires fibril formation and is inhibited by congo red.
Proc Nati Acad Sci USA. 1994 Dec 6; 91(25), P.12243-12247). Ñîâåðøåííî î÷åâèäíî, ÷òî
äàííûå ïîäõîäû íå ïîçâîë þò îñóùåñòâë òü ìàñøòàáíûé ñêðèíèíã àãåíòîâ, áëîêèðóþùèõ
ôîðìèðîâàíèå àìèëîèäîâ.

Àíàëèç ïðîâîäèëñ  ïðè ïîìîùè ñòàíäàðòíîãî ìåòîäà äèôôåðåíöèàëüíîãî
öåíòðèôóãèðîâàíè  ñ ïîñëåäóþùåé Âåñòåðí-áëîò ãèáðèäèçàöèåé (Ìà and Lindquist, 1999,
Nature Cell Biol, 1(6): 358-361).
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Òîòàëüíûé áåëîê áûë âûäåëåí èç øòàììà Saccharomyces cerevisiae, ñîäåðæàùåãî
ãèáðèäíûé ãåí Pcupl-Aβ-SUP35MC, è ðàçäåëåí ñ ïîìîùüþ óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíè  â
ãðàäèåíòå ñàõàðîçû íà ðàçëè÷íûå ôðàêöèè. Âåðõí   (ñàìà  ëåãêà ) ôðàêöè  ñîäåðæèò
áåëîê â ìîíîìåðíîé èçîôîðìå. Âî âñåõ äðóãèõ ôðàêöè õ (îñàäî÷íûõ) áåëîê ìîæåò
âû âë òüñ  òîëüêî â òîì ñëó÷àå, åñëè îí ôîðìèðóåò â êëåòêàõ âûñîêîìîëåêóë ðíûå
àãðåãàòû çà ñ÷åò àãðåãàöèè. Ïîñëå ýòîãî áåëîê èç âñåõ ïîëó÷åííûõ ôðàêöèé
äåíàòóðèðîâàëè äî ìîíîìåðíîãî ñîñòî íè  è íàíîñèëè íà ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü äë 
ïðîâåäåíè  áåëêîâîãî ýëåêòðîôîðåçà. Áåëêè ïåðåíîñèëè ñ ãåë  íà íèòðîöåëëþëîçíóþ
ìåìáðàíó è ïðîâîäèëè Âåñòåðí-áëîò ãèáðèäèçàöèþ ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè (4F
"Sigma") ê Àβ-ïåïòèäó. Âî âñåõ ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ôðàêöè õ âû âë åòñ  ñïåöèôè÷íûé
ñèãíàë ãèáðèäèçàöèè â ðàéîíå 80-90 kDa, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ðàçìåðó áåëêà Àβ-Sup35MC. Íà
âòîðîé äîðîæêå ñïåöèôè÷åñêèé ñèãíàë ñîîòâåòñòâóåò ìîíîìåðíîé ôðàêöèè
áåëêà Aβ-Sup35MC. Íàëè÷èå ñïåöèôè÷åñêîãî ñèãíàëà íà 2-é, 3-é, 4-é è 5-é äîðîæêàõ
ñâèäåòåëüñòâóåò î íàëè÷èè â êëåòêàõ äðîææåé àãðåãàòîâ Aβ-Sup35MC ðàçëè÷íîãî ðàçìåðà
(ôèã.2).

Ïîñêîëüêó çíà÷èòåëüíà  äîë  áåëêà âû âë åòñ  â îñàäî÷íûõ ôðàêöè õ, ìîæíî
óòâåðæäàòü, ÷òî áåëîê Aβ-Sup35MC àãðåãèðóåò â äðîææåâîé êëåòêå. Ïîñêîëüêó óêîðî÷åííûé
áåëîê Sup35MC íå ñïîñîáåí ê àãðåãàöèè (Ter-Avanesyan et al., 1994, Genetics, 137:671-
676), òî ìîæíî óòâåðæäàòü, ÷òî àãðåãàöè  îáóñëîâëåíà íàëè÷èåì â ñîñòàâå ãèáðèäíîãî
áåëêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Aβ-ïåïòèäà.
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Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
Ãèáðèäíûé ãåí Pcupl-Aβ-SUP35MC äë  àíàëèçà ôàêòîðîâ, ðåãóëèðóþùèõ ïðîäóêöèþ,

àãðåãàöèþ è äèñàãðåãàöèþ ïåïòèäà àìèëîèä β (Àβ) ÷åëîâåêà â äðîææåâîé ñèñòåìå,
ñîñòî ùèé èç ôðàãìåíòà Xhol-BamHl ðàçìåðîì 477 ïàð îñíîâàíèé, ïðåäñòàâë þùåãî ñîáîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü CUPl-ïðîìîòîðà, BamHl-BamHl ôðàãìåíòà ðàçìåðîì 135 ïàð
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îñíîâàíèé, ïðåäñòàâë þùåãî ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ïîëíîðàçìåðíûé
àìèëîèäíûé ïåïòèä áåòà (Àβ-ïåïòèä) ÷åëîâåêà, ðàçìåðîì 40 àìèíîêèñëîò (ñì.
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâëåííóþ â ïåðå÷íå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîä
öèôðîé «2»), ôëàíêèðîâàííóþ ÒÀÒÀ-áîêñîì è ñòàðò-êîäîíîì (ATG) ñ 5'-êîíöà, BamHl-Sacl
ôðàãìåíòà ðàçìåðîì 1879 ïàð îñíîâàíèé, ïðåäñòàâë þùåãî ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
êîäèðóþùóþ Ì è Ñ äîìåíû áåëêà Sup35 äðîææåé Saccharomyces cerevisiae,
ôëàíêèðîâàííóþ ñàéòîì ðåñòðèêöèè BamHl ñ 5', à òàêæå ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ,
òåðìèíèðóþùåé òðàíñë öèþ è ñàéòîì Sad ñ 3'-êîíöà.
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