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Abstract—Objective: Dimethyl sulfoxide (DMSO) is an aprotic polar solvent commonly employed for stock-solution preparation, compound delivery, and cryopreservation. Despite its low toxicity, DMSO may perturb protein and nucleic acid conformation and organization, thereby altering cellular transcriptional and translational profiles, as well as DNA methylation. We hypothesized that some of these effects arise from DMSO’s capacity to dissolve biomolecular condensates—dynamic macromolecular assemblies composed of proteins and nucleic acids. Methods: To address this, we examined the effect of a short‑term DMSO exposure on assemblies formed by a derivative of the yeast protein Sup35—Sup35NM-yTagRFP-T—which forms both liquid biomolecular condensates and amyloid aggregates in Saccharomyces cerevisiae. Condensate and aggregate formation was characterized by fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) and 1,6-hexanediol sensitivity. The response to DMSO was assessed by fluorescence and confocal microscopy. Results and Discussion: Short-term DMSO treatment selectively dissolved Sup35NM liquid condensates, as shown by confocal microscopy, loss of 1,6‑hexanediol‑sensitive foci, and rapid FRAP recovery, whereas amyloid aggregates remained morphologically intact. 
Conclusions: We suggest that DMSO can dissolve diverse biomolecular condensates in eukaryotic cells and may serve as a practical probe to distinguish liquid versus solid assemblies in vivo. At the same time, the use of DMSO in cell studies can confound readouts by perturbing condensate‑dependent processes, and this potential should be considered when designing and interpreting experiments.
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ВВЕДЕНИЕ
Диметилсульфоксид (DMSO) — апротонный полярный растворитель с амфифильными свойствами, широко используемый в биологии и медицине для приготовления стоковых растворов, доставки соединений и нуклеиновых кислот через органические мембраны (Hill et al., 1997; de Menorval et al., 2012), а также в качестве криопротектора при криоконсервации клеточных линий (Whaley et al., 2021). Несмотря на распространённое мнение о низкой токсичности DMSO (Kollerup Madsen et al., 2019), имеются сообщения о его нежелательных эффектах (Galvao et al., 2014; Nguyen et al., 2025). В частности, даже низкие концентрации DMSO (до ~4%) способствуют дестабилизации и конформационным изменениям белков и ДНК in vitro и in vivo (Tjernberg et al., 2006; Tunçer et al., 2018), что приводит к изменению профилей транскрипции, трансляции и метилирования ДНК в клетках человека (Verheijen et al., 2019). Одно из возможных объяснений этих явлений – способность DMSO растворять крупные макромолекулярные комплексы белков и нуклеиновых кислот (биомолекулярные конденсаты).
Биомолекулярные конденсаты образуются в результате процесса фазовой сепарации (Liquid Liquid Phase Separation, LLPS) – обособления более плотной жидкой фазы (конденсата) из многокомпонентной жидкой смеси (цитоплазмы или нуклеоплазмы). В конденсатах концентрация отдельных макромолекул значительно выше по сравнению с окружающей средой (Hyman et al., 2014; Banani et al., 2017, Gorsheneva et al., 2024). Образование биомолекулярных конденсатов in vivo моделируют c помощью сверхпродукции склонных к фазовой сепарации белков, слитых с флуорофорами.
В качестве модели для изучения фазовой сепарации используют дрожжевой белок Sup35 –фактор терминации трансляции eRF3 (Frolova et al.,1994; Zhouravleva et al., 1995; Stansfield et al., 1995). Sup35 способен образовывать как жидкие биомолекулярные конденсаты, так и амилоидные агрегаты в клетках дрожжей. Белок состоит из трёх доменов: прионогенного N-домена, богатого полярными аминокислотами; промежуточного М-домена, содержащего кластеры заряженных аминокислот; и C‑домена с ГТФазной активностью (Ter-Avanesyan et al., 1994). Cверхпродукция неструктурированных NM-доменов Sup35 (Sup35NM), слитых с флуорофором, в [psi-][pin-] штамме (не содержащем предсуществующих амилоидов) вызывает их фазовую сепарацию (Alieva et al., 2023; Grizel et al., 2024), а в штаммах [PSI+][PIN+] или [psi-][PIN+] (с предсуществующими амилоидами)—амилоидную агрегацию Sup35NM, в [psi-][PIN+] штаммах приводящую к возникновению приона [PSI+] "(Wickner et al., 1994; Derkatch et al., 1996; Derkatch et al., 2001).
Целью работы было оценить влияние кратковременного добавления DMSO в среду на растворение биомолекулярных конденсатов и амилоидных агрегатов Sup35NM in vivo в клетках дрожжей. Наши данные показывают, что DMSO в концентрациях 5-10% эффективно растворяет жидкие биомолекулярные конденсаты, но не амилоидные агрегаты белка Sup35NM.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Штаммы и плазмиды, использованные в работе
В работе использовали изогенные гаплоидные штаммы дрожжей S. cerevisiae, GT81-1C (MAT a ade1-14 his3-Δ200 or 11,15 leu2-3,112 lys2 trp1-Δ ura3-52 [PSI+][PIN+]) (Grizel et al., 2024) и GT409 (MAT a ade1-14 his3-Δ200 or 11,15 leu2-3,112 lys2 trp1-Δ ura3-52 [psi-][pin-]) (Grizel et al., 2024), отличающиеся наличием цитоплазматических детерминантов [PSI] и [PIN], соответственно.
Для продукции белка Sup35NM в S. cerevisiae использовали челночные центромерные плазмиды pR16CUP-NM-yTagRFP-T (Danilov et al., 2019) и pRS316-PCUP1-yTag-RFP-T (коллекция Научной лаборатории биологии амилоидов СПбГУ, предоставлена Куличихиным К.Ю.), сконструированные на основе вектора pRS316 (Sikorski and Hieter, 1989). Плазмиды несут ген URA3, кодирующий оротидин-5’-фосфат декарбоксилазу и обеспечивающий прототрофность по урацилу. Гены интереса находятся под контролем промотора PCUP1, индуцируемого добавлением в среду сульфата меди (II).
Среды и условия культивирования
Для культивирования штаммов дрожжей S. cerevisiae использовали полную питательную среду YPD: дрожжевой экстракт 10 г/л (Bio Springer, Франция), пептон 20 г/л (ОО ФК «Ромат», Казахстан), D-глюкоза 20 г/л (Sisco Research Laboratories, Индия), а также агар-агар 20 г/л (Amresco LLC, США, для твердой питательной среды). Для отбора дрожжевых трансформантов, содержащих плазмиды, экспрессирующие гены интереса, использовали твердую синтетическую полную среду (SC) без добавления урацила, приготовленную на основе среды YNB (Yeast Nitrogen Base (Sigma-Aldrich, США) – 7,45 г/л, D-глюкоза 20 г/л. Наличие приона [PSI+] проверяли по способности клеток расти на среде без добавления аденина (Liebman and Chernoff, 2012). Для индукции продукции белков интереса в среду добавляли CuSO4 («PanReac», 50 µM или 100 µM).
Для визуализации биомолекулярных конденсатов культуры S. cerevisiae выращивали в 5 мл жидкой селективной среды SC без урацила при 30 °C и постоянном перемешивании (200 об/мин). Так как исследуемые штаммы содержат нонсенс мутацию ade1-14 и склонны к автофлуоресценции, в среду добавляли аденин до конечной концентрации 0,2 г/л (Bruschi and Chuba, 1988). После 24 ч роста культуру разбавляли до оптической плотности OD600 = 0,2 в 5 мл, добавляли индуктор (CuSO4, 50-100 µM) и инкубировали дополнительно 24 часа при тех же условиях. Из‑за потенциальной токсичности Sup35NM при сверхпродукции в штамме, несущем прионы [PSI+][PIN+], концентрацию CuSO4 снижали до 50 µM, тогда как как для штамма, не содержащего прионов ([psi-][pin-]), использовали 100 µM CuSO4.
Растворение конденсатов (1,6 гександиол, DMSO)
Для растворения биоконденсатов клетки обрабатывали следующим образом. При работе с 1,6-гександиолом дрожжи инкубировали 10 минут при комнатной температуре в среде, содержащей 10 % 1,6-гександиол (Ferak Berlin, Германия) с добавлением дигитонина в конечной концентрации 10 µг/mL (Merck, Германия).
При обработке DMSO дрожжи инкубировали 10 минут при комнатной температуре в среде, содержащей 5 % или 10 % DMSO (neoFrox GmbH, Германия).
[bookmark: _Hlk193109041]Флуоресцентная микроскопия
Для приготовления микропрепаратов клетки собирали центрифугированием (3 мин, 3000 g), наносили суспензию с селективной средой на предметные стекла Surgipath X-tra Adhesive (Leica Biosystems, Великобритания), накрывали покровным стеклом.
Для изображений высокого разрешения и экспериментов FRAP применяли конфокальный микроскоп Leica TCS SP5 с иммерсионным объективом 63×/NA 1.40 (разрешение 1024×1024). Возбуждение — гелий‑неоновый (HeNe) лазер 543 нм; полоса пропускания эмиссии 559–667 нм. Для FRAP перед отжигом регистрировали 2 пред‑отжиговых изображения с интервалом 5 с, выполняли отжиг в течение 30 с при 100 % мощности лазера и увеличении 5×, затем снимали 10 пост‑отжиговых изображений в течение 100 сек с интервалом 10 с.
Широкопольную флуоресцентную микроскопию выполняли на микроскопе Leica DM4000B с иммерсионным объективом 100х/NA1.3 и монохромной цифровой камерой DFC350FX (Leica Microsystems, GmbH, Великобритания). Анализ флуоресценции проводили с использованием комплекта фильтров «Y3» (Leica, возбуждающий фильтр BP 545/30 нм, запирающий фильтр BP 610/75 нм).
Обработка изображений и статистика
Для визуализации и обработки изображений использовали программу Leica LAS X 1.4.11 31095 Office. Графическую визуализацию данных и статистический анализ выполняли в RStudio (вер. 2026.07.1+147). 
Для оценки статистической значимости различий в частотах формирования биоконденсатов применяли точный критерий Фишера. Размер выборки для каждого образца составлял от 326 до 1080 клеток, продуцирующих флуоресцентный белок. Для расчета использовали не менее трех биологических повторностей.
РЕЗУЛЬТАТЫ
DMSO растворяет жидкие биомолекулярные конденсаты Sup35NM, но не амилоидные агрегаты в прионном штамме 
Сверхпродукция Sup35NM, слитого с красным флуоресцентным белком yTag-RFP-T (далее Sup35NM-RFPT), в [psi-][pin-] штамме приводила к образованию видимых скоплений (биомолекулярных конденсатов) в 8.9  1.93 % клеток на фоне общего диффузного свечения белка через 24 часа роста культуры. Чтобы подтвердить жидкую природу этих скоплений, мы обрабатывали клетки 10 % 1,6-гександиолом, который нарушает слабые гидрофобные взаимодействия и растворяет жидкие конденсаты (Kroschwald et al., 2017). После 10 минутной инкубации конденсаты почти полностью исчезли (0.0  0.08 %). Аналогично, кратковременная обработка DMSO вызывала полное (0.0   0.04 % при 10 % DMSO) или почти полное (0.1  0.16 % при 5 % DMSO) растворение конденсатов за 10 минут (Fig. 1a, Tabl. S1).
В [PSI+][PIN+] штамме сверхпродукция Sup35NM-RFPT приводила к формированию устойчивых агрегатов в 79.1  3.06 % клеток на фоне отсутствия диффузного свечения. Данные агрегаты не растворялись при кратковременной 10‑минутной инкубации ни с 1,6-гександиолом (80.4  4.40 %), ни с 10 % DMSO (80.9  3.18 %) (Fig. 1b, Tabl. S1).
Для проверки мобильности молекул в скоплениях были выполнены эксперименты FRAP. Конденсаты Sup35NM-RFPT, образованные в [psi-][pin-] штамме, восстанавливали флуоресценцию, тогда как агрегаты в [PSI+][PIN+] штамме не восстанавливали (Fig. 2, Tabl. S2), что cвидетельствует о жидкой и твердой (амилоидной) природе, соответственно (Alieva et al., 2023, Grizel et al., 2024). В совокупности эти результаты показывают, что DMSO за короткое время растворяет скопления Sup35NM-RFPT с жидкими свойствами, но не амилоидные агрегаты.
ОБСУЖДЕНИЕ
Применение в качестве криопротектора, растворителя органических соединений, а также при трансформации клеток стимулировало изучение возможных побочных эффектов DMSO, в том числе в клетках S. cerevisiae. Добавление DMSO в среду в концентрациях до 5% у дрожжей может способствовать окислительному стрессу и запуску транскрипционного ответа на стрессовые воздействия (Święciło et al., 2024). По-видимому, причиной является повышенное образование свободных радикалов (Święciło et al., 2024), а также селективное ингибирование метионин-сульфат-редуктазы MsrA (Kwak et al., 2010). Увеличение концентрации DMSO в среде до 10-15%, кроме окислительного стресса, приводит к снижению пролиферативной активности и выживаемости клеток, появлению фенотипа «стареющих клеток» и митохондриальной недостаточности (Sadowska-Bartosz et al., 2013; Kakolyri  et al., 2016). Однако молекулярные механизмы данных процессов во многом остаются неясными.
Полученные нами данные указывают на один из возможных эффектов DMSO, не исследованный ранее. Мы продемонстрировали, что DMSO, так же как и 1,6‑гександиол, при кратковременном воздействии способен быстро разрушать внутриклеточные биомолекулярные конденсаты, но не амилоидные агрегаты Sup35NM. Этот результат согласуется с данными FRAP и ранее опубликованными наблюдениями о различной устойчивости жидких конденсатов и амилоидов (Alieva et al., 2023; Grizel et al., 2024).
Ранее сообщалось, что длительная инкубация клеток S. cerevisiae в средах, содержащих низкие концентрации DMSO (1-5 %), может приводить к «вылечиванию» слабых вариантов приона [PSI+] – возможно, через увеличение уровня шаперона Hsp104 и, соответственно, доли растворимого Sup35 (Dorweiler et al., 2020). Наши результаты уточняют эту картину: при кратковременной обработке DMSO не растворяет амилоидные агрегаты Sup35NM per se, но растворяет жидкие макромолекулярные комплексы. Это может косвенно влиять на транскрипционные и протеостазные пути (например, через релокацию или диссоциацию конденсатов, участвующих в регуляции экспрессии и в сборке шаперонов). В свою очередь, повышается экспрессия Hsp104 и уровень растворимого Sup35 при длительном воздействии. Растворение биомолекулярных конденсатов, задействованных в процессах транскрипции и метилирования ДНК, может объяснить эффект применения DMSO на изменение экспрессии генов и профиля метилирования ДНК в клетках млекопитающих (Verheijen et al., 2019). Часто образованию биоконденсатов способствуют множественные слабые взаимодействия между областями низкой сложности, cодержащими полярные, ароматические, гидрофобные или заряженные остатки (Martin and Mittag, 2018). Полярные растворители с амфифильными свойствами, в частности DMSO, могут нарушать такие взаимодействия, тем самым растворяя широкий спектр жидких конденсатов. Подтверждение этой гипотезы требует дальнейших экспериментов на других белках и в клетках млекопитающих.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Кратковременная инкубация клеток S. cerevisiae с DMSO растворяет внутриклеточные биомолекулярные конденсаты Sup35NM, обладающие жидкими свойствами, но не разрушает амилоидные агрегаты Sup35NM. После валидации на других системах DMSO может служить быстрым тестом для дифференциации жидких конденсатов и твердых агрегатов in vivo.
ABBREVIATIONS AND NOTATION
DMSO – Dimethyl sulfoxide;
LLPS – Liquid-liquid phase separation;
SC – Synthetic complete;
yTag-RFP-T – Yeast optimized tag red fluorescent protein;
Sup35NM-RFPT – prion (NM) domains of Sup35, fused with yeast optimized tag red fluorescent protein
FRAP – Fluorescence Recovery After Photobleaching
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SUPPLEMENTARY INFORMATION
Table S1. Formation of Sup35NM-RFPT condensates in [psi-][pin-] (GT409) and [PSI+][PIN+] (GT811-C) strains and their dissolution with 1,6-hexanediol and DMSO (Supplement Table for Fig. 1).
	Protein
	Strain
	Replicate
	Culture medium
Fluorescent/With puncta
	1,6-Hexanediol
Fluorescent / With puncta
	10 % DMSO
Fluorescent /With puncta
	5 % DMSO
Fluorescent /With puncta

	Sup35NM
	GT409
	1
	187 / 14 (7.49 %)
	88 / 0 (0 %)
	169 / 0 (0.00 %)
	565 /1 (0.18 %)

	Sup35NM
	GT409
	2
	358 / 25 (6.98 %)
	61 / 0 (0 %)
	166 / 0 (0.00 %)
	187 / 0 (0 %)

	Sup35NM
	GT409
	3
	347 / 27 (7.78 %)
	926 / 1 (0.11 %)
	243 / 0 (0.00 %)
	136 / 0 (0 %)

	Sup35NM
	GT409
	4
	188 / 27 (14.36 %)
	514 / 0 (0 %)
	337 / 0 (0.00 %)
	533 / 1 (0.19 %)

	Sup35NM
	GT81-1C
	1
	240 / 184 (76.66 %)
	89 / 71 (79.78 %)
	157 / 122 (77.70 %)
	ND

	Sup35NM
	GT81-1C
	2
	165 / 133 (80.60 %)
	85 / 68 (80.00 %)
	140 / 118 (84.29 %)
	ND

	Sup35NM
	GT81-1C
	3
	133 /107 (80.45 %)
	74 / 60 (81.08 %)
	161 / 133 (82.61 %)
	ND

	Sup35NM
	GT81-1C
	4
	166 /131 (78.91 %)
	78 / 63 (80.77 %)
	150 / 119 (79.33 %)
	ND

	RFPT
	GT409
	1
	210 / 0 (0.00 %)
	ND
	ND
	ND

	RFPT
	GT409
	2
	190 / 0 (0.00 %)
	ND
	ND
	ND

	RFPT
	GT409
	3
	214 / 0 (0.00 %)
	ND
	ND
	ND
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ПОДПИСИ К РИСУНКАМ
Fig. 1. DMSO растворяет биомолекулярные конденсаты, но не амилоидные агрегаты Sup35NM. Визуализация скоплений Sup35NM в культуральной среде и после инкубации клеток в среде с добавлением 5% или 10% DMSO или же 1,6 гександиола (1,6-Hex.) в течение 10 минут в (a) [psi-][pin-] и (b) [PSI+][PIN+] штамме. (а) Добавление как 1,6-гександиола, так и DMSO в культуральную среду приводит к растворению биомолекулярных конденсатов Sup35NM [psi-][pin-] штамме. (b) Добавление как 1,6-гександиола, так и DMSO не приводит к снижению доли клеток с агрегатами в [PSI+][PIN+] штамме. Для индукции сверхпродукции Sup35NM использовали (a)100µM CuSO4 в [psi-][pin-] штамме; (b) 50µM CuSO4 в [PSI+][PIN+] штамме. Масштабная линейка соответствует 5µм. На графиках приведены данные обработки четырех биологических повторностей, показано среднеквадратическое отклонение. *** - точный тест Фишера, p-value < 0.001. Данные по каждой повторности представлены в таблице S1.
Fig. 1. DMSO dissolves biomolecular condensates but not amyloid aggregates of Sup35NM. Fluorescence micrographs and quantification of Sup35NM foci in cells imaged directly in growth medium and after a 10‑min incubation in medium containing 5 % or 10 % DMSO or 1,6‑hexanediol (1,6‑Hex.) (a) [psi-][pin-] strain; (b) [PSI+][PIN+] strain. In the [psi-][pin-] strain (a), both 1,6‑hexanediol and DMSO lead to dissolution of Sup35NM condensates. In the [PSI+][PIN+] strain (b), neither 1,6‑hexanediol nor DMSO reduces the fraction of cells with aggregates. Sup35NM overexpression was induced with 100 µM CuSO4 in (a) and 50 µM CuSO4 in (b). Scale bar, 5 µm. Graphs show mean ± SD from four biological replicates (n = 4). *** indicates Fisher’s exact test, p < 0.001. Data for each replicate are provided in Table S1.
Fig. 2. Анализ жидких свойств скоплений Sup35NM-RFPT с помощью FRAP. Анализ восстановления флуоресценции после фотообесцвечивания скоплений сверхпродуцированного Sup35NM-RFPT в [psi-][pin-] и [PSI+][PIN+] штаммах. Зеленым кругом обозначена зона выжигания. Масштабная линейка соответствует 5µm. Анализ проведен для не менее 18 образцов, приведены средние значения ± стандартное отклонение. Данные по каждой повторности представлены в таблице S2.
Fig. 2. Liquid-like properties of Sup35NM‑RFPT assemblies assessed by FRAP. Representative pre‑ and post‑bleach images (left) and averaged fluorescence recovery curves (right) for Sup35NM‑RFPT foci in [psi-][pin-] and [PSI+][PIN+] strains following photobleaching. The bleached region is indicated by the green circle. Scale bar, 5 µm. Data are from at least 18 independent samples (n ≥ 18); curves and error bars show mean ± SD. Individual replicate data are provided in Table S2.
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