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Âëèÿíèå êðàñíîãî ïèãìåíòà íà àìèëîèäèçàöèþ áåëêîâ ó äðîææåé

Â ëèçàòàõ øòàììîâ äðîææåé, íåñóùèõ ìóòàöèþ â ãåíå ADE1 èëè ADE2 è íàêàïëèâàþùèõ êðàñíûé
ïèãìåíò â ðåçóëüòàòå ïîëèìåðèçàöèè àìèíîèìèäàçîëðèáîòèäà (ïðîìåæóòî÷íîãî âåùåñòâà â áèîñèíòåçå
àäåíèíà), èçó÷àëè ôëóîðåñöåíöèþ òèîôëàâèíà Ò, ñâÿçàííîãî ñ àìèëîèäèçèðîâàííûìè áåëêàìè. Áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî íà ñðåäå, ñîäåðæàùåé 10-êðàòíûé èçáûòîê àäåíèíà, êîòîðûé ïîäàâëÿåò ñèíòåç ïóðèíîâ de
novo è òåì ñàìûì áëîêèðóåò îáðàçîâàíèå êðàñíîãî ïèãìåíòà, ôëóîðåñöåíöèÿ òèîôëàâèíà, ñâÿçàííîãî ñ
àìèëîèäîì, óâåëè÷èâàåòñÿ â íåñêîëüêî ðàç. Ê òîìó æå ýôôåêòó ïðèâîäèò âîçíèêíîâåíèå ìóòàöèé, áëî-
êèðóþùèõ ïåðâûå ýòàïû áèîñèíòåçà ïóðèíîâ è òàêèì îáðàçîì ïîäàâëÿþùèõ ñèíòåç êðàñíîãî ïèãìåíòà.
Ãåíåðàöèÿ ìóòàöèé â ãåíàõ ADE1 èëè ADE2 â èñõîäíî áåëûõ ïðîòîòðîôíûõ ïî àäåíèíó øòàììàõ äðîæ-
æåé ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó ïàäåíèþ ôëóîðåñöåíöèè. Èçó÷åíèå ôðàêöèè áåëêîâûõ ïîëèìåðîâ ïî-
ñðåäñòâîì ýëåêòðîôîðåçà â àãàðîçíîì ãåëå ïîçâîëèëî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èçìåíåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè äåé-
ñòâèòåëüíî ñâÿçàíû ñ ïîíèæåíèåì êîëè÷åñòâà àìèëîèäà â êëåòêàõ, íàêàïëèâàþùèõ êðàñíûé ïèãìåíò.
Îïûòû íà ìîäåëüíûõ ôèáðèëëàõ èíñóëèíà ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó òîãî, ÷òî êðàñíûé ïèãìåíò âçàèìî-
äåéñòâóåò ñ ãîòîâûìè ôèáðèëëàìè, ïðåïÿòñòâóÿ èõ ñâÿçûâàíèþ ñ òèîôëàâèíîì Ò. Ñðàâíåíèå îñàäî÷íûõ
áåëêîâ, âûäåëåííûõ èç êðàñíûõ è áåëûõ èçîãåííûõ øòàììîâ â 2D-ýëåêòðîôîðåçå ñ ïîñëåäóþùèì
ìàññ-ñïåêòðîñêîïè÷åñêèì àíàëèçîì, ïîçâîëèëî èäåíòèôèöèðîâàòü 23 ïèãìåíòçàâèñèìûõ áåëêà. Ñðåäè
íèõ ïðåîáëàäàþò øàïåðîíû è áåëêè, ó÷àñòâóþùèå â ìåòàáîëèçìå ãëþêîçû, ÷òî äåëàåò èõ áëèçêèìè ïî
ñîñòàâó ê ïðèîíàññîöèèðîâàííûì áåëêàì, âûÿâëåííûì íàìè ðàíåå. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî êðàñíûé ïèã-
ìåíò, ñâÿçûâàÿñü ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè, ïðåïÿòñòâóåò îáðàçîâàíèþ ïðèîíîâûõ àãðåãàòîâ, à íàðó-
øåíèå ñâÿçè ôèáðèëë ñ øàïåðîíàìè ïðèâîäèò ê ïîäàâëåíèþ ðàçìíîæåíèÿ ïðèîíîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àìèëîèä, ïðèîíû, òèîôëàâèí Ò, êðàñíûé ïèãìåíò, Saccharomyces cerevisiae.

Ñóùåñòâóþò «êîíôîðìàöèîííûå çàáîëåâàíèÿ» ÷åëî-
âåêà è æèâîòíûõ (Âèøíåâñêàÿ è äð., 2007; Herczenik, Geb-
bink, 2008; Uversky, 2008; Uversky et al., 2008; Zhou et al.,
2008). Îíè ñâÿçàíû ñ îáðàçîâàíèåì èçìåíåííîé ïðîñòðàí-
ñòâåííîé ñòðóêòóðû áåëêîâ è ïðèâîäÿò ê àíîðìàëüíîé àã-
ðåãàöèè ñ îáðàçîâàíèåì àìèëîèäíûõ ôèáðèëë. Â ðÿäå
ñëó÷àåâ àìèëîèäíîå ñîñòîÿíèå ìîæåò ïåðåäàâàòüñÿ êàê
ïî âåðòèêàëè (îò ðîäèòåëåé ïîòîìñòâó), òàê è ïî ãîðèçîí-
òàëè (èç êëåòêè â êëåòêó è èç îðãàíèçìà â îðãàíèçì). Ïî-
äîáíûå «èíôåêöèîííûå» áåëêè íàçûâàþò ïðèîíàìè. Êîí-
ôîðìàöèîííûå çàáîëåâàíèÿ, áóäó÷è äî ñèõ ïîð íåèñöåëè-
ìûìè, ÿâëÿþòñÿ ñåðüåçíûì âûçîâîì äëÿ ñîâðåìåííîé
ìåäèöèíû è âåòåðèíàðèè. Âåäåòñÿ ìàñøòàáíûé ïîèñê òå-
ðàïåâòè÷åñêèõ àãåíòîâ, ñïîñîáíûõ èçëå÷èâàòü ýòè çàáîëå-
âàíèÿ (Trevitt, Collinge, 2006). Ìåäëåííîå òå÷åíèå ýòèõ
áîëåçíåé ó ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ è äëèòåëüíûé èíêóáàöè-
îííûé ïåðèîä, êîòîðûé ìîæåò ïðîäîëæàòüñÿ äåñÿòèëå-
òèÿ, çàòðóäíÿþò èññëåäîâàíèÿ, êîòîðûå â îñíîâíîì ïðî-
âîäÿòñÿ íà êëåòî÷íûõ è íà âíåêëåòî÷íûõ (in vitro) ìîäå-
ëÿõ. Â ñâÿçè ñ ýòèì âåñüìà ïðîäóêòèâíûìè ÿâëÿþòñÿ
ýêñïåðèìåíòû íà íèçøèõ ýóêàðèîòàõ — äðîææàõ, îòêðû-
âàþùèå âîçìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ ìåòîäîâ ìîëåêóëÿð-
íîé ãåíåòèêè in vivo. Âî ââåäåíèè ê íàøåé ïðåäûäóùåé

ñòàòüå (Íåâçãëÿäîâà è äð., 2010) ìû ðàññìàòðèâàëè èç-
âåñòíûå ïðèîíû äðîææåé. Áîëåå ïîäðîáíî ýòè ïðèîíû
îïèñûâàþòñÿ â ðÿäå ñòàòåé (Wickner, 1994; Chernoff et al.,
2002; Chernoff, 2004, 2007; Wickner et al., 2006, 2007,
2008; Derkatch, Liebman, 2007; Du et al., 2008; Nemecek
et al., 2009; Patel et al., 2009). Ñàìûì èçâåñòíûì ïðèî-
íîì äðîææåé ÿâëÿåòñÿ [PSI+], ïðèîíèçèðîâàííàÿ ôîðìà
Sup35p — ôàêòîðà òåðìèíàöèè òðàíñëÿöèè, èçâåñòíî-
ãî òàêæå êàê eRF3. Ïðè ïðèîíèçàöèè ýòîãî áåëêà êî-
äîíû-òåðìèíàòîðû íà÷èíàþò ïðî÷èòûâàòüñÿ. Ýòî äàåò
âîçìîæíîñòü îòñëåæèâàòü ïðîöåññ ïðèîíèçàöèè Sup35p
ïî âîçíèêíîâåíèþ ñóïðåññèè íîíñåíñ-ìóòàöèé (òàêèå
ìóòàöèè âîçíèêàþò ïî÷òè â ëþáîì ãåíå, êîäèðóþùåì
áåëîê).

Äëÿ äèàãíîñòèêè íàëè÷èÿ àìèëîèäîâ èñïîëüçóþò
ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü òèîôëàâèí Ò (Chernoff et al.,
2002). Íàìè áûëè âûÿâëåíû ñòåðè÷åñêèå îãðàíè÷åíèÿ,
îïðåäåëÿþùèå âûñîêèé êâàíòîâûé âûõîä ôëóîðåñöåíöèè
òèîôëàâèíà Ò, âñòðàèâàþùåãîñÿ â ôèáðèëëû (Voropai et
al., 2003).

Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ãðóáûå ëèçàòû êëåòîê äðîææåé, îò-
íîñÿùèõñÿ ê ðàçíûì øòàììàì, èìåþò ðàçíóþ ôëóîðåñ-
öåíöèþ. Ïðè ýòîì ñðàâíåíèå èçîãåííûõ øòàììîâ, ðàçëè-
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÷àþùèõñÿ íàëè÷èåì ïðèîíà [PSI+], âûÿâèëî ÷åòêóþ êîð-
ðåëÿöèþ ìåæäó ïðèñóòñòâèåì ýòîãî ïðèîíà è âåëè÷èíîé
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (IF). Â ÷àñòíîñòè, èñïîëü-
çóÿ [PSI+]-êóëüòóðó â êà÷åñòâå äîíîðà öèòîïëàçìû â îïû-
òàõ ïî öèòîäóêöèè, ìû ïîëó÷èëè öèòîäóêòàíòû ñ ìèòîòè-
÷åñêè ñòàáèëüíûì ïîâûøåíèåì óðîâíÿ ôëóîðåñöåíöèè
ïî ñðàâíåíèþ ñ [psi–] ðîäèòåëüñêîé ðåöèïèåíòíîé êóëüòó-
ðîé (Íåâçãëÿäîâà è äð., 2008). Â äàëüíåéøåì èçó÷åíèå
ôëóîðåñöåíöèè ó ðàçíûõ ôðàêöèé, ïîëó÷åííûõ ïðè öåíò-
ðèôóãèðîâàíèè ãðóáûõ ëèçàòîâ ïðè 1000 g, âûÿâèëî â
îñàäêàõ çíà÷èòåëüíî á *îëüøóþ ôëóîðåñöåíöèþ, ÷åì â ñó-
ïåðíàòàíòàõ. Ýòî, ïî âñåé âèäèìîñòè, ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî
îñàäêè ñîäåðæàò çíà÷èòåëüíî áîëüøå àìèëîèäèçèðîâàí-
íîãî ìàòåðèàëà. Îäíîâðåìåííî íåîæèäàííî äëÿ ñåáÿ ìû
óáåäèëèñü â òîì, ÷òî íå òîëüêî ïðèîíîâûé ñòàòóñ âëèÿåò
íà èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, íî òàêæå öâåò êóëüòó-
ðû. Øòàììû, â êîòîðûõ â ðåçóëüòàòå ñïåöèôè÷åñêèõ ìó-
òàöèé íàêàïëèâàåòñÿ êðàñíûé ïèãìåíò, îáíàðóæèâàþò
ïîíèæåíèå IF â ñðàâíåíèè ñ èçîãåííûìè øòàììàìè áåëî-
ãî öâåòà, äàæå åñëè ïðèîíîâûé ñòàòóñ ó íèõ ïðè ýòîì íå
ìåíÿåòñÿ.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâèëîñü âûÿñíåíèå ñâÿçè
êðàñíîãî ïèãìåíòà ñ ïðîöåññîì àìèëîèäèçàöèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ø ò à ì ì û ïðèâåäåíû â òàáë. 1.
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,
âêëþ÷àÿ ìóòàãåíåç, áûëè òðàäèöèîííûìè (Sherman et al.,
1986). Ýëèìèíàöèþ ïðèîíîâ GuHCl âûïîëíÿëè, êàê óêà-
çàíî â ðàáîòå ×åðíîâà ñ êîëëåãàìè (Chernoff et al., 2002),
öèòîäóêöèþ ïðîâîäèëè ïî Çàõàðîâó è ßðîâîìó (Zakha-
rov, Yarovoy, 1977) ñ íåêîòîðûìè èçìåíåíèÿìè: êëåòêè
çèãîò èäåíòèôèöèðîâàëè ïî õàðàêòåðíîé ãàíòåëåîáðàç-
íîé ôîðìå è çàòåì èçîëèðîâàëè ìèêðîìàíèïóëèðîâà-
íèåì. Â êà÷åñòâå [PSI+]-öèòîäóêòàíòîâ 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 àãà-
ðèçîâàííîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå YEPD â òå÷åíèå 5—6 ñóò.
Ñîáðàííûå êëåòêè îòìûâàëè âîäîé îò îñòàòêîâ ïèòàòåëü-
íîé ñðåäû è ëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ âñòðÿõèâàòåëÿ è ñòåê-
ëÿííûõ áóñ â áóôåðå À: 25 ìÌ Tris-HCl, pH 7.5, 100 ìÌ
NaCl è 10 ìÌ EDTA. Ïðîòåàçû áëîêèðîâàëè äîáàâëåíèåì
10 ìÌ ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèäà (PMSF). Äèòèîòðå-
èòîë (DTT) â áóôåðå À ìû íå èñïîëüçîâàëè, ÷òîáû èçáå-
æàòü ðàçðóøåíèÿ ñâÿçåé ïðèîíèçèðîâàííûõ áåëêîâ ñ ðàç-
ëè÷íûìè ïðèîíàññîöèèðîâàííûìè áåëêàìè. Îñòàòêè êëå-
òîê è ñòåêëÿííûå 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 ðàçáàâëåííûõ ñóïåðíàòàíòàõ îïðåäåëÿëè ìîäèôè-
öèðîâàííûì ìåòîäîì Ëîóðè (Ñåâåðèí, Ñîëîâüåâ, 1989),
ïîñëå ÷åãî ëèçàòû ñðàâíèâàåìûõ êëåòîê âûðàâíèâàëè ïî
áåëêó è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 1000 g â òå÷åíèå 30 ìèí.
Ôðàêöèþ ñóïåðíàòàíòîâ óäàëÿëè, à îñàäêè îòìûâàëè.
Êàæäûé ýòàï î÷èñòêè îñàäêîâ âêëþ÷àë â ñåáÿ ðåñóñïåí-
äèðîâàíèå â ñîîòâåòñòâóþùåì áóôåðå ñ ïîñëåäóþùèì

öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Äëÿ ñðàâíåíèÿ îñàäî÷íûõ áåëêîâ â
àãàðîçíîì ãåëå îñàäêè îäíîêðàòíî îòìûâàëè â PBS
(150 ìÌ NaHCl è 25 ìÌ Na2HPO4-NaH2PO4, pH 7.4). Ýêñ-
òðàêöèþ áåëêîâ èç îñàäêîâ âûïîëíÿëè â áóôåðå Â (0.15 Ì
Tris-HCl, pH 6.8, 2 % SDS è 50 ìÌ DTT) â òå÷åíèå 15 ìèí
ïðè 37 îÑ ïðè ïåðèîäè÷åñêîì âñòðÿõèâàíèè. Ïðîáû êèïÿ-
òèëè 10 ìèí è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 1000 g â òå÷åíèå
5 ìèí. Îòîáðàííûå ñóïåðíàòàíòû ñëóæèëè äëÿ äàëüíåé-
øåãî àíàëèçà îñàäî÷íûõ áåëêîâ: ýëåêòðîôîðåçà â àãàðîç-
íîì ãåëå, èçìåðåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, à
òàêæå äëÿ 2D-ýëåêòðîôîðåçà è èäåíòèôèêàöèè áåëêîâ ñ
ïîìîùüþ ìàññ-ñïåêòðîñêîïèè.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç ïðîâîäèëè â 1.8%-íîì àãàðîçíîì
ãåëå â óñëîâèÿõ, óêàçàííûõ â ðàáîòå Ñîíã è ñîàâòîðîâ
(Song et al., 2005). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ
ïðîá îáû÷íî èñïîëüçîâàëè îáúåìû ëèçàòîâ, ñîäåðæàùèå
1.5 ìã áåëêà. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ëèçàòîâ è îäíî-
êðàòíîé îòìûâêè PBS ê îñàäêàì äîáàâëÿëè ïî 30 ìêë áó-
ôåðà Â è ïîñëå îáû÷íîé ïðîöåäóðû ýêñòðàêöèè è êèïÿ÷å-
íèÿ íàíîñèëè íà àãàðîçíûé ãåëü. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
êèïÿ÷åíèå â äàííîì ñëó÷àå, î÷åâèäíî, ïðèâîäèëî íå ê ìî-
íîìåðèçàöèè ïîëèìåðîâ, à ê îòäåëåíèþ ïðèîíîâûõ áåë-
êîâûõ àãðåãàòîâ îò áîëåå êðóïíûõ êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð,
íåñïîñîáíûõ âõîäèòü â àãàðîçíûé ãåëü (ñì. ðèñ. 1, à).

2 D - ý ë å ê ò î ð î ô î ð å ç è ì à ñ ñ - ñ ï å ê ò ð î ì å ò ð è-
÷ å ñ ê è é à í à ë è ç (M A L D I) ïðîâîäèëè, êàê ýòî óêàçàíî
â íàøåé ïðåäûäóùåé ðàáîòå (Íåâçãëÿäîâà è äð., 2010).

È ç ì å ð å í è å è í ò å í ñ è â í î ñ ò è ô ë ó î ð å ñ ö å í-
ö è è (IF) ïîòðåáîâàëî äîïîëíèòåëüíîé ïðîöåäóðû ïåðå-
îñàæäåíèÿ ïðîá, òàê êàê âõîäÿùèé â ñîñòàâ áóôåðà Â
SDS, âçàèìîäåéñòâóÿ ñ òèîôëàâèíîì Ò, ñèëüíî ïîâûøàåò
IF. Äëÿ èçìåðåíèÿ IF ëèçàòû áðàëè â îáúåìàõ, ñîîòâåòñò-
âóþùèõ 9 ìã áåëêà. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ëèçàòîâ
îñàäî÷íûå áåëêè îòìûâàëè 1 ðàç PBS è ýêñòðàãèðîâàëè â
200 ìêë áóôåðà Â, êàê ýòî îïèñàíî âûøå. Ïîñëå êèïÿ÷å-
íèÿ è öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ñóïåðíàòàíòû îòáèðàëè è ïåðå-
îñàæäàëè ïÿòüþ îáúåìàìè ýòèëîâîãî ñïèðòà. Îñàäêè, îò-
êðó÷åííûå èç-ïîä ñïèðòà, ðàñòâîðÿëè â 200 ìêë. áóôåðà À
è 40 ìêë èç íèõ ïîìåùàëè â êþâåòó îáúåìîì 500 ìêë äëÿ
èçìåðåíèÿ IF. Ê ïðîáå äîáàâëÿëè 445 ìêë H2Î è 15 ìêë
ðàñòâîðà òèîôëàâèíà T â êîíöåíòðàöèè 10–3 Ì. Â îòäåëü-
íûõ îïûòàõ àëèêâîòû áðàëè íà îïðåäåëåíèå áåëêà â ïðî-
áå. IF èçìåðÿëè ïðè äëèíàõ âîëí âîçáóæäåíèÿ è ýìèññèè
435 è 486 íì ñîîòâåòñòâåííî. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ïî-
êàçàòåëåé ôëóîðåñöåíöèè ñðàâíèâàåìûõ ïàð èçîãåííûõ
øòàììîâ îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ êðèòåðèÿ çíàêîâ (Çàêñ,
1976).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ñ â ÿ ç ü ì å æ ä ó í à ê î ï ë å í è å ì ê ð à ñ í î ã î ï è ã-
ì å í ò à â ê ë å ò ê à õ ä ð î æ æ å é è ê î ë è ÷ å ñ ò â î ì à-
ì è ë î è ä î â â î ñ à ä î ÷ í î é ô ð à ê ö è è ã ð ó á û õ ë è ç à-
ò î â. Ðàíåå (Íåâçãëÿäîâà è äð., 2008) íàìè áûëî ïîêàçàíî,
÷òî òèîôëàâèí Ò ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ êîëè÷åñòâåí-
íîé îöåíêè ñîäåðæàíèÿ àìèëîèäîâ â ëèçàòàõ äðîææåâûõ
êëåòîê. Â êà÷åñòâå ìîäåëè áûëè âûáðàíû èçîãåííûå
øòàììû, çàâåäîìî ñîäåðæàùèå è íå ñîäåðæàùèå èçâåñò-
íîãî ïðèîíà, [PSI+]-ôàêòîðà. Ïðè ýòîì èñïîëüçîâàëè
øòàììû ñ íîíñåíñ-ìóòàöèåé â ãåíå ADE1, îòâåòñòâåííîì
çà ñèíòåç ÑÀÈÊÀÐ-ñèíòåòàçû. Ýòà ìóòàöèÿ ïðèâîäèò ê
íàêîïëåíèþ àìèíîèìèäîçîëðèáîòèäà (ÀÈÐ), êîòîðûé â
ðåçóëüòàòå ïîëèìåðèçàöèè îáðàçóåò êðàñíûé ïèãìåíò
(Smirnov et al.,1967).
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Øòàììû ñ òàêîé ìóòàöèåé î÷åíü óäîáíû ïðè èçó÷å-
íèè ïðèîíèçàöèè ïðîäóêòà ãåíà SUP35, îäíîãî èç ôàêòî-
ðîâ òåðìèíàöèè òðàíñëÿöèè (eRF3). Êîãäà Sup35p ïðèî-
íèçèðóåòñÿ (îáðàçóåòñÿ [PSI+]-ôàêòîð), eRF3 ÷àñòè÷íî
èíàêòèâèðóåòñÿ è íà÷èíàåòñÿ ÷àñòè÷íîå ïðî÷èòûâàíèå
íîíñåíñ-êîäîíà. Ýòî ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ ïîëíîðàçìåð-
íîé è ôóíêöèîíàëüíîé ÑÀÈÊÀÐ-ñèíòåòàçû â äîñòàòî÷-
íîì êîëè÷åñòâå, ÷òîáû ñíÿòü áëîê â áèîñèíòåçå àäåíèíà,
âñëåäñòâèå ÷åãî êðàñíûé ïèãìåíò ïåðåñòàåò íàêàïëèâàòü-
ñÿ. Òàêèì îáðàçîì, ïî öâåòó äðîææåâîé êîëîíèè è ïî ñî-

ïðÿæåííîìó ñ íèì ïðèçíàêó — ñïîñîáíîñòè ðàñòè íà ïîë-
íîé ñèíòåòè÷åñêîé ñðåäå áåç àäåíèíà — ìîæíî ñóäèòü î
ïðèîíèçàöèè Sup35p.

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè (Íåâçãëÿäîâà è äð., 2008), ÷òî IF â
ëèçàòàõ êðàñíûõ [psi–]-êëåòîê ìåíüøå, ÷åì ó èçîãåííûõ
ðîçîâûõ è áåëûõ [PSI+]-êëåòîê. Ýòî ðàçëè÷èå ìû îáúÿñíÿ-
ëè ðàçíûì ïðèîíîâûì ñòàòóñîì â øòàììàõ (áîëüøèì ñî-
äåðæàíèåì ïðèîíîâ â ñëó÷àå [PSI+] è ìàëûì ó [psi–]).
Â äàííîé ðàáîòå ìû ïîäòâåðæäàåì ýòî ïðåäïîëîæåíèå
â îïûòàõ, â êîòîðûõ áåëêè, ýêñòðàãèðîâàííûå èç îñàäêîâ

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

Ò à á ë è ö à 1

Øòàììû Saccharomyces cerevisiae, èñïîëüçîâàííûå â ðàáîòå

Íàçâàíèå øòàììà Ãåíîòèï è ïëàçìîòèï Èñòî÷íèê

LL20 MATa leu2 his3 Ë. Í. Ìèðîíîâà è Ã. À. Æóðàâëåâà,
êàôåäðà ãåíåòèêè ÑÏáÃÓ

74-D694, ñîêð. 74-D(+) MATa ade1-14 ura3 his3 trp1 leu 2 [PSI PINweak

+ + ] Òî æå

74-D694/Gu1, ñîêð. 74-D/Gu(–) MATa ade1-14 ura3 his3 trp1 leu 2 [psi– pin–] » »

ÎÒ56 MATa ade1-14 ura3 his3 trp1 leu 2 [PSI PINstrong

+ + ] » »

74-3C/Sup35[PSI+], ñîêð. 74/3C(+) MATa ade1-14 ura3 his3 trp1 leu 2 [PSI+PIN+].
Øòàìì 74-D(+), òðàíñôîðìèðîâàííûé ïëàçìè-
äîé pRS316-GAL-Sup35, ïðîÿâëÿþùèé ñèëüíóþ
ñóïðåññèþ

Ïîëó÷åí: Íåâçãëÿäîâà è äð., 2008

74-3C/GuHCl, ñîêð. 74/3C/Gu(–) MATa ade1-14 ura3 his3 trp1 leu 2 [psi– pin–].
Òðàíñôîðìàíò 74-3C(+) ïîñëå ýëèìèíàöèè PSI+-
ôàêòîðà ñ ïîìîùüþ GuHCl

Òî æå

AH/B MATa ade1-14 ura3 his3 lys9 kar1 [psi– pin–] À. Ñ. Áîðõñåíèóñ, êàôåäðà ãåíåòèêè
ÑÏáÃÓ

cyt6[PSI+]/(GT26)B, ñîêð. Cyt6(+) MATa ade1-14 ura3 his3 lys9 kar1 [PSI+PIN+]. Öèòî-
äóêòàíò, ïîëó÷åííûé îò ñêðåùèâàíèÿ øòàììà
AH/B ñî øòàììîì GT26, ñëóæàùèì äîíîðîì
öèòîïëàçìû

Ïîëó÷åí: Íåâçãëÿäîâà è äð., 2008

cyt6/(GT26)B/GuHCl, ñîêð. Cyt6/Gu(–) MATa ade1-14 ura3 his3 lys9 kar1 [psi– pin–]. Öè-
òîäóêòàíò cyt6(+) ïîñëå ýëèìèíàöèè PSI+-ôàê-
òîðà ñ ïîìîùüþ GuHCl

Òî æå

GT26 MATa aro7-1 cys1-72 his4-166 leu2-1 lys2-187 met8-1
trp5-48 ura3-1 [PSI+PIN+]

Þ. Î. ×åðíîâ, Òåõíîëîãè÷åñêèé èí-
ñòèòóò øòàòà Äæîðäæèÿ, Àòëàíòà,
ÑØÀ

GT27 MATa aro7-1 cys1-72 his4-166 leu2-1 lys2-187 met8-1
trp5-48 ura3-1 [psi– pin–]

Òî æå

168tester MATa his5 [PSI+] Ò. Ñ. Êàðïîâà, Íàöèîíàëüíûé èíñòè-
òóò ðàêà, Áåòåñäà, ÑØÀ

YTK79 MATa ura3 leu2 his3 trp1 lys2 Òî æå

K5-13 MATa his5 kar1-1[PSI+] Á. Ô. ßðîâîé, ÏÈßÔ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã

K5-5 MATa his4 ade2 kar1-1 [psi–] Òî æå

23B-P130 MATa ade1::kanMX4 leu2-D0 lys2-D0 À. Ì. Çåõíîâ, êàôåäðà ãåíåòèêè
ÑÏáÃÓ

29Ã-P130 MATa ade1::kanMX4 leu2-D0 lys2-D0 Òî æå

4À-Ð131 MATa ade2::kanMX4 ura3-D0 » »

49Â-Ð131 MATa ade2::kanMX4 ura3-D0 lys2-D0 » »

15B-P136 MATa ade4::kanMX4 leu2-D0 » »

33Ã-P136 MATa ade4::kanMX4 lys2-D0 » »

7À-Ð137 MATa ade5, 7::kanMX4 ura3-D0 » »

15Á-Ð137 MATa ade5, 7::kanMX4 ura3-D0 » »

5À-Ð138 MATa ade6::kanMX4 leu2-D0 » »

32Á-Ð138 MATa ade6::kanMX4 leu2-D0 » »

3À-Ð139 MATa ade8::kanMX4 leu2-D0 » »

13B-Ð139 MATa ade8::kanMX4 leu2-D0 » »



ãðóáûõ ëèçàòîâ (â äàëüíåéøåì èçëîæåíèè äëÿ êðàòêîñòè
íàçâàííûå îñàäî÷íûìè áåëêàìè), ðàçäåëÿëè â 1.8%-íîì
àãàðîçíîì ãåëå. Íà ðèñ. 1, á ìîæíî âèäåòü, ÷òî êðàñíûå
[psi–]-øòàììû ñèëüíî óñòóïàþò èçîãåííîìó áåëîìó
[PSI+]-øòàììó ïî êîëè÷åñòâó áåëêà â îáëàñòè ïîëèìåð-
íûõ ìîëåêóë ñ ìîë. ìàññîé âûøå 100 êÄà.

Îäíàêî â õîäå äàëüíåéøåé ðàáîòû (Íåâçãëÿäîâà è
äð., 2010; äàííûå íàñòîÿùåé ñòàòüè) ïîÿâèëèñü ñâèäå-
òåëüñòâà î âîçìîæíîé ðîëè íå òîëüêî ïðèîíîâîãî ñîñòàâà,
íî è êðàñíîãî ïèãìåíòà â àìèëîèäèçàöèè áåëêîâ. Ïîäî-
çðåíèÿ, ãîâîðÿùèå îá ýòîé âîçìîæíîñòè, âîçíèêëè ïðè
èçó÷åíèè ïàðû èçîãåííûõ êóëüòóð, ðàçëè÷àþùèõñÿ íàëè-
÷èåì äâóõ ïðèîíîâ, [PSI+] è [P1N+], ïðîòîòðîôíûõ ïî
àäåíèíó. Ïðè ïðîâåðêå èõ â àãàðîçíîì ãåëå îêàçàëîñü, ÷òî
ìåæäó ýòèìè øòàììàìè íåò òàêèõ áîëüøèõ ðàçëè÷èé è
÷òî ó îáîèõ çîíà, ñîîòâåòñòâóþùàÿ ïîëèìåðíûì áåëêàì
îñàäî÷íîé ôðàêöèè, äîñòàòî÷íî âûðàæåíà (ðèñ. 1, â). ×òî-
áû âûÿñíèòü, ñâÿçàíî ëè ýòî ñ áåëûì öâåòîì îáåèõ êóëü-
òóð, ìû ðåøèëè ïðîâåðèòü, êàê èçìåíÿòñÿ ïîêàçàòåëü IF è
ïîäâèæíîñòü îñàäî÷íûõ áåëêîâ â àãàðîçíîì ãåëå ó êðàñ-
íûõ [psi–]-êóëüòóð, åñëè èõ âûðàñòèòü íà ñðåäå ñ 10-êðàò-
íûì èçáûòêîì àäåíèíà (YEPD-ADE), ïðåïÿòñòâóþùåé
íàêîïëåíèþ êðàñíîãî ïèãìåíòà.

Â òàáë. 2 ñðàâíèâàþòñÿ 7 ïàð èçîãåííûõ øòàììîâ ñ
ðàçíûì ïðèîíîâûì ñòàòóñîì. Ïðè ýòîì ìû èñõîäèëè èç
òîãî, ÷òî âåëè÷èíà IF îñàäî÷íûõ áåëêîâ, îêðàøåííûõ òè-
îôëàâèíîì Ò, õàðàêòåðèçóåò îáùåå êîëè÷åñòâî àìèëîèä-
íîãî áåëêà â äàííîì øòàììå, à ÷àñòíîå îò äåëåíèÿ âåëè-
÷èíû IF íà êîëè÷åñòâî áåëêà â îñàäêå (IF/prot) îòðàæàåò
åãî óäåëüíóþ àìèëîèäíîñòü. Äëÿ êàæäîé ñðàâíèâàåìîé
ïàðû ïðèâåäåí ïîêàçàòåëü (%), ïîëó÷åííûé äåëåíèåì âå-
ëè÷èíû IF øòàììà ñ á *îëüøèì ïðèîíîâûì ñòàòóñîì íà âå-
ëè÷èíó IF åãî ïàðòíåðà ñ ìåíüøèì ïðèîíîâûì ñòàòóñîì.
(Ýòîò ïîêàçàòåëü óäîáåí äëÿ îöåíêè ðàçëè÷èé âíóòðè

êàæäîé èçîãåííîé ïàðû øòàììîâ). Èçîãåííûìè äðóã äðó-
ãó ÿâëÿþòñÿ øòàììû 74-D è OT56, AH/B è cyt6, GT26 è
GT27 è èõ ïðîèçâîäíûå.

Ïðè ñðàâíåíèè äàííûõ ëåâîé ÷àñòè òàáë. 2 (ñðå-
äà YEPD) âèäíî, ÷òî äëÿ âñåõ ïàð áîëüøåìó ïðèîíîâîìó
ñîäåðæàíèþ ñîîòâåòñòâóþò á *îëüøèå ïîêàçàòåëè IF è
IF/prot. Äëÿ èçîãåííûõ ïàð, îòíîñÿùèõñÿ ê ñåðèÿì
74-ÎÒ56 è GT26—GT27 (ïàðû 1—4 è 7), îòíîøåíèå IF
ïðèîí-áîãàòûõ øòàììîâ ê øòàììàì ñî ñíèæåííûì ïðèî-
íîâûì ñîäåðæàíèåì êîëåáëåòñÿ îêîëî îöåíêè 200 %, à
ñîîòíîøåíèå ñîîòâåòñòâóþùèõ IF/prot íåíàìíîãî áîëü-
øå. Äëÿ èçîãåííûõ ïàð ñ äðóãèì ãåíåòè÷åñêèì ôîíîì
(ïàðû 5 è 6) ðàçëè÷èÿ âûðàæåíû íàìíîãî áîëüøå, îñîáåí-
íî ýòî îòíîñèòñÿ ê óäåëüíîé àìèëîèäíîñòè, îöåíåííîé ïî
IF/prot.

Åñëè ñðàâíèâàòü äàííûå, ïðèâåäåííûå â ïðàâîé ÷àñòè
òàáë. 2 (ñðåäà YEPD-ADE), òî â 5 èç 7 ñëó÷àåâ áîëüøåìó
ïðèîíîâîìó ñòàòóñó òàêæå ñîîòâåòñòâóþò áîëüøèå çíà÷å-
íèÿ IF è IF/prot. Îäíàêî ïðè ðîñòå íà ñðåäå ñ âûñîêèì ñî-
äåðæàíèåì àäåíèíà ðàçëè÷èÿ âíóòðè êàæäîé èçîãåííîé
ïàðû óìåíüøàþòñÿ ïî÷òè âäâîå. Â 2 èç 7 ñðàâíèâàåìûõ
ïàð (1 è 4) âûðàùèâàíèå íà àäåíèíå âîîáùå ñäâèãàåò ñî-
îòíîøåíèÿ IF è IF/prot â ïðîòèâîïîëîæíóþ ñòîðîíó. Èñê-
ëþ÷åíèå èç ïðàâèëà ñòèðàíèÿ ðàçëè÷èé íà ñðåäå
YEPD-ADE ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé èçîãåííàÿ ïàðà 7, êîòîðàÿ
ïðîòîòðîôíà ïî àäåíèíó.

Òàêèì îáðàçîì, ïðèâåäåííûå â òàáë. 2 äàííûå ãîâî-
ðÿò î òîì, ÷òî åñëè [psi–]- è [PSI weak

+ ]-øòàììû îòëè÷àþòñÿ
äðóã îò äðóãà è îò [PSI strong

+ ] öâåòîì êîëîíèé, òî ðàçëè÷èÿ
ìåæäó íèìè ïî IF è IF/prot ÿâëÿþòñÿ î÷åíü ÷åòêèìè, åñëè
æå ðàçíèöû â öâåòå (íàêîïëåíèè ïèãìåíòà) íåò, òî ðàçíûé
ïðèîíîâûé ñîñòàâ íå ñòîëü ñèëüíî âëèÿåò íà ñîäåðæàíèå
àìèëîèäà. Ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êîãäà [psi–]-
èëè [PSI weak

+ ]-êëåòêè íà ñðåäå, áîãàòîé àäåíèíîì, ïåðåñòà-
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Ðèñ. 1. Ýëåêòðîôîðåãðàììû îñàäî÷íûõ áåëêîâ, âûäåëåííûõ èç ãðóáûõ ëèçàòîâ [PSI+]-èçîãåííûõ øòàììîâ â 1.8%-íîì àãàðîçíîì
ãåëå.

Çäåñü è â ïîñëåäóþùèõ òàáëèöàõ è ðèñóíêàõ (+) è (–) îçíà÷àþò íàëè÷èå è îòñóòñòâèå SI ôàêòîðà.
à: ýêñòðàêòû, ïîëó÷åííûå èç îñàäêîâ, äåëèëè íà àëèêâîòû, îäíó èç êîòîðûõ ïåðåä íàíåñåíèåì â ãåëü íå ïîäâåðãàëè (ÍÊ), à äðóãóþ ïîäâåðãàëè (Ê) êè-
ïÿ÷åíèþ. á, â: âñå ïðîáû ïåðåä íàíåñåíèåì â ãåëü êèïÿòèëè. Ïîëíûå íàçâàíèÿ øòàììîâ ïðèâåäåíû â òàáë. 1. Ïðîöåäóðà ïîëó÷åíèÿ ïðåïàðàòîâ è óñëî-

âèÿ ýëåêòðîôîðåçà óêàçàíû â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà».



þò íàêàïëèâàòü êðàñíûé ïèãìåíò, îíè «ïðîèçâîäÿò» ãî-
ðàçäî áîëüøå àìèëîèäîâ. Â ðåçóëüòàòå IF îñàäî÷íûõ áåë-
êîâ ó íèõ âîçðàñòàåò è óæå ìàëî îòëè÷àåòñÿ îò ôëóî-
ðåñöåíöèè îñàäî÷íûõ áåëêîâ [PSI strong

+ ]-êëåòîê. Ýòî
ïîäòâåðæäàåòñÿ äàííûìè ïî ýëåêòðîôîðåçó â àãàðîçíîì
ãåëå. Îêàçàëîñü, ÷òî ïîñëå òîãî êàê [psi–]-êðàñíûå øòàì-
ìû ïðèîáðåëè áåëûé öâåò, íåñìîòðÿ íà îòñóòñòâèå â íèõ
[PSI+]-ôàêòîðà, îíè îáíàðóæèâàþò çíà÷èòåëüíîå êîëè÷å-
ñòâî áåëêîâ ñ âåñüìà âûñîêîé ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé (ìèã-

ðèðóþùèõ â àãàðîçíîì ãåëå âûøå ìàðêåðà 450 êÄà —
àïîôåððèòèíà) (ðèñ. 2).

Íà ðèñ. 2 ìîæíî âèäåòü, ÷òî íà øòàììàõ, ïî÷òè íå íà-
êàïëèâàþùèõ êðàñíîãî ïèãìåíòà èç-çà ñèëüíîé íîí-
ñåíñ-ñóïðåññèè [PSI strong

+ ], âûðàùèâàíèå íà ñðåäå, îáîãà-
ùåííîé àäåíèíîì, ñêàçûâàåòñÿ ìàëî (ðèñ. 2, à, â, äî-
ðîæêè 1, 2). Â òî æå âðåìÿ ó ðîçîâîãî øòàììà [PSI weak

+ ]
ñî ñëàáîé ñóïðåññèåé ïîñëå âûðàùèâàíèÿ íà ñðåäå
YEPD-ADE ïðè ðàçãîíêå îñàäî÷íûõ áåëêîâ â àãàðîçíîì

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

Ò à á ë è ö à 2

Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (IF) îñàäî÷íûõ áåëêîâ èçîãåííûõ øòàììîâ,
ðàçëè÷àþùèõñÿ ñîäåðæàíèåì ïðèîíîâ, ïðè âûðàùèâàíèè íà ñðåäå YEPD èëè YEPD-ADE

Ñðåäà YEPD Ñðåäà YEPD-ADE

Íîìåð
ïàðû

Ïàðû
øòàììîâ

IF

Îòíîøåíèå
ïðèîíîâ ê
íåïðèîíàì
èëè ñëàáûì
ïðèîíàì, %

IF/prot

Îòíîøåíèå
ïðèîíîâ ê
íåïðèîíàì
èëè ñëàáûì
ïðèîíàì, %

IF

Îòíîøåíèå
ïðèîíîâ ê
íåïðèîíàì
èëè ñëàáûì
ïðèîíàì, %

IF/prot

Îòíîøåíèå
ïðèîíîâ ê
íåïðèîíàì
èëè ñëàáûì
ïðèîíàì, %

1 74-D (+Weak)
OT56 (+Strong)

347.8
621.5

179 1992
5919

297 3058.0
2310.0

75.5 37 300
21 790

58.4

2 74-D (+Weak)
74-D/3C(+)

347.8
711.4

205 1992
7904

397 3058.0
4769.0

156.0 37 300
42 970

115.0

3 74-D/3C/Gu(–)
74-D/3C(+)

353.4
711.4

201 3499
7904

226 4599.0
4769.0

103.0 30 260
42 970

142.0

4 74-D/Gu(–)
OT56 (+Strong)

227.6
621.5

273 1897
5919

312 1586.0
484.8

30.5 52 860
19 390

36.7

5 AH/B(–)
Cyt6(+)

246.2
1260.0

511 3075
83 960

2730 2368.0
4244.0

179.0 23 680
44 670

189.0

6 Cyt6/Cu(–)
Cyt6(+)

308.4
1260.0

408 5411
83 960

1550 2492.0
4244.0

170.0 18 600
44 670

240.0

7 GT27(–)
GT26(+)

927.9
1517.0

163 22 090
58 350

264 1189.0
3146.0

264.0 1432
41 390

2890.0

Ï ð è ì å ÷ à í èå. Çäåñü è â òàáë. 3—5: prot — êîëè÷åñòâî áåëêà â îñàäêå. Çäåñü è â òàáë. 3—6 è 9: îòíîøåíèÿ âûøå 100 % âûäåëåíû æèðíûì
øðèôòîì. Äâóõñòîðîííèé êðèòåðèé çíàêîâ äëÿ 7 ïàð íà 1%-íîì óðîâíå: ãðàíèöû 0 è 7, íà 5%-íîì — 1 è 6. Äëÿ ñðåäû YEPD: ðàçëè÷èÿ ìåæäó
ñîäåðæàùèìè è íå ñîäåðæàùèìè âûñîêîå êîëè÷åñòâî ïðèîíîâ êëåòêàìè äîñòîâåðíû ïðè p < 0.01, äëÿ ñðåäû YEPD-ADE (ñîäåðæàùåé 10-êðàòíûé
èçáûòîê àäåíèíà) ðàçëè÷èÿ íåäîñòîâåðíû.

Ðèñ. 2. Ýëåêòðîôîðåãðàììû îñàäî÷íûõ áåëêîâ, âûäåëåííûõ èç ãðóáûõ ëèçàòîâ êëåòîê äðîææåé, âûðàùåííûõ íà ïîëíîé ñðåäå è
íà ñðåäå, îáîãàùåííîé àäåíèíîì (ADE) â 1.8%-íîì àãàðîçíîì ãåëå.

à—â — ðàçíûå øòàììû; â, äîðîæêà 3 — ìóòàíò áåëîãî öâåòà (òàáë. 3).



ãåëå îáíàðóæèâàþòñÿ áîëåå âûðàæåííûå ðàçëè÷èÿ â âû-
ñîêîìîëåêóëÿðíîé áåëêîâîé çîíå (ðèñ. 2, à, äîðîæêè 3,
4). Íàèáîëåå ÷åòêèå ðàçëè÷èÿ ïðè ðàçãîíêå îñàäî÷íûõ
áåëêîâ â àãàðîçíîì ãåëå õàðàêòåðíû äëÿ [psi–]-êðàñíûõ
øòàììîâ, êîòîðûå íà ñðåäå YEPD-ADE ñòàíîâÿòñÿ áåëû-
ìè (ðèñ. 2, á, äîðîæêè 1, 2, â, äîðîæêè 3, 4).

Íà îñíîâå ýòèõ äàííûõ ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
äàæå [psi– pin–]-øòàììû ñîäåðæàò èçðÿäíîå êîëè÷åñòâî
áåëêîâ, ñïîñîáíûõ ê àìèëîèäèçàöèè. Àìèëîèäèçàöèÿ ïî-
äàâëÿåòñÿ êðàñíûì ïèãìåíòîì, ïîýòîìó â êðàñíûõ äðîæ-
æàõ òàêèõ âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ áåëêîâ ìû â àãàðîçå íå
âèäèì. Îäíàêî äîñòàòî÷íî áëîêèðîâàòü íàêîïëåíèå êðàñ-
íîãî ïèãìåíòà, êàê îíè äåëàþòñÿ âèäèìûìè.

Äëÿ äàëüíåéøåé ðàáîòû ïî èçó÷åíèþ ðîëè êðàñíîãî
ïèãìåíòà â àìèëîèäèçàöèè áåëêîâ ìû ðåøèëè ðàñøèðèòü
âûáîðêó ñðàâíèâàåìûõ èçîãåííûõ ïàð. Ñ ýòîé öåëüþ,
ïîëüçóÿñü èíäóöèðîâàííûì ÓÔ-ìóòàãåíåçîì, ó êðàñíûõ
Ade–-øòàììîâ ñ ìóòàöèåé â ãåíå ADE1 èëè ADE2 ïîëó÷à-
ëè âòîðóþ ìóòàöèþ, êîòîðàÿ ïîäàâëÿëà íàêîïëåíèå êðàñ-
íîãî ïèãìåíòà, è íàîáîðîò, ó Ade+-øòàììîâ áåëîãî öâåòà,
íå íóæäàþùèõñÿ â àäåíèíå, ïîëó÷àëè ìóòàöèè â ãåíàõ
ADE1 èëè ADE2, êîòîðûå ïðèâîäÿò ê íàêîïëåíèþ êðàñíî-
ãî ïèãìåíòà.

Â òàáë. 3 ïðèâîäÿòñÿ äàííûå ïî âåëè÷èíàì IF, îïðå-
äåëÿåìûì â îñàäî÷íûõ áåëêàõ ïîëó÷åííûõ èçîãåííûõ
êðàñíî-áåëûõ ïàð. Â îòäåëüíîé ãðàôå ïðèâîäèòñÿ àäåíè-
íîâûé ãåíîòèï èñõîäíîé êóëüòóðû, à òàêæå óêàçàíà äî-
ïîëíèòåëüíàÿ ìóòàöèÿ, ïîëó÷åííàÿ íàìè ïîä äåéñòâèåì
ÓÔ-îáëó÷åíèÿ è èäåíòèôèöèðîâàííàÿ ñ ïîìîùüþ òåñ-
òåðíûõ êóëüòóð. Äàííûå òàáë. 3 ãîâîðÿò î òîì, ÷òî ïðè
ïîëó÷åíèè èç êðàñíîãî èëè ðîçîâîãî øòàììà áåëîãî ìó-
òàíòà, â êîòîðîì áëàãîäàðÿ äîïîëíèòåëüíîé ìóòàöèè
êðàñíûé ïèãìåíò íå íàêàïëèâàåòñÿ (ïàðû 1—4), ïîêàçàòå-
ëè IF è IF/prot çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàþòñÿ. È íàîáîðîò,
åñëè èç áåëîãî øòàììà ïîëó÷èòü ìóòàíò êðàñíîãî öâåòà çà

ñ÷åò ìóòàöèè â ãåíå ADE1 èëè ADE2 (ïàðû 5—9), ýòî ïðè-
âîäèò ê ïîíèæåíèþ âåëè÷èíû IF è IF/prot.

Âûðàùèâàÿ êðàñíûå øòàììû, íåñóùèå ìóòàöèè â ãå-
íàõ ADE1 è ADE2 íà ñðåäå, áîãàòîé àäåíèíîì, è òàêèì
îáðàçîì ïðåâðàùàÿ èõ â áåëûå, ìû ìîæåì ñíîâà ïîâûñèòü
ïîêàçàòåëè èõ ôëóîðåñöåíöèè. Îá ýòîì ñâèäåòåëüñòâóþò
äàííûå òàáë. 4, â êîòîðîé ïðèâîäÿòñÿ ðåçóëüòàòû ïîïàð-
íûõ ñðàâíåíèé êðàñíûõ è ñòàâøèõ áåëûìè êëåòîê äëÿ
9 íåçàâèñèìûõ ìóòàíòíûõ øòàììîâ.

Ñóùåñòâåííî, ÷òî âûñîêàÿ êîíöåíòðàöèÿ àäåíèíà â
ñðåäå ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó óâåëè÷åíèþ IF îñàäî÷-
íûõ áåëêîâ òîëüêî â øòàììàõ, â ãåíîòèïå êîòîðûõ åñòü
ìóòàöèè, áëîêèðóþùèå áèîñèíòåç àäåíèíà. Åñëè æå
øòàììû ïðîòîòðîôíû ïî àäåíèíó (ò. å. íå íåñóò ìóòàöèè
â ãåíàõ, êîíòðîëèðóþùèõ ïóòü áèîñèíòåçà àäåíèíà), òî
ïîêàçàòåëè ôëóîðåñöåíöèè ìàëî çàâèñÿò îò êîëè÷åñòâà
àäåíèíà â ñðåäå (òàáë. 5). Êàê âèäíî èç ïîïàðíîãî ñðàâíå-
íèÿ êëåòîê, âûðîñøèõ íà ñðåäàõ YEPD è YEPD-ADE,
ïðîâåäåííîãî äëÿ 6 ïðîòîòðîôíûõ øòàììîâ, â 4 ñëó÷àÿõ
(ïàðû 1—4) ðàçëè÷èÿ ïî ôëóîðåñöåíöèè íåâåëèêè, à â ïî-
ñëåäíèõ 2 ñëó÷àÿõ (ïàðû 5 è 6) âûñîêàÿ êîíöåíòðàöèÿ
àäåíèíà äàæå ïîäàâëÿåò IF.

Àíàëèçèðóÿ â àãàðîçíîì ãåëå îñàäî÷íûå áåëêè èç
êðàñíûõ øòàììîâ è èõ áåëûõ ïðîèçâîäíûõ, è íàîáîðîò,
èç áåëûõ øòàììîâ è êðàñíûõ ìóòàíòîâ, ïîëó÷åííûõ èç
íèõ, ìû îáíàðóæèëè çàêîíîìåðíîñòü, óæå âûÿâëåííóþ
ðàíåå. Âî âñåõ ñëó÷àÿõ â êàæäîé èçîãåííîé ïàðå áåëûé
øòàìì ñîäåðæèò âûñîêîïîëèìåðíóþ ôðàêöèþ áåëêîâ,
êîòîðàÿ ó êðàñíîãî øòàììà çíà÷èòåëüíî ðåäóöèðîâàíà
(ðèñ. 3, à—â, äîðîæêè 1—5). Òàêèì îáðàçîì, äàííûå ïî
èçó÷åíèþ IF îêðàøåííûõ òèîôëàâèíîì Ò îñàäî÷íûõ áåë-
êîâ èç êðàñíûõ è áåëûõ èçîãåííûõ øòàììîâ õîðîøî ñî-
îòâåòñòâóþò äàííûì ýëåêòðîôîðåçà. Óâåëè÷åíèå IF êîð-
ðåëèðóåò ñ óâåëè÷åíèåì ôðàêöèè âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ
áåëêîâ. Âìåñòå ýòè äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü,

Âëèÿíèå êðàñíîãî ïèãìåíòà íà àìèëîèäèçàöèþ áåëêîâ ó äðîææåé 85

Ò à á ë è ö à 3

IF îñàäî÷íûõ áåëêîâ èçîãåííûõ ïàð øòàììîâ, ðàçëè÷àþùèõñÿ íàêîïëåíèåì êðàñíîãî ïèãìåíòà

Íîìåð
ïàðû

Öâåò
êóëüòóðû

Øòàìì
Ãåíîòèï ïî

àäåíèíó
Ôàêòîð [PSI] IF

Îòíîøåíèå
Áåë/Êð, %

IF/prot
Îòíîøåíèå
Áåë/Êð, %

1 Êð
Áåë

K5-5
K5-5/w1

ade2
ade2ade5, 7

(–)
(–)

284.6
495.9

174 3558
5700

160

2 Êð
Áåë

AH/B

AH/B/w1

ade1
ade1 ade6

(–)
(–)

246.2
446.0

181 3075
6282

204

3 Êð
Áåë

74-D/Gu
74-D/Gu/w1

ade1
ade1 ade6

(–)
(–)

227.6
321.3

141 1897
2677

141

4 Ðîçîâ
Áåë

74-Dw
74-Dw/w1

ade1
ade1 ade6

(+weak)
(+weak)

347.8
787.9

226 524.5
1762

336

5 Êð
Áåë

K-13/r1
K-13

ade2 (+)
(+)

322.2
2265.0

703 4079
39 070

958

6 Êð
Áåë

K-13/r3
K-13

» (+)
(+)

212.4
2266.0

1067 2590
39 070

1508

7 Êð
Áåë

GT26/r1
GT26

ade1 (+)
(+)

419.7
1517.0

361 8931
58 350

653

8 Êð
Áåë

168t/r1
168t

» (–)

(–)

364.0
1617.0

444 3370
15 400

457

9 Êð
Áåë

YTK/r1
YTK

» (?)

(?)

181.7
1996.0

1098 3187
22 170

696

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïîä÷åðêíóò öâåò ïîëó÷åííîãî ìóòàíòíîãî øòàììà. Â íàçâàíèè øòàììà: r — ìóòàíò êðàñíîãî öâåòà (Êð), w — ìóòàíò áåëîãî öâå-
òà (Áåë). Äâóõñòîðîííèé êðèòåðèé çíàêîâ äëÿ 9 ïàð íà 1%-íîì óðîâíå: ãðàíèöû 1 è 8. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó êðàñíûìè è áåëûìè êëåòêàìè äîñòîâåðíû ïðè
P < 0.01.



÷òî àìèëîèäíûé ñîñòàâ îñàäêîâ, ïîëó÷åííûõ èç ãðóáûõ
ëèçàòîâ äðîææåé, çàâèñèò íå òîëüêî îò ïðèîíîâîãî ñòà-
òóñà, êîòîðûé ìîæíî èçìåíÿòü, ëèáî ýëèìèíèðóÿ ïðèî-
íû èçâåñòíûìè ñïîñîáàìè, ëèáî ñòèìóëèðóÿ èõ îáðà-
çîâàíèå ñâåðõïðîäóêöèåé ñîîòâåòñòâóþùåãî ãåíà. Àìè-
ëîèäíûé ñîñòàâ áåëêîâîé ôðàêöèè îñàäêîâ çàâèñèò
òàêæå îò ïðèñóòñòâèÿ êðàñíîãî ïèãìåíòà â øòàììàõ, íå-
ñóùèõ ìóòàöèþ â ãåíå ADE1 èëè ADE2. Ïîýòîìó, âëèÿÿ
ðàçíûìè ñïîñîáàìè íà íàêîïëåíèå êðàñíîãî ïèãìåíòà
â äðîææåâûõ êëåòêàõ, ìîæíî ðåãóëèðîâàòü êîëè÷åñò-
âî àìèëîèäîâ â íèõ. Ïîëó÷àÿ êðàñíûå ìóòàíòû èç áå-

ëûõ øòàììîâ è áåëûå ìóòàíòû èç êðàñíûõ, ìû íàá-
ëþäàëè êîëè÷åñòâåííûå ðàçëè÷èÿ àìèëîèäíîé ôðàêöèè
â èõ îñàäî÷íûõ áåëêàõ, î êîòîðûõ ñóäèëè ïî IF è ìèã-
ðàöèè áåëêîâ â àãàðîçå. Â êðàñíûõ ïðîèçâîäíûõ íåèç-
ìåííî íàáëþäàëè ïîäàâëåíèå àìèëîèäíîñòè îñàäî÷íûõ
áåëêîâ.

Ìû ïîëàãàåì, ÷òî äàííûå, ïîëó÷åííûå â îïèñàííûõ
îïûòàõ, õàðàêòåðèçóþò ðîëü êðàñíîãî ïèãìåíòà â æèâûõ
êëåòêàõ. Ìåæäó òåì ïðåäñòàâëÿëîñü èíòåðåñíûì ïðîâå-
ðèòü, êàê äåéñòâóåò êðàñíûé ïèãìåíò, äîáàâëåííûé ê áå-
ëûì êëåòêàì ïðè èõ ðàçðóøåíèè, ò. å. ìîæåò ëè îí ðàáî-
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Ò à á ë è ö à 4

Âëèÿíèå 10-êðàòíîãî óâåëè÷åíèÿ êîëè÷åñòâà àäåíèíà (ADE) â ñðåäå íà IF îñàäî÷íûõ áåëêîâ
ó øòàììîâ êðàñíîãî öâåòà

Íîìåð
ïàðû

Øòàììû
è èõ ãåíîòèï
ïî àäåíèíó

Äîáàâêà 10�
àäåíèíà

Öâåò
êóëüòóðû

IF
Îòíîøåíèå
Áåë/Êð, %

IF/prot
Îòíîøåíèå
Áåë/Êð, %

1 K5-5
ade-2

—
ADE

Êð
Áåë

284.6
2663.0

935 3558
39 740

1120

2 AH/B
ade1

—
ADE

Êð
Áåë

246.2
8369.0

339 3075
11 160

363

3 74-D/Gu
ade1

—
ADE

Êð
Áåë

227.6
1740.0

765 1897
17 400

918

4 74-Dw
ade1

—
ADE

Êð
Áåë

347.8
1206.0

347 524.5
9512

1810

5 K-13/r1
ade2

—
ADE

Êð
Áåë

322.2
2460.0

764 4079
37 850

928

6 K-13/r3
ade2

—
ADE

Êð
Áåë

212.4
2468.0

1160 2590
54 840

2120

7 GT26/r1
ade1

—
ADE

Êð
Áåë

419.7
1668.0

397 8931
21 110

236

8 168t/r1
ade1

—
ADE

Êð
Áåë

364.0
1804.0

496 3370
22 550

669

9 YTK/r1
ade1

—
ADE

Êð
Áåë

181.7
435.4

240 3187
5440

171

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äâóõñòîðîííèé êðèòåðèé çíàêîâ äëÿ 9 ïàð íà 1%-íîì óðîâíå: ãðàíèöû 1 è 8. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó
êðàñíûìè (Êð) è áåëûìè (Áåë) êëåòêàìè äîñòîâåðíû ïðè P < 0.01.

Ò à á ë è ö à 5

Âëèÿíèå 10-êðàòíîãî óâåëè÷åíèÿ êîëè÷åñòâà àäåíèíà (ADE) â ñðåäå íà IF îñàäî÷íûõ áåëêîâ
ó øòàììîâ áåëîãî öâåòà, ïðîòîòðîôíûõ ïî àäåíèíó

Íîìåð
ïàðû

Øòàììû
Äîáàâêà èçáûòêà

àäåíèíà
IF

Îòíîøåíèå
Ade/áåç Ade, %

IF/Prot
Îòíîøåíèå

Ade/áåç Ade, %

1 K-13
»

—
ADE

2266.0
2305.0

102.0 39 070
28 450

73.0

2 168t
»

—
ADE

1617.0
1800.0

111.0 15 400
20 000

129.0

3 LL20
»

—
ADE

3084.0
3705.0

120.0 31 150
32 220

103.0

4 GT26
»

—
ADE

1517.0
1520.0

100.0 58 350
58 480

100.0

5 GT27
»

—
ADE

927.9
800.9

86.3 22 090
9422

42.6

6 YTK

»

—
ADE

1996.0
1488.0

74.0 22 170
15 830

71.0

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Öâåò êóëüòóðû âî âñåõ ñëó÷àÿõ — áåëûé. Äâóõñòîðîííèé êðèòåðèé çíàêîâ äëÿ 6 ïàð íà 1%-íîì
óðîâíå: ãðàíèöû 0 è 6, íà 5%-íîì óðîâíå — 1 è 5. Ðàçëè÷èÿ íåäîñòîâåðíû.



òàòü in vitro. ×òîáû îòâåòèòü íà ýòîò âîïðîñ, èñïîëüçîâàëè
ñëåäóþùóþ ñõåìó îïûòà. Êëåòêè èçîãåííîé ïàðû øòàì-
ìîâ, ðàçëè÷àþùåéñÿ ïî öâåòó (íàïðèìåð, K5-5 èñõîäíî
êðàñíîãî è K5-5/w1 — ìóòàíòíîãî áåëîãî øòàììà), ðàç-
ðóøàëè îáû÷íûì îáðàçîì â áóôåðå À ñ áóñàìè. Çàòåì â
òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ñåêóíä ïðè 100 g áóñû è îñòàòêè êëå-
òîê îñàæäàëè, à ñóïåðíàòàíò îòáèðàëè è ïîäâåðãàëè öåíò-
ðèôóãèðîâàíèþ â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 1000 g ïðè 4 °Ñ.
Îñàäêè îòáðàñûâàëè, à îñâåòëåííûé òàêèì îáðàçîì êëå-
òî÷íûé ëèçàò èç êëåòîê êðàñíûõ (CLRed) è áåëûõ
(CLWhite) øòàììîâ âûðàâíèâàëè ïî áåëêó è ðàçâîäèëè â
1.5 ðàçà áóôåðîì À. Çàòåì ëèçàòû êðàñíîãî è áåëîãî öâåòà
ñîîòâåòñòâåííî èñïîëüçîâàëè äëÿ ëèçèñà ïðè ñëåäóþùåì
öèêëå ðàçðóøåíèÿ êëåòîê. Òåïåðü áðàëè òîëüêî áåëûå
êëåòêè è ê íèì â îäíó, îïûòíóþ, ïðîáó äîáàâëÿëè îñâåò-

ëåííûé êðàñíûé êëåòî÷íûé ëèçàò (CLRed), à â äðóãóþ,
êîíòðîëüíóþ, — îñâåòëåííûé áåëûé êëåòî÷íûé ëèçàò
(CLWhite); îïûòíóþ è êîíòðîëüíóþ ïðîáû ïðåäâàðèòåëü-
íî âûðàâíèâàëè ïî êîëè÷åñòâó áåëêà.

Ñðàâíåíèå ýòèõ äâóõ ïðîá äàåò âîçìîæíîñòü âûÿâèòü
âëèÿíèå êðàñíîãî ïèãìåíòà íà àìèëîèäèçàöèþ. ×òîáû
äàòü âðåìÿ êðàñíîìó ïèãìåíòó ïîâëèÿòü íà ïðîöåññ àìè-
ëîèäèçàöèè in vitro, ëèçàòû èç îáåèõ ïðîá äî ïîëó÷åíèÿ
îñàäêîâ âûäåðæèâàëè 2 ÷ íà õîëîäå. Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åí-
íûå íà ðàçíûõ ïàðàõ êðàñíî-áåëûõ èçîãåííûõ øòàììîâ
ñóììèðîâàíû â òàáë. 6. Èç ïðèâåäåííûõ äàííûõ âèäíî,
÷òî, íåñìîòðÿ íà âàðèàáåëüíîñòü çíà÷åíèé IF âíóòðè ðàç-
íûõ ïîâòîðíîñòåé, âî âñåõ ñëó÷àÿõ ïðèñóòñòâèå êðàñíîãî
ïèãìåíòà ïîíèæàåò IF îñàäî÷íûõ áåëêîâ, îêðàøåííûõ òè-
îôëàâèíîì Ò.
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Ðèñ. 3. Ýëåêòðîôîðåãðàììû îñàäî÷íûõ áåëêîâ, âûäåëåííûõ èç ãðóáûõ ëèçàòîâ êðàñíûõ è áåëûõ èçîãåííûõ øòàììîâ â 1.8%-íîì
àãàðîçíîì ãåëå.

à—â: ñîñåäíèå äîðîæêè ïðåäñòàâëÿþò áåëûå è êðàñíûå äåðèâàòû øòàììîâ (òàáë. 3); äîðîæêè 5 (à) è 3 (á, â) — øòàììû, âûðàùåííûå íà ñðåäå, áîãàòîé
àäåíèíîì.

Ò à á ë è ö à 6

Âëèÿíèå êðàñíîãî ïèãìåíòà íà IF îñàäî÷íûõ áåëêîâ ó áåëûõ êëåòîê
â îïûòàõ in vitro

Íîìåð
ïàðû

Øòàììû
Íîìåð
ïîâòîð-
íîñòè

IF CLRed IF CLWhite
Îòíîøåíèå

CLWhite/CLRed, %

1 K-13 (+) 1
2
3
4

1606
1633
1948
1461

1908
2435
2967
2226

119
149
152
152

2 GT26 (+) 1
2
3

1457
1132
1128

1952
1548
1624

134
137
143

3 AH/B/w1(–) 1
2
3

858
530
702

1120
1528
1046

130
288
149

4 K5-5/w1(–) 1
2
3

791
592
600

1256
812
736

159
137
123

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äâóñòîðîííèé êðèòåðèé çíàêîâ äëÿ 13 ïàð íà 1%-íîì óðîâíå: ãðàíèöû 2 è 11,
íà 5%-íîì óðîâíå — 3 è 10. Ðàçëè÷èå äîñòîâåðíî ïðè P < 0.01.



Î ï û ò û, ï ð î ÿ ñ í ÿ þ ù è å â î ç ì î æ í û é ì å õ à -
í è ç ì ä å é ñ ò â è ÿ ê ð à ñ í î ã î ï è ã ì å í ò à. Ñóùåñòâåí-
íûì äëÿ ïðîÿñíåíèÿ òîãî, êàê êðàñíûé ïèãìåíò ìîæåò
âëèÿòü íà àìèëîèäèçàöèþ, ÿâëÿåòñÿ îòâåò íà âîïðîñ î
òîì, ìîæíî ëè âûÿâèòü â îñàäî÷íîé ôðàêöèè áåëûõ êëå-
òîê áåëêè, îòñóòñòâóþùèå â èçîãåííûõ êðàñíûõ êëåòêàõ.

Ðàíåå ïðè ñðàâíåíèè äàííûõ 2D-ýëåêòîôîðåçà ó îñà-
äî÷íûõ áåëêîâ [PSI+]- è [psi–]-øòàììîâ — öèòîäóêòàíòà
è ðåöèïèåíòà — ìû ïîëó÷èëè è èäåíòèôèöèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ MALDI-àíàëèçà áîëüøîå êîëè÷åñòâî áåëêîâ, ìî-
áèëèçîâàííûõ â îñàäîê ïðèîíàìè, ñ êîòîðûìè îíè, ïî ëè-
òåðàòóðíûì äàííûì, ôèçè÷åñêè ñâÿçàíû. Ñðàâíåíèå
øòàììîâ [PSI+] è [psi–], âûðàùåííûõ â óñëîâèÿõ ïîâû-
øåííîãî ñîäåðæàíèÿ àäåíèíà â ñðåäå è èìåþùèõ îäèíà-
êîâûé áåëûé öâåò, ïîêàçàëî ïðèîíçàâèñèìîå íàñëåäîâà-
íèå ïðèìåðíî 30 áåëêîâ. Îíè îòíîñÿòñÿ ê 4 îñíîâíûì
ãðóïïàì: øàïåðîíàì, áåëêàì ãëèêîëèçà, áåëêàì, ó÷àñòâó-
þùèì â êëåòî÷íîì îòâåòå íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, è

áåëêàì òðàíñëÿöèè (Nevzglyadova et al., 2009; Íåâçãëÿäî-
âà è äð., 2009).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ñðàâíèëè ñ ïîìîùüþ
2D-ýëåêòðîôîðåçà îñàäî÷íûå áåëêè, ïîëó÷åííûå èç
[psi–]-êëåòîê øòàììà ÀH/Â, âûðàùåííîãî íà îáû÷íîé
ñðåäå YEPD è ñðåäå YEPD-ADE (ðèñ. 4, à, á). Â îäíîì
ñëó÷àå êëåòêè âûðàáàòûâàëè êðàñíûé ïèãìåíò, â äðóãîì
åãî íàêîïëåíèå áëîêèðîâàëîñü. Äàííûå, ïðèâåäåííûå íà
ðèñ. 4, ãîâîðÿò î òîì, ÷òî â áåëîì øòàììå ìîæíî íàáëþ-
äàòü ðÿä áåëêîâ, êîòîðûå íå àãðåãèðîâàëè è ïîýòîìó îò-
ñóòñòâîâàëè ñðåäè îñàäî÷íûõ áåëêîâ êðàñíîãî øòàììà.
Íà ðèñ. 5, 6 ñðàâèâàþòñÿ 2D-ýëåêòðîôîðåãðàììû îñàäî÷-
íûõ áåëêîâ èç êðàñíîãî øòàììà ÀÍ/B (–) è âûäåëåííîãî
èç íåãî áåëîãî ìóòàíòà AH/B/w, à òàêæå áåëîãî øòàììà
K5-13 (+) è âûäåëåííîãî èç íåãî êðàñíîãî ìóòàíòà
K5-13/r, à íà ðèñ. 7 — äàííûå äëÿ îñàäî÷íûõ áåëêîâ, âû-
äåëåííûõ èç ìóòàíòíûõ êëåòîê øòàììà GT26 áåëîãî öâå-
òà (à) è ïîëó÷åííîãî îò íåãî ìóòàíòà GT26/r1 (á) êðàñíîãî
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Ðèñ. 4. Äàííûå 2D-ýëåêòðîôîðåçà äëÿ îñàäî÷íûõ áåëêîâ, âûäåëåííûõ èç ãðóáûõ ëèçàòîâ êëåòîê [psi–]-øòàììà AH/B êðàñíîãî (à) è
áåëîãî (á) öâåòà, áëàãîäàðÿ ðîñòó íà ñðåäå YEPD-ADE.

Ñòðåëêàìè (á) ïîêàçàíû òî÷êè, ñîîòâåòñòâóþùèå òåì áåëêàì, êîòîðûå îòñóòñòâóþò â îñàäêàõ ãðóáûõ ëèçàòîâ êðàñíîãî øòàììà.

Ðèñ. 5. Äàííûå 2D-ýëåêòðîôîðåçà äëÿ îñàäî÷íûõ áåëêîâ, âûäåëåííûõ èç êëåòîê [psi–] øòàììà AH/B êðàñíîãî öâåòà (à) è ïîëó÷åí-
íîãî èç íåãî øòàììà AH/B/W1 áåëîãî öâåòà (á) ñ äîïîëíèòåëüíîé ìóòàöèåé â ãåíå ade6.

Ñòðåëêàìè (á) ïîêàçàíû òî÷êè, ñîîòâåòñòâóþùèå áåëêàì, êîòîðûå îòñóòñòâóþò â îñàäêàõ ãðóáûõ ëèçàòîâ êðàñíûõ êëåòîê. Óêàçàíû íîìåðà ïðîá, âû-
áðàííûõ äëÿ èäåíòèôèêàöèè ñ ïîìîùüþ MALDI-àíàëèçà (òàáë. 7).



öâåòà. Íà ðèñ. 5—7 òàêæå ìîæíî âèäåòü íåêîòîðûå òî÷êè,
îòíîñÿùèåñÿ ê îñàäî÷íûì áåëêàì áåëûõ êóëüòóð, êîòî-
ðûå îòñóòñòâóþò ó êðàñíûõ.

Î÷åâèäíî, ïèãìåíòçàâèñèìûå áåëêè ìîãóò îêàçû-
âàòüñÿ â àãðåãèðîâàííîì ñîñòîÿíèè è ìèãðèðîâàòü â îñà-
äî÷íóþ ôðàêöèþ ïðè öåíòðèôóãèðîâàíèè ãðóáûõ ëèçà-
òîâ òîëüêî åñëè â øòàììå íåò ìóòàöèé â ãåíàõ ADE1 è
ÀDE2, ïðèâîäÿùèõ ê íàêîïëåíèþ êðàñíîãî ïèãìåíòà. Ñ
ïîìîùüþ MALDI-àíàëèçà áûëî èäåíòèôèöèðîâàíî 23
áåëêà (ïðîíóìåðîâàííûõ íà ðèñ. 5—7), ñîäåðæàùèõñÿ â
áåëûõ øòàììàõ AH/B/w, K5-13 è GT26. Òàê êàê îíè îò-
ñóòñòâîâàëè â èçîãåííûõ êðàñíûõ øòàììàõ, ìû îòíîñèì
èõ ê êàòåãîðèè ïèãìåíòçàâèñèìûõ îñàäî÷íûõ áåëêîâ.
Òàáë. 7 è 8 ïîçâîëÿþò âèäåòü, ê êàêèì ãðóïïàì îíè ïðè-
íàäëåæàò. Îäèí èç èäåíòèôèöèðîâàííûõ íàìè áåëêîâ —

Sod1p — ñïîñîáåí àìèëîèäèçèðîâàòüñÿ â êëåòêàõ ìëå-
êîïèòàþùèõ (Elam et al., 2003; Banci et al., 2008). Âîçìîæ-
íî, ÷òî è â äðîææàõ ýòîò áåëîê ìîæåò âåñòè ñåáÿ
àíàëîãè÷íûì îáðàçîì. Îñòàëüíûå ïèãìåíòçàâèñèìûå
áåëêè îòíîñÿòñÿ ê òåì æå ôóíêöèîíàëüíûì ãðóïïàì, ÷òî
è îïðåäåëåííûå íàìè ðàíåå ïðèîíçàâèñèìûå áåëêè.

Â òàáë. 7 ïðèâåäåíû áåëêè, ó÷àñòâóþùèå â êëåòî÷-
íîì îòâåòå íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, è áåëêè, ó÷àñòâóþ-
ùèå â ïðîöåññàõ òðàíñëÿöèè è ïðîòåîëèçà. Áîëåå ïîëîâè-
íû èäåíòèôèöèðîâàííûõ áåëêîâ — øàïåðîíû è ôåðìåí-
òû ìåòàáîëèçìà ãëþêîçû. Ýòî ñîâïàäàåò ñ íàøèìè
äàííûìè î ïðèîíçàâèñèìûõ áåëêàõ â îñàäêàõ, âûäåëåí-
íûõ èç ãðóáûõ ëèçàòîâ (Nevzglyadova et al., 2009; Íå-
âçãëÿäîâà è äð., 2010). Ñïèñîê íàéäåííûõ ïðèîíçàâè-
ñèìûõ áåëêîâ áëèçîê ê ñîñòàâó àãðåãàòîâ, ñîäåðæàùèõ
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Ðèñ. 6. Äàííûå 2D-ýëåêòðîôîðåçà äëÿ îñàäî÷íûõ áåëêîâ, âûäåëåííûõ èç ìóòàíòíûõ êëåòîê øòàììà K5-13/r1 êðàñíîãî öâåòà (à) è
èñõîäíîãî øòàììà K5-13 áåëîãî öâåòà (á).

Ñòðåëêàìè (á) ïîêàçàíû òî÷êè, ñîîòâåòñòâóþùèå òåì áåëêàì, êîòîðûå îòñóòñòâóþò â îñàäêàõ ãðóáûõ ëèçàòîâ êðàñíûõ êëåòîê. Óêàçàíû íîìåðà ïðîá,
âûáðàííûõ äëÿ èäåíòèôèêàöèè ñ ïîìîùüþ MALDI-àíàëèçà (òàáë. 7).

Ðèñ. 7. Äàííûå 2D-ýëåêòðîôîðåçà äëÿ îñàäî÷íûõ áåëêîâ, âûäåëåííûõ èç ìóòàíòíûõ êëåòîê øòàììà GT26 áåëîãî öâåòà (á) è ïîëó-
÷åííîãî èç íåãî ìóòàíòà GT26/r1 êðàñíîãî öâåòà (à).

Ñòðåëêàìè (á) ïîêàçàíû òî÷êè, ñîîòâåòñòâóþùèå òåì áåëêàì, êîòîðûå îòñóòñòâóþò â îñàäêàõ ãðóáûõ ëèçàòîâ êðàñíûõ êëåòîê. Óêàçàíû íîìåðà ïðîá,
âûáðàííûõ äëÿ èäåíòèôèêàöèè ñ ïîìîùüþ MALDI-àíàëèçà. Â òàáë. 7 áåëêè, èäåíòèôèöèðîâàííûå â äàííîì ñðàâíåíèè, îòìå÷åíû áóêâîé g.



ïðèîíîïîäîáíûé ïîëèãëóòàìèíîâûé äîìåí, êîäèðóå-
ìûé ïåðâûì ýêçîíîì ãåíà ãåíòèíãòèíà, êëîíèðîâàííîãî â
äðîææàõ (Wang et al., 2007), è ê ñïåêòðó áåëêîâ, âîâëåêàå-
ìûõ â àãðåñîìû äëÿ î÷èùåíèÿ ïîïóëÿöèè êëåòîê îò ïî-
âðåæäåííûõ áåëêîâ (Wang et al., 2008b). Ýòà áëèçîñòü
ÿâíî íå ñëó÷àéíà, òàê êàê â íàøåì ñïèñêå ïðèñóòñòâóåò
îäèí èç êëþ÷åâûõ áåëêîâ äðîææåâûõ àãðåñîì — Cdc48p.
(Îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ è ïðîòåîëèç òàêæå ñâÿçàíû ñ ôóí-
êöèåé àãðåñîì). Âíóøèòåëüíûé ñïèñîê øàïåðîíîâ íàé-
äåí â î÷èùåííûõ àãðåãàòàõ, ñîäåðæàùèõ [PSI+]-ïðèîí
(Bagriantsev et al., 2008). Òàêæå áîãàò øàïåðîíàìè è áåë-
êàìè ãëèêîëèçà ñïèñîê êàðáîíèëèðîâàííûõ è âîâëåêàå-

ìûõ â àãðåãàòû áåëêîâ, ïðåäñòàâëåííûé â äðóãîé ðàáîòå
(Erjavec et al., 2007). Áîëåå ïîäðîáíûé ñðàâíèòåëüíûé
àíàëèç àãðåãàòîâ ïðèâîäèòñÿ â íàøåé ðàáîòå (Nevzglyado-
va et al., 2010).

Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå ñíèæåíèå óðîâíÿ àìèëîèäíî-
ñòè ó êðàñíûõ øòàììîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ èõ áåëûìè èçî-
ãåííûìè ïàðàìè, ìû ïðåäëàãàåì ñëåäóþùóþ ãèïîòåçó
äëÿ îáúÿñíåíèÿ ïåðåêðûâàíèÿ ñïåêòðîâ ïðèîí- è ïèãìåí-
òçàâèñèìûõ áåëêîâ. Ïèãìåíòçàâèñèìûå áåëêè âõîäÿò â
÷èñëî àìèëîèäçàâèñèìûõ áåëêîâ. Ñâÿçü ñ àìèëîèäàìè çà-
ñòàâëÿåò èõ ïåðåõîäèòü â àãðåãèðîâàííîå ñîñòîÿíèå è ïî-
ïàäàòü â îñàäî÷íóþ ôðàêöèþ ãðóáûõ ëèçàòîâ. Íàêîïëåíèå

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

Ò à á ë è ö à 7

Ñïèñîê èäåíòèôèöèðîâàííûõ áåëêîâ, íàëè÷èå êîòîðûõ â îñàäî÷íîé ôðàêöèè
ïðåäïîëîæèòåëüíî ïîäàâëÿåòñÿ êðàñíûì ïèãìåíòîì

Áåëîê
Íîìåð ïî

êëàññèôèêàöèè
NCBI

Íîìåð òî÷êè
íà 2D-ýëåêòðî-

ôîðåãðàììå

Ìîë. ìàññà,
êÄà

OI
×èñëî

ñîâïàäàþùèõ
ïåïòèäîâ

Íàéäåííûå
ïîñëåäîâà-

òåëüíîñòè, %

Hsp26p NP_009628 13 (g) 23.865 5.31 9 49

Hsp78p NP_010544 08 (g) 91.280 8.17 29 37

Hsc82p (ñåìåéñòâî Hsp90p) NP_013911 14 80.850 4.78 12 14

Ssa1p (ñåìåéñòâî Hsp70p) NP_009396 17 69.615 5.00 9 15

Ssa2p (ñåìåéñòâî Hsp70p) EDV09289 22 69.490 4.98 10 16

Cdc48 NP_010157 01 (g) 91.939 4.82 48 58

Eno2p NP_012044 12
18
21
17 (g)

46.885 5.67 16
16
13
26

32
41
30
58

Eno1p NP_011770 18
20

46.601 6.04 8
15

31
34

Glk1p NP_009890 02 (g) 55.342 5.80 24 52

Hxk2p NP_011261 19 (g) 53.908 5.16 15 33

Pgk1p NP_009938 6
19
27
30
31
36
03 (g)

44.552 6.73 19
11
9

10
10
14
19

55
25
23
34
34
41
52

Tdh3p NP_011708 28
29
11 (g)
16 (g)

35.724 6.46 9
14
13
8

33
47
42
25

Tpi1p NP_010335 26
12 (g)

26.779 5.74 11
10

61
37

Aco1p NP_013407 34
09 (g)

85.315 8.17 20
46

27
51

Aco2p NP_012335 35 86.529 6.50 12 16

Sod1p NP_012638 23
24

15.845 5.62 6
6

48
48

Tma19p NP_012867 15 18.729 4.41 12 56

Gvp36p NP_012223 07 (g) 36.647 4.91 12 52

Efb1p NP_009398 16 22.613 4.30 9 47

Tef2p NP_009676 20 (g) 50.001 9.14 19 41

Por1p NP_014343 18 (g) 30.410 7.70 9 49

Ach1p NP_009538 10 (g) 58.675 6.30 21 43

Ura1p NP_012706 15 (g) 34.779 5.80 13 46

Ï ð è ì å ÷ à í è å. (g) — áåëêè, èäåíòèôèöèðîâàííûå â 2D-ýëåêòðîôîðåçå äëÿ îñàäî÷íûõ áåëêîâ, âûäåëåííûõ èç ìóòàíòíûõ êëåòîê øòàììà GT26
áåëîãî öâåòà è ïîëó÷åííîãî èç íåãî ìóòàíòà GT26/r1 êðàñíîãî öâåòà (ðèñ. 7). Â ñêîáêàõ óêàçàíà ïðèíàäëåæíîñòü ê íåêîòîðûì õîðîøî èçâåñòíûì
ñåìåéñòâàì áåëêîâ.



êðàñíîãî ïèãìåíòà çàòðóäíÿåò ñâÿçûâàíèå èäåíòè-
ôèöèðîâàííûõ áåëêîâ ñ àìèëîèäàìè, òàê êàê îí
çàíèìàåò íåîáõîäèìûå äëÿ ýòîãî ñàéòû. Ïîýòîìó
êîëè÷åñòâî ýòèõ áåëêîâ â îñàäêå ãðóáûõ ëèçàòîâ
çàâèñèò îò íàêîïëåíèÿ êðàñíîãî ïèãìåíòà è äëÿ
êðàñíûõ êëåòîê îêàçûâàåòñÿ ñíèæåííûì ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ áåëûìè.

×òîáû ïðîâåðèòü ýòó ãèïîòåçó, ìû èñïîëüçî-
âàëè â ìîäåëüíûõ îïûòàõ ñâîéñòâî èíñóëèíà
â îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ (ïðè âûñîêîé êîíöåíò-
ðàöèè â ñèëüíîêèñëîé ñðåäå) ôîðìèðîâàòü èç ìî-
íîìåðîâ ôèáðèëëû. Ê èíñóëèíó, íàõîäÿùåìóñÿ
â ôèáðèëëÿðíîì ñîñòîÿíèè, äîáàâëÿëè îñâåòëåí-
íûé êëåòî÷íûé ëèçàò îò êðàñíîãî (CLRed) è áåëî-
ãî (CLWhite) øòàììîâ. Òèîôëàâèí Ò äîáàâëÿëè ê
îïûòíûì ïðîáàì ñðàçó è ñïóñòÿ 2 ÷. Îêàçàëîñü,
÷òî âðåìÿ èíêóáàöèè èíñóëèíà ñ êðàñíûì è áåëûì
ëèçàòàìè âëèÿíèÿ íà âåëè÷èíó IF íå îêàçûâàëî.
Ðàçíèöà ïî IF ìåæäó ïðîáàìè áûëà âèäíà ñðàçó è
ïðàêòè÷åñêè îñòàâàëàñü òàêîé æå ÷åðåç 2 ÷.

Äàííûå, ïðèâåäåííûå â òàáë. 9, ïîçâîëÿþò
ñðàâíèòü âëèÿíèå êðàñíîãî è áåëîãî îñâåòëåííûõ
ëèçàòîâ íà ôëóîðåñöåíöèþ ôèáðèëë, ðàñòâîðåí-
íûõ â êèñëîì áóôåðå Â.

Êàê ñëåäóåò èç äàííûõ òàáë. 9, â 4 ñëó÷àÿõ èç
5 çíà÷åíèÿ IF äëÿ ôèáðèëë â áóôåðå Â îñòàþòñÿ
ñàìûìè âûñîêèìè. Ïðè ýòîì ïîíèæåíèå, âûçâàí-
íîå äîáàâëåíèåì êðàñíîãî îñâåòëåííîãî ëèçàòà,
ïðèìåðíî â 3 ðàçà ýôôåêòèâíåå ïî ñðàâíåíèþ ñ
áåëûì.

Äëÿ îáúÿñíåíèÿ ðàçëè÷èÿ ìåæäó ôëóîðåñöåí-
öèåé òèîôëàâèíà Ò â ëèçàòàõ ïðîá ñ (CLRed) è
(CLWhite) ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî êðàñíûé ïèã-
ìåíò âçàèìîäåéñòâóåò ñ ôèáðèëëàìè, êîíêóðèðóÿ
ñ òèîôëàâèíîì çà ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ. Åñëè áû
êðàñíûé ïèãìåíò äåéñòâîâàë èíà÷å, âûçûâàÿ äå-
ñòðóêöèþ ôèáðèëë, åãî ýôôåêò çàâèñåë áû îò
âðåìåíè âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ôèáðèëëàìè, à ýòîãî
íå íàáëþäàåòñÿ.

Ñêîðåå âñåãî, â äðîææàõ ñïîñîáíîñòü êðàñíî-
ãî ïèãìåíòà ñâÿçûâàòüñÿ ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèë-
ëàìè ïðèâîäèò ê ïîêàçàííîìó âûøå ñíèæåíèþ
àìèëîèäèçàöèè îïîñðåäîâàííî — áëàãîäàðÿ íà-
ðóøåíèþ ñâÿçè ïðèîíîâûõ ïîëèìåðîâ ñ øàïåðî-
íàìè, îòâåòñòâåííûìè çà íàðåçàíèå ôèáðèëë íà
ñèäû (ñåìåíà, ïðîïàãîíû), ÷òî îáåñïå÷èâàåò ðàç-
ìíîæåíèå ïðèîíîâ (Chernoff et al., 1995; Jung et
al., 2000; Jones, Masison, 2003; Kryndushkin et al.,
2003; Song et al., 2005; Rikhvanov et al., 2007). Òî,
÷òî â 2D-ôîðåçå ñ ïîñëåäóþùèì MALDI-àíàëè-
çîì ñðåäè ïèãìåíòçàâèñèìûõ áåëêîâ áûëè èäåí-
òèôèöèðîâàíû ìíîãèå øàïåðîíû, ïîäòâåðæäàåò
ýòó ãèïîòåçó.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàáîòû ïî ïîèñêó âå-
ùåñòâ, ïðåïÿòñòâóþùèõ îáðàçîâàíèþ àìèëîèä-
íûõ ôèáðèëë, ïðèîáðåòàþò áîëüøóþ àêòóàëü-
íîñòü. Ïîêàçàíî, ÷òî òàêèå âåùåñòâà, êàê íåêîòî-
ðûå ïðîèçâîäíûå êðàñèòåëÿ Êîíãî êðàñíîãî,
äåéñòâóÿ íà øàïåðîíû, îïîñðåäîâàííî âëèÿþò íà
ôîðìèðîâàíèå àìèëîèäà, íàïðàâëÿÿ åãî ïî àëü-
òåðíàòèâíîìó ïóòè (Webb et al., 2007). Áëàãîäàðÿ
ýòèì âåùåñòâàì îáðàçóþòñÿ íåòîêñè÷íûå äëÿ
êëåòêè èíòåðìåäèàòû — îëèãîìåðû ñôåðè÷åñêîé
ôîðìû, ñïîñîáíûå ðàñòâîðÿòüñÿ. Îäíàêî ñ òî÷êè
çðåíèÿ àíòèàìèëîèäíîé òåðàïèè ýòè âåùåñòâà íå-
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ïðèãîäíû, òàê êàê ñàìè ÿâëÿþòñÿ âûñîêîòîêñè÷íûìè äëÿ
êëåòîê. Çà ïîñëåäíèå ãîäû ñäåëàíî ìíîæåñòâî ïîïûòîê ïî-
èñêà ïåðñïåêòèâíûõ àíòèàìèëîèäíûõ è àíòèïðèîíîâûõ
ïðåïàðàòîâ (Ehrnhoefer et al., 2008; Riemer et al., 2008;
Wang et al., 2008a; Teruya et al., 2009). Òåì íå ìåíåå ïðèõî-
äèòñÿ êîíñòàòèðîâàòü, ÷òî ýôôåêòèâíûå òåðàïåâòè÷åñêèå
ñðåäñòâà äî ñèõ ïîð íå ñîçäàíû (Wang et al., 2008a). Ìû ïî-
ëàãàåì, ÷òî êðàñíûé ïèãìåíò äðîææåé ñàõàðîìèöåòîâ (êî-
òîðûå ÷åëîâåê óïîòðåáëÿåò ñ ïèùåé óæå ïîñëåäíèå íåñêî-
ëüêî òûñÿ÷ ëåò) ìîæåò áûòü ïåðñïåêòèâíûì êàíäèäàòîì íà
ðîëü ôàðìàêîëîãè÷åñêîãî àíòèàìèëîèäíîãî ñðåäñòâà, è íà-
äååìñÿ ïîäòâåðäèòü ýòî â äàëüíåéøèõ îïûòàõ.

Ìû áëàãîäàðèì Þ. Î. ×åðíîâà, À. Ì. Çåõíîâà è
Ã. À. Æóðàâëåâó çà ïðåäîñòàâëåíèå äðîææåâûõ øòàììîâ
è ïëàçìèä, à Å. Ì. Òþáèíó — çà ó÷àñòèå â ýêñïåðèìåíòàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ñ.-Ïå-
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Ò à á ë è ö à 9

Âëèÿíèå îñâåòëåííûõ ëèçàòîâ (CL) íà IF ôèáðèëë èíñóëèíà

Íîìåð
îïûòà

Îòíîøåíèå
CLRed/B, %

IF
CLRed

IF
B (buffer)

IF
CLWhite

Îòíîøåíèå
CLWhite/B,

%

Îòíîøåíèå
CLWhite/
CLRed, %

1 17.6 326 1848 1034 56.0 317

2 38.7 603 1560 1438 92.2 238

3 26.2 227 868 717 82.6 316

4 25.3 309 1222 896 73.3 290

5 36.3 515 1417 1487 105.0 289

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äâóõñòîðîííèé êðèòåðèé çíàêîâ äëÿ 5 ïàð íà 1%-íîì óðîâíå: ãðàíèöû 0 è 5, íà 5%-íîì
óðîâíå — 0 è 5. Ðàçíèöà ìåæäó CLWhite è CLRed, ìåæäó CLRed è B äîñòîâåðíà ïðè P < 0.05, ìåæäó CLWhite è B
íåäîñòîâåðíà.
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THE EFFECT OF RED PIGMENT ON AMYLOIDIZATION OF YEAST PROTEINS
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Amyloid bound thioflavine T fluorescence was studied in the lysates of yeast strains carrying mutations in
genes ADE1 or ADE2 and accumulating red pigment, a result of polymerization of aminoimidazoleribotide (an
intermediate of adenine biosynthesis). The fluorescence is drastically enhanced in the case of cells grown in me-
dia containing high concentration of adenine (100 mg/l) that blocks accumulation of red pigment. Blocks at first
stages of purine biosynthesis de novo also impede red pigment and lead to the same effect on thioflavine fluores-
cence. At the same time induction of mutations in genes ADE1 or ADE2 in originally white prototrophic strains
leads to considerable drop of fluorescence. A fraction of protein polymers was studied by agarose gel electro-
phoresis and this permitted to conclude that lowering of fluorescence intensity is indeed connected with the dec-
rease of amyloid amount in cells accumulating red pigment. Model experiments with insulin fibers demonstrate
that red pigment binds fibrils and blocks their interaction with Thioflavine T. 2D-electrophoretic comparison of
pellet proteins of red and white isogenic strains, followed by MALDI, allowed identification of 23 pigment-de-
pendent proteins. These proteins mostly belong to functional classes of chaperones and proteins, involved in
glucose metabolism, closely corresponding to prion-dependent proteins characterized in our previous work. We
suppose that, binding amyloid fibrils, red pigment hinders formation of prion aggregates and also, blocking fib-
ril contact with chaperones, impedes prion propagation.

K e y w o r d s: amyloid, prion, Thioflavine T, red pigment, Saccharomyces cerevisiae.
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