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Î. Â. Íåâçãëÿäîâà è äð.Âëèÿíèå êðàñíîãî ïèãìåíòà äðîææåé S. cerevisiae íà ïðîÿâëåíèå êëîíèðîâàííîãî a-ñèíóêëåèíà ÷åëîâåêà
Íà ìîäåëè äâóõ òðàíñãåííûõ øòàììîâ äðîææåé ñ ðàçíûìè ôîðìàìè a-ñèíóêëåèíà ÷åëîâåêà èçó÷à-

ëè âëèÿíèå êðàñíîãî ïèãìåíòà, êîòîðûé, êàê áûëî íàìè ðàíåå ïîêàçàíî, îáëàäàåò ïðîòèâîàìèëîèäíûì
äåéñòâèåì. Ýíäîãåííûé ïèãìåíò, âûðàáàòûâàåìûé â îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ íåïîñðåäñòâåííî â êëåò-
êàõ èçó÷àåìûõ øòàììîâ áëàãîäàðÿ ìóòàöèè ade1, ïîäàâëÿåò ïðîÿâëåíèå ãèáðèäíîãî áåëêà a-ñèíó-
êëåèí-GFP. Ýòî âûðàæàåòñÿ â ïîíèæåíèè ñðåäíåé âåëè÷èíû ôëóîðåñöåíöèè GFP, à òàêæå äîëè êëåòîê,
íàêàïëèâàþùèõ a-ñèíóêëåèíîâûå öèòîïëàçìàòè÷åñêèå âêëþ÷åíèÿ. Âñå ôîðìû âûäåëåííîãî è î÷èùåí-
íîãî ýêçîãåííîãî ïèãìåíòà, à èìåííî ïðèðîäíàÿ, ãèäðîëèçîâàííàÿ ïðèðîäíàÿ è ñèíòåòè÷åñêàÿ, îòëè÷à-
þòñÿ îò ýíäîãåííîãî ïî ñâîåìó âîçäåéñòâèþ íà a-ñèíóêëåèí. Ýêçîãåííûé ïèãìåíò âûçûâàåò óâåëè÷å-
íèå äîëè êëåòîê, ôëóîðåñöèðóþùèõ çà ñ÷åò GFP, è êîëè÷åñòâà êëåòîê ñ öèòîïëàçìàòè÷åñêèìè âêëþ÷å-
íèÿìè. Îäíàêî êàê ýíäîãåííûé, òàê è ýêçîãåííûé ïèãìåíòû ñíèæàþò òîêñè÷íîñòü a-ñèíóêëåèíà è
ïðèâîäÿò ê ïåðåðàñïðåäåëåíèþ åãî ñîäåðæàíèÿ â êëåòêå — êîëè÷åñòâî a-ñèíóêëåèíà ñòàíîâèòñÿ ìåíü-
øå â îñàäêàõ êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ è óâåëè÷èâàåòñÿ â ñóïåðíàòàíòå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àìèëîèä, a-ñèíóêëåèí, êðàñíûé ïèãìåíò äðîææåé.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: Pig+ è Pig– — íàëè÷èå è îòñóòñòâèå êðàñíîãî ïèãìåíòà ñîîòâåòñòâåí-
íî, r è w — êðàñíûå è áåëûå êëåòêè ñîîòâåòñòâåííî, GFP+ — íàëè÷èå ôëóîðåñöåíöèè çà ñ÷åò GFP (green
fluorescent protein), PI+ — íàëè÷èå îêðàñêè èîäèñòûì ïðîïèäèåì, Mn — ñðåäíÿÿ âåëè÷èíà ôëóîðåñöåí-
öèè GFP+-êëåòîê, MeAIR — ñèíòåòè÷åñêèé êðàñíûé ïèãìåíò, P0 è P1 — ôðàêöèè ýêçîãåííîãî êðàñíîãî
ïèãìåíòà, PHyd — ãèäðîëèçîâàííàÿ ôîðìà ïèãìåíòà P1.

Àêòóàëüíîé ïðîáëåìîé â ìåäèöèíå ÿâëÿåòñÿ áîðüáà ñ
íåïðàâèëüíîé óêëàäêîé áåëêîâ è èõ àãðåãàöèåé. Îòëîæå-
íèå â òêàíÿõ àìèëîèäíûõ àãðåãàòîâ — äèàãíîñòè÷åñêèé
ïðèçíàê ðÿäà ïàòîëîãèé, â òîì ÷èñëå áîëåçíåé Àëüöãåé-
ìåðà è Ïàðêèíñîíà (Alberti, 2012). Ýòî íàèáîëåå ðàñ-
ïðîñòðàíåííàÿ ãðóïïà çàáîëåâàíèé â Åâðîïå è ÑØÀ,
äîëÿ êîòîðîé â îáùåé êàðòèíå çàáîëåâàíèé ñî âðåìåíåì
òîëüêî óâåëè÷èâàåòñÿ. Íàèáîëüøàÿ ïðîáëåìà ñîñòîèò â
òîì, ÷òî â íàñòîÿùåå âðåìÿ ýôôåêòèâíûõ ïðåïàðàòîâ,
ñïîñîáíûõ ïðåäîòâðàòèòü íàêîïëåíèå àìèëîèäíûõ îòëî-
æåíèé, åùå íåò, à ëå÷åíèå íîñèò ÷èñòî ïàëëèàòèâíûé õà-
ðàêòåð.

Ïî ðàñïðîñòðàíåííîñòè áîëåçíü Ïàðêèíñîíà íàõî-
äèòñÿ íà âòîðîì ìåñòå ïîñëå áîëåçíè Àëüöãåéìåðà. Åþ
ñòðàäàåò îêîëî 1—2 % ïîïóëÿöèè ëþäåé â âîçðàñòå ñâû-
øå 65 ëåò â ïðîìûøëåííî ðàçâèòûõ ñòðàíàõ (Âèøíåâñêàÿ
è äð., 2007; Corti et al., 2011). Íî è â ïîïóëÿöèè ëþäåé â
öåëîì ýòà äîëÿ äîñòàòî÷íî âûñîêà (0.3 %), à ñðåäè ëþäåé,
äîñòèãøèõ 80-ëåòíåãî âîçðàñòà, äîõîäèò äî 3—4 %. Áî-
ëåçíü Ïàðêèíñîíà ïðèâîäèò ê îãðàíè÷åíèþ ìîòîðíîé àê-
òèâíîñòè (áðàäèêèíåçèÿ), ðèãèäíîñòè ñêåëåòíûõ ìûøö
ëèöà è ðóê è èõ äðîæàíèþ â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ. Áîëåçíü
áûëà èçâåñòíà åùå â äðåâíåé Èíäèè ïîä íàçâàíèåì Êàì-
ïàâàòà. Â 1817 ã. Äæåìñ Ïàðêèíñîí îïèñàë 6 ñëó÷àåâ ýòîé
áîëåçíè. Ïîñëå äëèòåëüíîãî çàáâåíèÿ åãî ðàáîòà áûëà çà-

ìå÷åíà èçâåñòíûì íåâðîëîãîì Øàðêî, êîòîðûé è ïðèñâî-
èë ýòîìó çàáîëåâàíèþ íàçâàíèå áîëåçíè Ïàðêèíñîíà.

Ïðè äàííîì çàáîëåâàíèè ïðîèñõîäèò ïðåèìóùåñò-
âåííàÿ ãèáåëü äîôàìèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ ÷åðíîãî òåëà
(substantia nigra), à òî÷íåå, substantia nigra pars compacta
(SNpc) (Wales et al., 2013). Â îñòàâøèõñÿ íåéðîíàõ ïðîèñ-
õîäèò íàêîïëåíèå öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ âêëþ÷åíèé, èëè
«òåëåö Ëåâè», íàçâàííûõ òàê Ê. Ò. Òðåòüÿêîâûì â ÷åñòü
ä-ðà Ôðèöà Ëåâè (ñîòðóäíèêà ïðîô. Àëüöãåéìåðà), âïåð-
âûå îïèñàâøåãî ýòè ñòðóêòóðû (Goedert et al., 2013). Ïî-
êàçàíî, ÷òî â òåëüöàõ Ëåâè ó áîëüíûõ ïàðêèíñîíèçìîì
íàêàïëèâàåòñÿ áîëüøîå êîëè÷åñòâî áåëêà a-ñèíóêëåèíà â
àãðåãèðîâàííîé ôèáðèëëÿðíîé ôîðìå (Spillantini et al.,
1997, 1998; Baba et al., 1998). Êðîìå òîãî, ïåðåäà÷à a-ñè-
íóêëåèíîâîé ïàòîëîãèè ìåæäó íåéðîíàìè ïîçâîëÿåò ãî-
âîðèòü î òîì, ÷òî áîëåçíü Ïàðêèíñîíà îáëàäàåò íåêîòî-
ðûìè ïðèçíàêàìè ïðèîíîâîãî çàáîëåâàíèÿ (Prusiner,
2013; Goedert, 2015).

Â íåàãðåãèðîâàííîì ñîñòîÿíèè, ò. å. â íîðìå, ýòîò
140-àìèíîêèñëîòíûé áåëîê îáëàäàåò íåéðîïðîòåêòîðíû-
ìè ñâîéñòâàìè. Îí ëîêàëèçîâàí â ïðåñèíàïòè÷åñêèõ íåð-
âíûõ îêîí÷àíèÿõ, à â ðÿäå ñëó÷àÿõ è â ÿäðàõ íåéðîíîâ.
Îñíîâíàÿ åãî ôóíêöèÿ ñîñòîèò â ðåãóëÿöèè îñâîáîæäå-
íèÿ íåéðîìåäèàòîðîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ íåéðîííóþ
òðàíñìèññèþ, ïðîõîæäåíèå íåðâíîãî ñèãíàëà. Àãðåãàöèÿ
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a-ñèíóêëåèíà èãðàåò âàæíóþ ðîëü â ïàòîãåíåçå áîëåçíè
Ïàðêèíñîíà (íåðâíûå êëåòêè, â êîòîðûõ èíäóöèðóåòñÿ
íåéðîìåäèàòîð äîôàìèí, ïîâðåæäàþòñÿ íàêîïëåíèåì
àìèëîèäíîãî a-ñèíóêëåèíà) è ïîäðîáíî ðàññìîòðåíà â àâ-
òîðèòåòíûõ îáçîðíûõ ðàáîòàõ (Breydo et al., 2012; Stefa-
nis, 2012; Wales et al., 2013).

Â ðåçóëüòàòå ìíîãî÷èñëåííûõ èññëåäîâàíèé äîñòèã-
íóò êîíñåíñóc îòíîñèòåëüíî ïàòîãåíåçà çàáîëåâàíèÿ:
a-ñèíóêëåèí îáðàçóåò ñíà÷àëà ðàñòâîðèìûå îëèãîìåðû
ðàçíîé ôîðìû (ïðîòîôèáðèëëû), êîòîðûå çàòåì òåðÿþò
ðàñòâîðèìîñòü è ñëèâàþòñÿ â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû
ñòðóêòóð Ëåâè. Ýòîò ïðîöåññ ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì ïàòîãåí-
íûì ôàêòîðîì, îáóñëîâëåííûì a-ñèíóêëåèíîì, è ñ÷èòà-
åòñÿ ñàìîé ïåðñïåêòèâíîé ìèøåíüþ äëÿ òåðàïåâòè÷åñêèõ
àãåíòîâ, ðàçðàáàòûâàåìûõ ïðîòèâ áîëåçíè Ïàðêèíñîíà
(Stefanis, 2012).

Òàê, ìíîãî÷èñëåííûìè èññëåäîâàíèÿìè ïîêàçàíî,
÷òî ïðèåì L-äîôàìèíà (ëåâîäîïû) ïîìîãàåò áîëüíûì
Ïàðêèíñîíà, ÷òî, îäíàêî, íå îñòàíàâëèâàåò ðàçâèòèÿ áî-
ëåçíè. Êëèíè÷åñêèå èñïûòàíèÿ íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ âå-
ùåñòâ òàêæå íå îáíàðóæèëè ñðåäè íèõ íè îäíîãî ïåðñ-
ïåêòèâíîãî ñ òî÷êè çðåíèÿ ìåäèöèíñêîé ïðàêòèêè (Racet-
te, Willis, 2015).

Îäíîé èç ïîïóëÿðíûõ ìîäåëåé äëÿ îòáîðà àãåíòîâ,
âëèÿþùèõ íà àãðåãèðîâàíèå è àìèëîèäèçàöèþ a-ñèíó-
êëåèíà, ÿâëÿþòñÿ äðîææè Saccharomyces cerevisiae c êëî-
íèðîâàííûì ãåíîì a-ñèíóêëåèíà ÷åëîâåêà (Outeiro, Lind-
quist, 2003). Ýêñïðåññèðîâàííûé â äðîææàõ a-ñèíóêëåèí
ôîðìèðóåò öèòîïëàçìàòè÷åñêèå âêëþ÷åíèÿ, ïîõîæèå
íà òåëüöà Ëåâè ó âûñøèõ. Ïîêàçàíî, ÷òî îáðàçîâàíèå
è àãðåãàöèÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ âåçèêóë ïîä äåéñò-
âèå a-ñèíóêëåèíà äåéñòâèòåëüíî àíàëîãè÷íû îáðàçî-
âàíèþ òåëåö Ëåâè ó âûñøèõ îðãàíèçìîâ, ñòðàäàþùèõ áî-
ëåçíüþ Ïàðêèíñîíà (Soper et al., 2008). Äðîææåâàÿ ìî-
äåëü ïàðêèíñîíèçìà ñ÷èòàåòñÿ îäíîé èç ñàìûõ àäåêâàò-
íûõ è ïåðñïåêòèâíûõ (Franssens et al., 2010; Breydo et al.,
2013).

Îñíîâîé ñîçäàíèÿ èñïîëüçóåìîé â íàøåé ðàáîòå ìî-
äåëè ïîñëóæèë òîò ôàêò, ÷òî â ðÿäå íàñëåäóåìûõ ñëó÷àåâ
ìóëüòèïëèêàöèÿ ëîêóñà a-ñèíóêëåèíà è, ñëåäîâàòåëüíî,
åãî ñâåðõïðîäóêöèÿ âûçûâàåò áîëåçíü Ïàðêèíñîíà. Ýòî
ÿâëåíèå èñïîëüçóåòñÿ äëÿ èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ ïàòîãåíå-
çà. Â êà÷åñòâå ìîäåëüíîãî îðãàíèçìà âûáðàíû äðîææè S.
cerevisiae, â êîòîðûå áûëà èíòåãðèðîâàíà ïëàçìèäà ñ äâó-
ìÿ ðåêîìáèíàíòíûìè ãåíàìè aSyn-GFP, îòâåòñòâåííûìè
çà ñèíòåç êàê a-ñèíóêëåèíà, òàê è ôëóîðåñöèðóþùåãî çå-
ëåíîãî áåëêà (GFP) (Outeiro, Lindquist, 2003; Miller-Fle-
ming et al., 2008; Tenreiro, Outeiro, 2010; Tenreiro et al.,
2013). Â ðåçóëüòàòå ñèíòåçà ãèáðèäíîãî áåëêà aSyn-GFP
åñòü âîçìîæíîñòü îòñëåæèâàòü íàêîïëåíèå è ñîñòîÿíèå
a-ñèíóêëåèíà â æèâîé êëåòêå ïîä ëþìèíåñöåíòíûì ìèê-
ðîñêîïîì. Ãåíàì, îòâå÷àþùèì çà ñèíòåç ãèáðèäíîãî áåë-
êà, ïðåäøåñòâóåò èíäóöèáåëüíûé ãàëàêòîçíûé ïðîìîòîð
(GAL1p), áëàãîäàðÿ ÷åìó ñèíòåç ãèáðèäíîãî áåëêà çàïóñ-
êàåòñÿ â ïðèñóòñòâèè ãàëàêòîçû, è îòñóòñòâóåò, êîãäà
äðîææè âûðàùèâàþòñÿ íà äðóãèõ èñòî÷íèêàõ óãëåðîäà,
ðàôèíîçå èëè ãëþêîçå.

Àâòîðû ñêîíñòðóèðîâàííûõ òàêèì îáðàçîì øòàììîâ
ïðåäîñòàâèëè èõ íàì äëÿ äàëüíåéøåé ðàáîòû. Ðàíåå â
ãðóïïå ãåíåòèêè ìèòîçà ïðè Ëàáîðàòîðèè ñòðóêòóðíîé
äèíàìèêè, ñòàáèëüíîñòè è ôîëäèíãà áåëêîâ Èíñòèòóòà
öèòîëîãèè ÐÀÍ èçó÷àëè äåéñòâèå íà àìèëîèäîãåíåç êðàñ-
íîãî ïèãìåíòà, êîòîðûé âûðàáàòûâàëñÿ â äðîææåâûõ
êëåòêàõ ïðè íàëè÷èè ìóòàöèé â ãåíàõ ADE1 è ADE2. Õîòÿ
êðàñíûé ïèãìåíò áûë âûäåëåí è õèìè÷åñêè îõàðàêòåðè-

çîâàí êàê ïîëèìåð àìèíîàìèäàçîëðèáîòèäà åùå â 1967 ã.
(Smirnov et al., 1967), åãî ÷ðåçâû÷àéíî ïîëåçíîå è âàæíîå
ñ òî÷êè çðåíèÿ âîçäåéñòâèÿ íà àìèëîèäû ñâîéñòâî èññëå-
äîâàíî òîëüêî â ïîñëåäíèå ãîäû. Â íàøåé ëàáîðàòîðèè
ïîêàçàíî, ÷òî êðàñíûé ïèãìåíò ñïîñîáåí òîðìîçèòü àãðå-
ãèðîâàíèå è àìèëîèäèçàöèþ öåëîãî ðÿäà êëåòî÷íûõ áåë-
êîâ êàê in vitro, òàê è in vivo, â ÷àñòíîñòè äðîææåâîãî
ïðèîíà [PSI+], à òàêæå ýêñïðåññèðóåìîãî â äðîææàõ
b-àìèëîèäà ÷åëîâåêà, èãðàþùåãî âàæíóþ ðîëü â ïàòîãå-
íåçå áîëåçíè Àëüöãåéìåðà (Ìèõàéëîâà è äð., 2011; Ne-
vzglyadova et al., 2011; Àìåí è äð., 2012). Áûëî ïîêàçàíî
òàêæå, ÷òî êðàñíûé ïèãìåíò ñíèæàåò íåéðîäåãåíåðàòèâ-
íûå èçìåíåíèÿ, íîðìàëèçóåò ïîâåäåí÷åñêèå ðåàêöèè è
óëó÷øàåò ïàìÿòü ó òðàíñãåííûõ ëèíèé äðîçîôèë, ïîëó÷à-
þùèõ â ïèùó êðàñíûå äðîææè (Nevzglyadova et al.,
2015).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðèìåíèëè ìîäåëü äðîææå-
âûõ êëåòîê, òðàíñôîðìèðîâàííûõ a-ñèíóêëåèíîì ÷åëî-
âåêà, ñøèòîãî ñ GFP (aSyn-GFP), äëÿ èçó÷åíèÿ ýêñïðåñ-
ñèè è àãðåãàöèè ýòîãî ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà ïðè âîç-
äåéñòâèè ýíäîãåííîãî èëè ýêçîãåííîãî êðàñíîãî
ïèãìåíòà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ä ð î æ æ å â û å ø ò à ì ì û è ó ñ ë î â è ÿ è õ ê ó ë ü ò è -
â è ð î â à í è ÿ. Ëèíèè VSY71, VSY72 è VSY73 ëþáåçíî
ïðåäîñòàâëåíû ä-ðîì Òèàãî Îóòåðèî èç Èíñòèòóòà ìîëå-
êóëÿðíîé ìåäèöèíû ìåäèöèíñêîãî ôàêóëüòåòà Ëèññàáîí-
ñêîãî óíèâåðñèòåòà (Ïîðòóãàëèÿ). Îíè ñêîíñòðóèðîâàíû
íà îñíîâå øòàììà W303-1A (MAT a can1-100 his3-11,15
leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 ade2-1). Øòàìì VSY71
(W303-1A trp1-1::pRS304 TRP1+; ura3-1::pRS306
URA3+) ñîäåðæèò äâå èíòåãðèðîâàííûå êîïèè âåêòîðà
pRS304. Îí ñëóæèò êîíòðîëåì ê øòàììàì VSY72 è
VSY73. Øòàìì VSY72 íåñåò äâå êîïèè êëîíèðîâàííîé
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé a-ñè-
íóêëåèí ÷åëîâåêà, èëè ñèíóêëåèí äèêîãî òèïà (W303-1A
trp1-1:: pRS304 GAL1pr-SNCA(WT)-GFP TRP1+; ura3-1::
pRS306 pRS306GAL1pr-SNCA(WT)-GFP::URA3+).
Øòàìì VSY73 èìååò ìóòàöèþ S129A, ïðèâîäÿùóþ ê äå-
ôîñôîðèëèðîâàíèþ àìèíîêèñëîòû â ïîëîæåíèè 129
(W303-1A trp1-1::pRS304 GAL1pr-SNCA(S129A)-GFP
TRP1+; ura3-1::pRS306 GAL1pr-SNCA(S129A)-GFP::
URA3+). Ãåí a-ñèíóêëåèíà â îáîèõ ñëó÷àÿõ íàõîäèòñÿ
ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà GAL1 è ñëèò ñ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòüþ, êîäèðóþùåé GFP. Èñïîëüçîâàíû îïèñàííûå ñðå-
äû äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ è ìåòîäû ìàíèïóëèðîâàíèÿ ñ
äðîææàìè (Sherman et al., 1986). Äëÿ èíäóêöèè a-ñèíóê-
ëåèíà èñïîëüçîâàëè ñåëåêòèâíóþ ñðåäó, ñîäåðæàùóþ
2 % ãàëàêòîçû. Ñðåäà, íà êîòîðîé a-ñèíóêëåèí íå èíäó-
öèðîâàëñÿ, ñîäåðæàëà 2 % ðàôèíîçû.

Â û ä å ë å í è å è ì î ä è ô è ê à ö è ÿ ê ð à ñ í î ã î ï è ã -
ì å í ò à ä ð î æ æ å é. Ïèãìåíò âûäåëÿëè èç øòàììà 23S
(MATa ade2), ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííîãî À. Çåõíîâûì
(Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò). Âûäå-
ëåíèå ïðîèçâîäèëè ïî îïèñàííîé ìåòîäèêå (Smirnov
et al., 1967) ñ ìîäèôèêàöèÿìè (Nevzglyadova et al., 2011).
Â ðàçíûõ ýêñïåðèìåíòàõ ê øòàììàì ñ êëîíèðîâàííûì
a-ñèíóêëåèíîì äîáàâëÿëè ëèáî ïðèðîäíûé ïèãìåíò Ð, òî÷-
íåå åãî ìîäèôèöèðîâàííûå âàðèàíòû — ôîðìû Ð0 è Ð1,
ïîëó÷åííûå ïðè ýëþöèè ïèãìåíòà 0.1 Ì HCl ñ DEAE-ñå-
ôàðîçîé (ñíà÷àëà âûõîäèò áîëåå ùåëî÷íàÿ ôðàêöèÿ Ð0,
íå íóæäàþùàÿñÿ â ïîñëåäóþùåé íåéòðàëèçàöèè, à çàòåì
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ôðàêöèÿ Ð1 ñ ïîíèæåííûì çíà÷åíèåì ðÍ, êîòîðóþ ìû
íåéòðàëèçóåì ïåðåä òåì, êàê î÷èùàòü íà êîëîíêå ñ ñåôà-
äåêñîì). Êðîìå òîãî, èñïîëüçîâàëè ïèãìåíò Phyd, ïîëó-
÷åííûé â ðåçóëüòàòå êèñëîòíîãî ãèäðîëèçà Ð, è åãî ñèíòå-
òè÷åñêèé àíàëîã ÌåAIR. Ïîäðîáíî ïîëó÷åíèå ðàçíûõ
ôîðì êðàñíîãî ïèãìåíòà îïèñàíî ðàíåå (Àìåí è äð.,
2012). ×òîáû èìåòü âîçìîæíîñòü ñðàâíèâàòü äåéñòâèå
ðàçíûõ ôîðì ïèãìåíòà, ìû ïðèáëèçèòåëüíî âûðàâíèâàëè
èõ ïî êîíöåíòðàöèè è èñïîëüçîâàëè â îïûòàõ 0.05 Ì âîä-
íûå ðàñòâîðû. Âûðîâíÿòü òî÷íî èõ íå óäàåòñÿ, òàê êàê
ïèãìåíò ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé íàáîð ãåòåðîãåííûõ ïî âåëè-
÷èíå ïîëèìåðîâ AIR c ïðèñîåäèíåííûìè ê íèì àìèíî-
êèñëîòàìè. Ðîñò êóëüòóðû êîíòðîëèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ñïåêòðîôîòîìåòðà ïî èçìåíåíèþ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
ïðè 660 íì (ÎÄ660).

Ï ð î ò î ÷ í à ÿ ö è ò î ô ë ó î ð î ì å ò ð è ÿ. Îöåíèâàëè
3 ïàðàìåòðà: äîëþ GFP+-êëåòîê, ñðåäíþþ èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè GFP+-êëåòîê (âåëè÷èíó Mn) è äîëþ ïî-
ãèáøèõ (PI+) êëåòîê. Àíàëèç ïðîâîäèëè íà öèòîìåòðå Co-
ulter EPICS XL (Beckman Coulter, ÑØÀ), îñíàùåííîì àð-
ãîíîâûì ëàçåðîì (äëèíà âîëíû èçëó÷åíèÿ 488 íì), ïðè
ìàêñèìàëüíîé ñêîðîñòè ïîäà÷è îáðàçöà 1 ìêë/ñ. Äëÿ âû-
ÿâëåíèÿ ïîãèáøèõ êëåòîê èñïîëüçîâàëè èîäèñòûé ïðîïè-
äèé (PI) — ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü, ïðîíèêàþùèé â
ìåðòâûå êëåòêè è íå îêðàøèâàþùèé æèâûå (Tenreiro
et al., 2014b). Äîëþ (%) ïîãèáøèõ êëåòîê îöåíèâàëè ïðè
àíàëèçå äâóõìåðíûõ ãèñòîãðàìì, îòîáðàæàþùèõ ôëóî-
ðåñöåíöèþ GFP ïðîòèâ ôëóîðåñöåíöèè PI.

Ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ öèòîïëàçìà-
òè÷åñêèìè âêëþ÷åíèÿìè ãèáðèäíîãî áåëêà aSyn-GFP
ïîäñ÷èòûâàëè ïîä ëþìèíåñöåíòíûì ìèêðîñêîïîì Axio-
vert Zoom (Zeiss, Ãåðìàíèÿ), èñïîëüçóÿ îáúåêòèâ
40�/0.75, ôèëüòð E10 è êàìåðó DFC 420c, 2592 � 1944.
Â êàæäîì íåçàâèñèìîì ýêñïåðèìåíòå (4—8 ïîâòîðíî-
ñòåé) ïðîñ÷èòûâàëè îêîëî 500 êëåòîê.

Ï î ë ó ÷ å í è å ô ð à ê ö è é î ñ à ä î ÷ í û õ è ñ ó ï å ð -
í à ò à í ò í û õ á å ë ê î â è ç ê ë å ò î ÷ í û õ ë è ç à ò î â.
Äðîææåâûå êóëüòóðû âûðàùèâàëè íà àãàðèçîâàííîé èëè
æèäêîé ñåëåêòèâíîé ñðåäå â òå÷åíèå 5 èëè 2.5 ñóò ñîîò-
âåòñòâåííî. Ìåòîäû ïîëó÷åíèÿ ãðóáûõ êëåòî÷íûõ ëèçà-
òîâ è ðàçäåëåíèÿ ôðàêöèé ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ëè-
çàòîâ ïðè 1000 g ïîäðîáíî èçëîæåí ðàíåå (Nevzglyadova
et al., 2015). Ïîñëå ïîëó÷åíèÿ äâóõ ôðàêöèé ëèçàòîâ ñó-
ïåðíàòàíò ïåðåîñàæäàëè ýòèëîâûì ñïèðòîì ïðè –20 °Ñ â
òå÷åíèå 12 ÷. Äëÿ ýêñòðàêöèè áåëêîâ èç ôðàêöèé èñïîëü-
çîâàëè ðàçíûå áóôåðû â çàâèñèìîñòè îò öåëè ýêñïåðè-
ìåíòà. Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî èçìåðåíèÿ àìèëîèäà ïî èí-
òåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè òèîôëàâèíà Ò îñàäêè ðåñóñ-
ïåíäèðîâàëè â íàòðèåâî-ãëèöèíîâîì áóôåðå (70 ìM
NaOH è 130 ìM ãëèöèíà). Òèîôëàâèí Ò äîáàâëÿëè, êàê
îïèñàíî ðàíåå (Nevzglyadova et al., 2009). Äëÿ ïîäãîòîâêè
ïðîá ê Âåñòåðí-áëîòèíãó îñàäêè ðåñóñïåíäèðîâàëè â áó-
ôåðå, ñîäåðæàùåì 5 % SDS, 0.15 Ì ÒðèñHCl è 50 ìÌ
DTT, pH 6.8 (Laemmli, 1970).

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç è Â å ñ ò å ð í - á ë î ò è í ã. Áåëêè èç
ðàçíûõ ôðàêöèé ãðóáûõ ëèçàòîâ ðàçäåëÿëè â 10%-íîì
SDS-ÏÀÀÃ (Laemmli, 1970) è ïåðåíîñèëè íà ìåìáðàíó
PVDF (Biorad, Hercules, ÑØÀ), ñìî÷åííóþ áóôåðîì Òîó-
áèíà (25 ìM Òðèñ-HCl, 192 ìM ãëèöèíà è 20 % ìåòàíîëà,
pH 8.3) (Towbin et al., 1979), îäíîâðåìåííî ñ ïðåäîêðà-
øåííûìè ìàðêåðíûìè áåëêàìè BLUeye (GeneDireX,
ÑØÀ). a-Ñèíóêëåèí äåòåêòèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïåðâè÷-
íûõ (Anti-alpha synuclein antibody MJFR1) è âòîðè÷íûõ
(Goat anti-rabbit IgG H&L (HRP) àíòèòåë (ab138501 è
ab6721 ñîîòâåòñòâåííî; Abcam, ÑØÀ)).

Âñå ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íå ìåíåå ÷åì â òðåõ ïî-
âòîðíîñòÿõ. Ðåçóëüòàòû âûðàæàëè ñðåäíèìè çíà÷åíèÿìè
ñ äîâåðèòåëüíûì èíòåðâàëîì ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè
ð < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Â ë è ÿ í è å ý í ä î ã å í í î ã î ï è ã ì å í ò à ä ð î æ æ å é
í à ï ð î ÿ â ë å í è å a - ñ è í ó ê ë å è í à â ø ò à ì ì à õ
V S Y 7 2 è V S Y 7 3. Äëÿ èçó÷åíèÿ äåéñòâèÿ ýíäîãåííîãî
êðàñíîãî ïèãìåíòà èñïîëüçîâàëè ñåëåêòèâíûå àãàðèçî-
âàííûå ñðåäû, ñîäåðæàùèå àäåíèí â ðàçíîé êîíöåíòðà-
öèè. Ïðè êîíöåíòðàöèè 10 ìã/ë â äðîææàõ â òå÷åíèå íå-
ñêîëüêèõ ñóòîê íàêàïëèâàåòñÿ êðàñíûé ïèãìåíò. Êîíòðî-
ëåì ñëóæèëè ïðîèçâîäíûå òåõ æå øòàììîâ, âûðàùåííûå
íà ñðåäàõ ñ êîíöåíòðàöèåé àäåíèíèíà 100 ìã/ë.

Âëèÿíèå êðàñíîãî ïèãìåíòà äðîææåé S. cerevisiae íà ïðîÿâëåíèå êëîíèðîâàííîãî a-ñèíóêëåèíà ÷åëîâåêà 203

Ðèñ. 1. Ôîðìèðîâàíèå êëåòî÷íûõ âêëþ÷åíèé a-ñèíóêëåèíà ó
äðîææåé øòàììà VSY73 ïîä äåéñòâèåì ýíäîãåííîãî ïèãìåíòà

(à), ýêçîãåííîãî ïèãìåíòà Ð1 (á) è ïðè ðîñòå áåç êà÷àíèÿ (â).

Çäåñü è íà ðèñ. 1 è 3: r — êëåòêè, íàêàïëèâàþùèå êðàñíûé ïèãìåíò; w —
êëåòêè áåëîãî öâåòà; Pig+ — êëåòêè, ïðè ðîñòå êîòîðûõ â ñðåäó äîáàâèëè
ïðîèçâîäíîå êðàñíîãî ïèãìåíòà P1; Pig- — êîíòðîëüíûå êëåòêè, ðîñøèå
áåç äîáàâëåíèÿ êðàñíîãî ïèãìåíòà; Êà÷ è Áåç êà÷ — êîíòðîëüíûå êëåò-

êè, ðîñøèå ïðè êà÷àíèè è áåç êà÷àíèÿ ñîîòâåòñòâåííî.



Âûðàùåííûå íà àãàðèçîâàííûõ ñåëåêòèâíûõ ñðåäàõ ñ
ðàçíîé êîíöåíòðàöèåé àäåíèíà êóëüòóðû VSY72 è
VSY73 ñïóñòÿ íåñêîëüêî ñóòîê îáðàçóþò êëîíû áåëîãî
è êðàñíîãî öâåòîâ. Çà 5—6 ñóò íà ÷àøêàõ ñî ñíèæåí-
íîé êîíöåíòðàöèåé àäåíèíà êëåòêè íàêàïëèâàþò êðàñíûé
ïèãìåíò, â òî âðåìÿ êàê ïðè ïîâûøåííîé êîíöåíòðà-
öèè àäåíèíà êëåòêè îñòàþòñÿ áåëûìè. Ýòî äàåò âîçìîæ-
íîñòü ñðàâíèòü êðàñíûå êëåòêè Pig+ (r) è áåëûå êëåòêè
Pig– (w) ïî êîëè÷åñòâó âèäèìûõ ïîä ëþìèíåñöåíòíûì
ìèêðîñêîïîì öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ a-ñèíóêëåèíîâûõ
âêëþ÷åíèé (àãðåãàòîâ). Ìåòîä ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðî-
ìåòðèè ïîçâîëÿåò îöåíèòü äîëþ GFP+-êëåòîê, ñðåäíþþ
âåëè÷èíó èõ ôëóîðåñöåíöèè (Mn) è äîëþ ïîãèáøèõ êëå-
òîê (PI+).

Îêàçàëîñü, ÷òî êðàñíûé ïèãìåíò ïðåïÿòñòâóåò îáðà-
çîâàíèþ àãðåãàòîâ a-ñèíóêëåèíà ó îáîèõ øòàììîâ. Åñëè
â óñëîâèÿõ èíäóêöèè a-ñèíóêëåèíà (ïðè ðîñòå íà ãàëàê-
òîçå) áåëûå ïðîèçâîäíûå øòàììîâ ñïóñòÿ 5—6 ñóò ôîð-
ìèðóþò âêëþ÷åíèÿ â 10 è 20 % êëåòîê (äëÿ VSY72 è
VSY73 ñîîòâåòñòâåííî), òî äëÿ êðàñíûõ ïðîèçâîäíûõ
äîëÿ êëåòîê ñ âêëþ÷åíèÿìè ñíèæàåòñÿ äî 0.5 è 3 % ñîîò-
âåòñòâåííî (ðèñ. 1, à).

Äëÿ øòàììîâ VSY72 è VSY73, âûðàùåííûõ â óñëî-
âèÿõ èíäóêöèè a-ñèíóêëåèíà, ïîêàçàíû ðàçëè÷èÿ ìåæäó
êëåòêàìè Pig+ è Pig– ïî ñðåäíåìó óðîâíþ ôëóîðåñöåíöèè
GFP è ïî äîëå ïîãèáøèõ êëåòîê (ðèñ. 2, à). Íàêîïëåíèå
ïèãìåíòà ó äðîææåâûõ êëåòîê, âñòóïèâøèõ â ñòàöèîíàð-
íóþ ôàçó ðîñòà, ñíèæàåò îáà ïîêàçàòåëÿ. Åñëè æå ñðàâíè-
âàòü êëåòêè r è w, âûðàùåííûå íà ðàôèíîçå â îòñóòñòâèå
èíäóêöèè a-ñèíóêëåèíà, çíà÷åíèå Mn è äîëÿ ìåðòâûõ
êëåòîê îêàçûâàþòñÿ ñíèæåííûìè è ïðè ýòîì íå ðàçëè÷à-
þòñÿ (ðèñ. 2).

Ñðàâíåíèå áåëûõ ïðîèçâîäíûõ øòàììîâ VSY72 è
VSY73 â óñëîâèÿõ èíäóêöèè a-ñèíóêëåèíà ïîêàçûâàåò,
÷òî â øòàììå VSY73 çíà÷åíèÿ Mn è äîëè ìåðòâûõ
PI+-êëåòîê çíà÷èòåëüíî âûøå. Åñëè æå ñðàâíèâàòü øòàì-
ìû ïî Pig+-êëåòêàì, òî ó îáîèõ øòàììîâ çíà÷åíèÿ Mn è
äîëÿ ìåðòâûõ êëåòîê îäèíàêîâû.

Ìû ïîñòàðàëèñü âûÿñíèòü, êàê ñêàçûâàåòñÿ ïðèñóòñò-
âèå ïèãìåíòà íà ðàçìåðå àãðåãàòîâ, êîòîðûé ìû îöåíèâà-
åì ïî ïåðåðàñïðåäåëåíèþ êëåòî÷íîãî àìèëîèäà ìåæäó
îñàäêîì è ñóïåðíàòàíòîì, ïîëó÷åííûìè èç ãðóáûõ ëèçà-

òîâ â óñëîâèÿõ, êîãäà a-ñèíóêëåèí èíäóöèðóåòñÿ è êîãäà
åãî èíäóêöèÿ îòñóòñòâóåò.

Êëåòêè îáîèõ øòàììîâ âûðàùèâàëè â òå÷åíèå 5 ñóò
íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå ñ ãàëàêòîçîé èëè ðàôèíîçîé. Êëå-
òî÷íûå ãðóáûå ëèçàòû âûðàâíèâàëè ïî áåëêó è öåíòðè-
ôóãèðîâàëè ïðè 1000 g â òå÷åíèå 30 ìèí. Äàëåå èçó÷àëè
äâå ïîëó÷åííûå òàêèì îáðàçîì ôðàêöèè: îñàäî÷íûå áåë-
êè, âêëþ÷àþùèå â ñåáÿ àãðåãèðîâàííûå ìîëåêóëû, è íà-
äîñàäî÷íûå áåëêè ñðàâíèòåëüíî íåáîëüøîé ìîëåêóëÿð-
íîé ìàññû. Îêðàøèâàíèå áåëêîâ ýòèõ äâóõ ôðàêöèé ôëó-
îðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì òèîôëàâèíîì Ò, ñïåöèôè÷åñêè
ñâÿçûâàþùèìñÿ ñ àìèëîèäàìè, ïîçâîëÿåò îöåíèòü èõ êî-
ëè÷åñòâî (ðèñ. 3, à—ã). Ó øòàììà VSY72 èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè îñàäî÷íûõ áåëêîâ èç êðàñíûõ êëåòîê îêà-
çàëàñü íèæå, ÷åì ó áåëûõ êëåòîê, â òî âðåìÿ êàê áåëêè ñó-
ïåðíàòàíòîâ ðàçëè÷àëèñü ïðîòèâîïîëîæíûì îáðàçîì
(ðèñ. 3, à). Â êëåòêàõ, âûðàùåííûõ íà ðàôèíîçå (ðèñ. 3,
á), íè â îäíîé èç ôðàêöèé áåëêîâ ðàçëè÷èé ìåæäó ïðîèç-
âîäíûìè r è w íå îáíàðóæåíî. Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû
ïîëó÷åíû íà êëåòêàõ øòàììà VSY73 (ðèñ. 3, â, ã). Ýòî ãî-
âîðèò î òîì, ÷òî êîëè÷åñòâî àìèëîèäîâ ó ïðîèçâîäíûõ r è
w øòàììîâ VSY72 è VSY73 â áîëüøîé ìåðå çàâèñèò îò
êîëè÷åñòâà àìèëîèäíîé ôîðìû êëîíèðîâàííîãî a-ñèíóê-
ëåèíà.

Áîëåå ïðÿìûå äàííûå î êîëè÷åñòâå a-ñèíóêëåèíà â
ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå êðàñíîãî ïèãìåíòà áûëè ïî-
ëó÷åíû â ýêñïåðèìåíòàõ c áëîò-ãèáðèäèçàöèåé. Áåëêè èç
îñàäî÷íîé è ñóïåðíàòàíòíîé ôðàêöèé, âûäåëåííûå èç
êðàñíûõ è áåëûõ ïðîèçâîäíûõ VSY72 è VSY73 è ðàçäå-
ëåííûå â ÏÀÀÃ, ãèáðèäèçèðîâàëè ñ àíòèòåëàìè ê a-ñè-
íóêëåèíó. Íà ðèñ. 3, ä âèäíî, ÷òî â îáîèõ øòàììàõ êîëè-
÷åñòâî a-ñèíóêëåèíà â îñàäêàõ (ò. å. àãðåãèðîâàííîãî
a-ñèíóêëåèíà) â ïðèñóòñòâèè êðàñíîãî ïèãìåíòà ñòàíî-
âèòñÿ ìåíüøå, à íåàãðåãèðîâàííîãî (èëè àãðåãèðîâàííîãî
â ñëàáîé ñòåïåíè) è ñîîòâåòñòâåííî îêàçàâøåãîñÿ â ñó-
ïåðíàòàíòå áîëüøå (ðèñ. 3, å).

Â ë è ÿ í è å ó ñ ë î â è é ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ è ä å é -
ñ ò â è å ý ê ç î ã å í í î ã î ï è ã ì å í ò à ä ð î æ æ å é í à
a - ñ è í ó ê ë å è í. Ìû ïîñòàðàëèñü âûÿñíèòü, êàê ýêçîãåí-
íûé êðàñíûé ïèãìåíò âëèÿåò íà ïðîÿâëåíèå a-ñèíóêëåè-
íà â øòàììàõ VSY72 è VSY73. Îñíîâíàÿ ðàáîòà âåëàñü ñ
ïðèðîäíûì ïèãìåíòîì, âûäåëåííûì è îõàðàêòåðèçîâàí-
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Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ýíäîãåííîãî ïèãìåíòà íà ñðåäíèé óðîâåíü ôëóîðåñöåíöèè (Mn), äîëþ ôëóîðåñöèðóþùèõ (GFP+) è ìåðòâûõ (PI+)
êëåòîê ó øòàììîâ VSY72 (à) è VSY73 (á) ïðè ðîñòå íà ñåëåêòèâíûõ ñðåäàõ â òå÷åíèå 5 ñóò.



íûì, êàê îïèñàíî ðàíåå (Nevzglyadova et al., 2011). Îäíà-
êî ïðåäñòàâëÿëî èíòåðåñ ñðàâíèòü åãî äåéñòâèå ñ äâóìÿ
äðóãèìè ôîðìàìè êðàñíîãî ïèãìåíòà, ìîëåêóëÿðíàÿ ìàñ-
ñà êîòîðûõ çíà÷èòåëüíî ìåíüøå. Îäíó èç ýòèõ ôîðì ïî-
ëó÷àëè ñ ïîìîùüþ êèñëîòíîãî ãèäðîëèçà, à äðóãàÿ ïðåä-
ñòàâëÿëà ñîáîé ñèíòåòè÷åñêèé êðàñíûé ïèãìåíò, ðåçóëü-
òàò ïîëèìåðèçàöèè àìèíîèìèäàçîëðèáîòèäà (Àìåí è äð.,
2012).

Ïèãìåíò äîáàâëÿëè â æèäêóþ ñèíòåòè÷åñêóþ ñðåäó ñ
ãàëàêòîçîé îäíîâðåìåííî ñ èíîêóëÿòîì. Ïðåäâàðèòåëüíî
ìû îòðàáîòàëè óñëîâèÿ ðîñòà êóëüòóð, ïðè êîòîðûõ äîëÿ
a-ñèíóêëåèíîâûõ âêëþ÷åíèé áûëà îïòèìàëüíîé äëÿ íà-
øèõ ýêñïåðèìåíòîâ. Äëÿ ýòîãî ìû âûðàùèâàëè êóëüòóðû
â æèäêîé ñðåäå, êîòîðàÿ îáðàçóåò ìîíîñëîé íà äíå ôëàêî-
íà ïðè 30 °Ñ áåç êà÷àíèÿ. Ñïóñòÿ 12—20 ÷ â øòàììå
VSY72 îêîëî 30 % êëåòîê èìåþò a-ñèíóêëåèíîâûå âêëþ-
÷åíèÿ, â òî âðåìÿ êàê ó VSY73 èõ äîëÿ ìîæåò ïðåâûøàòü
60 % (ðèñ. 1, á). Ñóùåñòâåííûì ïðè ýòîì ÿâëÿåòñÿ êîëè-
÷åñòâî êëåòîê, âíåñåííûõ ïðè çàðàæåíèè. Êëåòêè, ñëó-
æèâøèå èíîêóëÿòîì, âûðàùèâàëè íà ðàôèíîçî- èëè ãëþ-
êîçîñîäåðæàùåé àãàðèçîâàííîé ñðåäå â òå÷åíèå íî÷è.
Çíà÷åíèå ÎÄ660 èíîêóëÿòà ïðèâîäèëè ê 30 óñë. åä. è áðàëè
ïî 3 ìêë èíîêóëÿòà íà 250 ìêë ãàëàêòîçîñîäåðæàùåé ñèí-
òåòè÷åñêîé ñðåäû.

Íà ðèñ. 4 âèäíî, ÷òî ïðè íàðîñòå â ìîíîñëîå ñ êà÷à-
íèåì ê 24 ÷ êëåòêè âñåõ òðåõ øòàììîâ ïðàêòè÷åñêè äî-
ñòèãàþò ñòàöèîíàðíîé ôàçû ðîñòà. Ïðè ýòîì êóëüòóðà
VSY71, êîòîðàÿ ñîäåðæèò âåêòîðíóþ ìîëåêóëó áåç ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé a-ñèíóêëåèí, ðàñòåò ïî÷-
òè îäèíàêîâî ñ êà÷àíèåì è áåç êà÷àíèÿ. Â òî æå âðåìÿ íà-
ðîñò ó êóëüòóð VSY72 è VSY73 èäåò çíà÷èòåëüíî èíòåí-
ñèâíåå ïðè êà÷àíèè, ïðè÷åì ñêîðîñòü ðîñòà ýòèõ
øòàììîâ îòëè÷àåòñÿ îò êîíòðîëüíîãî VSY71 è ðàçëè÷à-
åòñÿ ìåæäó ñîáîé. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýòè ðàçëè-
÷èÿ ñâÿçàíû ñ ðàçíîé ñïîñîáíîñòüþ VSY72 è VSY73 íà-
êàïëèâàòü a-ñèíóêëåèíîâûå âêëþ÷åíèÿ.

Ìû ïîñòàðàëèñü îòâåòèòü íà âîïðîñ î òîì, åñòü ëè ïî-
ëîæèòåëüíàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó íàêîïëåíèåì âêëþ÷åíèé
è ãèáåëüþ êëåòîê â óñëîâèÿõ ðîñòà øòàììîâ VSY72 è
VSY73 ñ êà÷àíèåì è áåç êà÷àíèÿ. Êðîìå òîãî, ñ ïîìîùüþ
ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðîìåòðèè îöåíèâàëè ýêñïðåññèþ
a-ñèíóêëåèíà, ò. å. äîëþ GFP+-êëåòîê, à òàêæå âåëè÷èíó
Mn. Êóëüòóðû âûðàùèâàëè â îáúåìå ñèíòåòè÷åñêîé æèä-
êîé ñðåäû 750 ìêë ñ êà÷àíèåì è áåç êà÷àíèÿ. Ïîêàçàòåëè
ñíèìàëè ÷åðåç 6, 12, 24, 36 è 48 ÷, îòáèðàÿ ïî 60 ìêë êóëü-
òóð. Ñðåäíèå çíà÷åíèÿ èç 4 ïîâòîðîâ ýêñïåðèìåíòà ïðåä-
ñòàâëåíû ãðàôè÷åñêè íà ðèñ. 5. Ñðàâíåíèå ïî ïîêàçàòåëþ
Mn ó øòàììà VSY72 ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî â óñëî-
âèÿõ êà÷àíèÿ íåñêîëüêî ñíèæàåòñÿ ñðåäíåå çíà÷åíèå Mn
â ïåðèîä ðîñòà 6—24 ÷, à çàòåì ðàçëè÷èÿ èñ÷åçàþò. Èíòå-
ðåñíî, ÷òî â íà÷àëå è â êîíöå ðîñòà êëåòêè îáíàðóæèâàþò
ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâîå ñðåäíåå ñâå÷åíèå (îêîëî 40 óñë.
åä.). Ó øòàììà VSY73 ðàñõîæäåíèå âûÿâëÿåòñÿ òîëüêî
ïîñëå 36 ÷ âûðàùèâàíèÿ, ïðè÷åì êà÷àíèå, êàê è â ñëó÷àå
VSY72, ñíèæàåò ïîêàçàòåëü Mn (ðèñ. 5, à, á). Ñëåäóåò îò-
ìåòèòü, ÷òî ìàêñèìàëüíàÿ âåëè÷èíà ýòîãî ïîêàçàòåëÿ ó
VSY73 çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì ó VSY72, ïðè ëþáûõ
óñëîâèÿõ ðîñòà.

Ãðàôèêè, îòðàæàþùèå âðåìåíí*óþ äèíàìèêó äîëè
GFP+-êëåòîê ó øòàììîâ VSY72 è VSY73, ïîêàçûâàþò,
÷òî äîëÿ òàêèõ êëåòîê â öåëîì áîëüøå ó VSY72, ÷åì ó
VSY73, â ñëó÷àå ðîñòà êàê ñ êà÷àíèåì, òàê è áåç êà÷àíèÿ
(ðèñ. 5, â, ã). Ïðè ýòîì íà÷èíàÿ ñ 12 ÷ ýòà âåëè÷èíà îêàçû-
âàåòñÿ áîëüøå ó êëåòîê, ðàñòóùèõ ñ êà÷àíèåì.

Äîëÿ êëåòîê ñ àãðåãàòàìè ó VSY73 îêàçûâàåòñÿ
âûøå, ÷åì VSY72 (ðèñ. 5, ä, å). Â îáîèõ øòàììàõ äîëÿ
êëåòîê ñ àãðåãàòàìè âûøå, êîãäà êóëüòóðû ðîñëè áåç êà-
÷àíèÿ.

Ãðàôèêè, èëëþñòðèðóþùèå èçìåíåíèå äîëè ïîãèá-
øèõ êëåòîê (ðèñ. 5, æ, ç), âûÿâëÿþò çíà÷èòåëüíûå ðàçëè-
÷èÿ ìåæäó êëåòêàìè, âûðàùåííûìè â ðàçíûõ óñëîâèÿõ.
Â îáîèõ øòàììàõ ðîñò áåç êà÷àíèÿ ïðèâîäèò ê áîëüøåé
ãèáåëè êëåòîê. Ìåæäó ñîáîé êëåòêè ðàçíûõ øòàììîâ òàê-
æå ðàçëè÷àþòñÿ — êëåòêè VSY73 ãèáíóò ÷àùå íåçàâèñè-
ìî îò óñëîâèé âûðàùèâàíèÿ.

Èíòåðåñíî ñîïîñòàâèòü, åñòü ëè ñîîòâåòñòâèå ìåæäó
ïîñòåïåííûì âîçðàñòàíèåì ãèáåëè êëåòîê (ðèñ. 5, æ, ç)
è äîëè âêëþ÷åíèé (ðèñ. 5, ä, å), îïðåäåëÿåìîé âèçó-
àëüíî ÷åðåç òå æå âðåìåíí*ûå èíòåðâàëû. Âèäíî, ÷òî
ñîîòâåòñòâèå ìåæäó ïîâûøåíèåì äîëè êëåòîê ñ
a-ñèíóêëåèíîâûìè âêëþ÷åíèÿìè è äîëåé ìåðòâûõ êëå-
òîê íàáëþäàåòñÿ ïðèìåðíî äî 12 ÷, à äàëåå äîëÿ âêëþ÷å-
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Ðèñ. 3. Ðàñïðåäåëåíèå àìèëîèäîâ â îñàäêàõ (1) è ñóïåðíàòàí-
òàõ (2) êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ èç r- è w-ïðîèçâîäíûõ øòàììîâ

VSY72 (à, á) è VSY73 (â, ã).

à — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ) òèîôëàâèíà Ò ïðè ðîñòå VSY72
íà ãàëàêòîçå; á — òî æå íà ðàôèíîçå; â — ÈÔ òèîôëàâèíà Ò ïðè ðîñòå
VSY73 íà ãàëàêòîçå; ã — òî æå íà ðàôèíîçå. Âî âñåõ âàðèàíòàõ äîëè îñàä-
êà è ñóïåðíàòàíòà âû÷èñëÿëè îòíîñèòåëüíî îáùåãî êîëè÷åñòâà êëåòî÷-
íûõ àìèëîèäîâ; ä, å — Âåñòåðí-áëîòèíã ñ àíòèòåëàìè ê a-ñèíóêëåèíó
áåëêîâ èç ôðàêöèé îñàäêîâ (ä) è ñóïåðíàòàíòîâ (å). Ñïðàâà óêàçàíû ìàð-

êåðû ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ.



íèé ïàäàåò, â òî âðåìÿ êàê äîëÿ ïîãèáøèõ êëåòîê óâåëè-
÷èâàåòñÿ.

Äàëåå ìû âûÿñíÿëè, ñêàçûâàþòñÿ ëè óñëîâèÿ âûðà-
ùèâàíèÿ êëåòîê íà íàêîïëåíèè èìè àìèëîèäîâ. Äëÿ ýòîãî
êëåòêè øòàììà VSY73 âûðàùèâàëè â òå÷åíèå 2.5 ñóò â
æèäêîé ãàëàêòîçîñîäåðæàùåé ñåëåêòèâíîé ñðåäå ñ êà÷à-
íèåì è áåç êà÷àíèÿ. Ïîñëå ïîëó÷åíèÿ, âûðàâíèâàíèÿ ïî
áåëêó è öåíòðèôóãèðîâàíèÿ êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ ê ñóñïåí-
äèðîâàííûì áåëêàì îñàäêîâ è ñóïåðíàòàíòîâ äîáàâëÿëè
òèîôëàâèí Ò. Îöåíèâàëè èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
êðàñèòåëÿ, ñâÿçàííîãî ñ àìèëîèäíûìè áåëêàìè â îáåèõ
ôðàêöèÿõ, à òàêæå äîëþ àìèëîèäîâ â ïðîöåíòàõ. Ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 6, à. Äîëÿ àìè-
ëîèäà â îñàäêå ëèçàòà êëåòîê VSY73, âûðàùåííûõ áåç êà-
÷àíèÿ, âûøå, ÷åì ó VSY73, âûðàùåííîãî ñ êà÷àíèåì.
Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýòîò ðåçóëüòàò ÿâëÿåòñÿ ñëåä-
ñòâèåì òîãî, ÷òî êà÷àíèå ïðåïÿòñòâóåò íàêîïëåíèþ àãðå-
ãàòîâ a-ñèíóêëåèíà (ðèñ. 5, æ, ç). Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ
ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ìû ïðîâåëè áëîò-ãèáðèäèçàöèþ
áåëêîâ îñàäî÷íîé è ñóïåðíàòàíòíîé ôðàêöèé ñ àíòèòåëà-
ìè ê a-ñèíóêëåèíó. Êàê âèäíî íà ðèñ. 6, á, êà÷àíèå
óìåíüøàåò êîëè÷åñòâî a-ñèíóêëåèíà â îñàäêå è óâåëè÷è-
âàåò â ñóïåðíàòàíòå.

Äëÿ èçó÷åíèÿ äåéñòâèÿ ðàçíûõ ôîðì ýêçîãåííîãî
êðàñíîãî ïèãìåíòà (Ð0, P1, MeAIR) íà àãðåãàöèþ, ýêñï-
ðåññèþ è òîêñè÷íîñòü êëîíèðîâàííîãî a-ñèíóêëåèíà ÷å-
ëîâåêà ìû âûðàùèâàëè êóëüòóðû â ñèíòåòè÷åñêîé ãàëàê-
òîçîñîäåðæàùåé ñðåäå áåç êà÷àíèÿ â òå÷åíèå 2.5—3 ñóò.
Ïðè ýòîì ïèãìåíò äîáàâëÿëè â ìîìåíò çàðàæåíèÿ. Íà
ðèñ. 7, à, á ïîêàçàíî, êàê ðàçíûå ôîðìû ïèãìåíòà äåéñò-
âóþò íà Mn a-Syn-GFP â øòàììàõ VSY72 è VSY73. Îá
îòëè÷èÿõ îò êîíòðîëÿ êëåòîê VSY72 ìîæíî ãîâîðèòü â

äâóõ ñëó÷àÿõ: P0 ïîíèæàåò, à MeAIR ïîâûøàåò Mn.
Ó øòàììà VSY73 ðàçëè÷èé ìåæäó êîíòðîëåì è ïèãìåí-
òîì ðàçíûõ ôîðì íåò, ïðè ýòîì óðîâåíü Mn íåñêîëüêî
âûøå, ÷åì â øòàììå VSY72.

Ìû îõàðàêòåðèçîâàëè ýêñïðåññèþ a-ñèíóêëåèíà öè-
òîôëóîðîìåòðè÷åñêè ïî äîëå GFP+-êëåòîê (ðèñ. 7, â, ã).
Ïî ýòîìó ïðèçíàêó ó VSY72 è VSY73 íàáëþäàþòñÿ ðàç-
ëè÷èÿ ìåæäó êîíòðîëåì è âñåìè äðóãèìè ïèãìåíòíûìè
ïðîáàìè. Äîëÿ GFP+-êëåòîê ïîä äåéñòâèåì ïèãìåíòîâ
ðàçíûõ ôîðì ïîâûøàåòñÿ, ïðè÷åì ïî ýòîìó ïðèçíàêó
øòàììû ìåæäó ñîáîé íå ðàçëè÷àþòñÿ. ×òî êàñàåòñÿ êîëè-
÷åñòâà àãðåãàòîâ (ðèñ. 7, ä, å), òî îíî îïðåäåëåííî çàâèñèò
îò ôîðìû ïèãìåíòà. Ó øòàììà VSY72 òîëüêî ïèãìåíò P1
âûçûâàåò ïîâûøåíèå äîëè âêëþ÷åíèé ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì, â òî âðåìÿ êàê ó øòàììà VSY73 ïðåâûøåíèÿ
ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì âûçûâàþò P0, P1 è PHyd. Ïðè
ýòîì âåëè÷èíà ýòîãî ïîêàçàòåëÿ âî âñåõ ñëó÷àÿõ ó VSY73
âûøå, ÷åì ó VSY72.

Íàèáîëüøèé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò âëèÿíèå ýêçîãåí-
íîãî ïèãìåíòà íà òîêñè÷íîñòü a-ñèíóêëåèíà. Îêàçàëîñü,
÷òî âñå ôîðìû ïèãìåíòà çíà÷èòåëüíî ñíèæàþò äîëþ ìåð-
òâûõ PI+-êëåòîê (ðèñ. 7, æ, ç). Äëÿ øòàììà VSY72 íàèáî-
ëåå àêòèâíû òàêèå ôîðìû êðàñíîãî ïèãìåíòà, êàê P0 è P1,
à äëÿ VSY73 — P0 è MeAIR.

Âëèÿíèå ýêçîãåííîãî ïèãìåíòà P1 íà êîëè÷åñòâî àìè-
ëîèäîâ èçó÷àëè íà êëåòêàõ øòàììà VSY73, âûðàùèâàå-
ìûõ â òå÷åíèå 2.5—3 ñóò áåç êà÷àíèÿ. Ïðîâåðÿëè èíòåí-
ñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè òèîôëàâèíà Ò, ñâÿçàííîãî ñ
àìèëîèäîì îñàäêà â ñëó÷àå, êîãäà êëåòêè ðîñëè íà ãàëàê-
òîçå è ðàôèíîçå. Â ïåðâîì ñëó÷àå èíäóöèðîâàëñÿ ñèíòåç
a-ñèíóêëåèíà, à âî âòîðîì ñèíòåç îòñóòñòâîâàë. Êàê âèä-
íî èç ðèñ. 8, à, â ïðèñóòñòâèè Ð1 êîëè÷åñòâî àìèëîèäîâ â
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Ðèñ. 4. Êðèâûå ðîñòà êëåòîê ðàçíûõ øòàììîâ äðîææåé â ñèíòåòè÷åñêîé ãàëàêòîçî-ñîäåðæàùåé æèäêîé ñðåäå â òå÷åíèå 3 ñóò ñ êà-
÷àíèåì (êðèâûå 1) è áåç êà÷àíèÿ (êðèâûå 2).

OD660 — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ñóñïåíçèé.



êëåòêå ñíèæàëîñü, òîëüêî åñëè ñèíòåç a-ñèíóêëåèíà èí-
äóöèðîâàëñÿ ãàëàêòîçîé. Ýòî ãîâîðèò â ïîëüçó çíà÷èòåëü-
íîãî âêëàäà a-ñèíóêëåèíîâûõ àãðåãàòîâ â ñóììàðíîå êî-
ëè÷åñòâî êëåòî÷íîãî àìèëîèäà.

Êàê èìåííî êðàñíûé ïèãìåíò âëèÿåò íà íàêîï-
ëåíèå a-ñèíóêëåèíà â êëåòêå, âèäíî íà ðèñ. 8, á, íà êî-
òîðîì ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû áëîò-ãèáðèäèçàöèè

êëåòî÷íûõ áåëêîâ ñ àíòèòåëàìè ê a-ñèíóêëåèíó. Êîëè÷å-
ñòâî a-ñèíóêëåèíà â îñàäî÷íîé ôðàêöèè ëèçàòîâ, ñîäåð-
æàùåé êðóïíûå àãðåãàòû, ïîä âîçäåéñòâèåì êðàñíîãî
ïèãìåíòà ñòàíîâèòñÿ ìåíüøå çà ñ÷åò ôðàêöèè ñóïåðíà-
òàíòà. Ýòî îòíîñèòñÿ ê îáîèì øòàììàì, íåçàâèñèìî îò
òîãî, â êàêèõ óñëîâèÿõ (ñ êà÷àíèåì èëè áåç) íàðàùèâà-
ëèñü êëåòêè.

Âëèÿíèå êðàñíîãî ïèãìåíòà äðîææåé S. cerevisiae íà ïðîÿâëåíèå êëîíèðîâàííîãî a-ñèíóêëåèíà ÷åëîâåêà 207

Ðèñ. 5. Âðåìåíí *àÿ çàâèñèìîñòü ïðîÿâëåíèé a-ñèíóêëåèíà ó øòàììîâ VSY72 è VSY73 ïðè ðîñòå ñ êà÷àíèåì (êðèâûå 1) è áåç êà÷à-
íèÿ (êðèâûå 2).

à, á — çíà÷åíèÿ Mn äëÿ VSY72 è VSY73 ñîîòâåòñòâåííî; â, ã — äîëÿ GFP+-êëåòîê ó VSY72 è VSY73; ä, å — äîëÿ êëåòîê ñ àãðåãàòàìè (çäåñü è íà ðèñ. 7
àãð+) ó VSY72 è VSY73; æ, ç — äîëÿ PI+-êëåòîê ó VSY72 è VSY73.



Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó÷àëè âëèÿíèå ýíäîãåííîãî è
ýêçîãåííîãî êðàñíîãî ïèãìåíòà íà ôëóîðåñöåíöèþ è
òîêñè÷íîñòü ãèáðèäíîãî a-ñèíóêëåèíà â äâóõ øòàììàõ
äðîææåé. Èññëåäîâàëè êàê VSY72, íåñóùèé a-ñèíóêëåèí
äèêîãî òèïà, òàê è VSY73 ñ àìèíîêèñëîòíîé çàìåíîé
S129A, ïðèâîäÿùåé ê îòñóòñòâèþ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ â
ýòîì ïîëîæåíèè (Sancenon et al., 2012; Tenreiro et al.,
2014b).

Ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìîäèôèêàöèè èìåþò áîëüøîå
çíà÷åíèå â óêëàäêå, àãðåãàöèè è ôóíêöèîíèðîâàíèè áåë-
êîâ è ñîîòâåòñòâåííî èãðàþò áîëüøóþ, õîòÿ è ïðîòèâî-
ðå÷èâóþ ðîëü ïðè íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèÿõ.
Âàæíûìè îòëè÷èòåëüíûìè ÷åðòàìè áîëåçíè Ïàðêèíñîíà
ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî a-ñèíóêëåèí ó áîëüíûõ íàêàïëèâàåòñÿ â
òåëüöàõ Ëåâè (Spillantini et al., 1997, 1998) è ôîñôîðèëè-
ðóåòñÿ ïî 129-ìó ïîëîæåíèþ (Anderson et al., 2006). Âëè-
ÿíèå òàêîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ íà àãðåãàöèþ è òîêñè÷-
íîñòü a-ñèíóêëåèíà èññëåäîâàëè ïðè ïîìîùè ìóòàíòîâ,
çàòðàãèâàþùèõ ñåðèí, ðàñïîëîæåííûé â ýòîì ïîëîæåíèè
â íîðìå. Îäíàêî ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå â ðàçíûõ ìî-
äåëüíûõ ñèñòåìàõ, îêàçàëèñü êðàéíå ïðîòèâîðå÷èâûìè
(Sato et al., 2013; Tenreiro et al., 2014a).

Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ìóòàöèÿ, ïðèâîäÿùàÿ ê äå-
ôîñôîðèëèðîâàíèþ â øòàììå VSY73, íå ñêàçûâàåòñÿ íà

äåéñòâèè êðàñíîãî ïèãìåíòà, êîãäà îí ñèíòåçèðóåòñÿ
âíóòðè êëåòêè. Â øòàììàõ VSY72 è VSY73 ó êðàñíûõ
êëåòîê âåëè÷èíà Mn îêàçûâàåòñÿ îêîëî 25—30 óñë. åä., à
äîëÿ ìåðòâûõ êëåòîê êîëåáëåòñÿ îêîëî 10 %. Â òî æå
âðåìÿ â îòñóòñòâèå êðàñíîãî ïèãìåíòà (ó áåëûõ êëåòîê)
ðàçëè÷èÿ ìåæäó øòàììàìè ïî îáîèì ïðèçíàêàì äîñòî-
âåðíû (ðèñ. 2). Êàê è â äðóãèõ ýêñïåðèìåíòàõ íà äàííîé
ñèñòåìå (Sancenon et al., 2012; Tenreiro et al., 2014b), ìó-
òàíòíûé a-ñèíóêëåèí îêàçàëñÿ áîëåå òîêñè÷íûì. Îäíàêî
ïîä äåéñòâèåì êðàñíîãî ïèãìåíòà ýòà ðàçíèöà ïðàêòè÷å-
ñêè èñ÷åçàåò. Ïîñêîëüêó ïîêàçàíî, ÷òî ðàçíèöà ìåæäó äè-
êèì òèïîì è ìóòàíòîì S129A çàâèñèò îò íåñïîñîáíîñòè
ìóòàíòà àêòèâèðîâàòü ïóòè êîíòðîëÿ êà÷åñòâà áåëêà (Son-
tag et al., 2014), â ÷àñòíîñòè àóòîôàãèþ (Rubinsztein et al.,
2007), êðàñíûé ïèãìåíò ÿâíî âëèÿåò íà ýòîò ïóòü.

Ñðàâíèâàÿ ìåæäó ñîáîé âëèÿíèå ýíäîãåííîãî è ýêçî-
ãåííîãî ïèãìåíòîâ íà ïîêàçàòåëè ôëóîðåñöåíöèè, ñëåäó-
åò îòìåòèòü, ÷òî ïåðâûé èç íèõ (ðèñ. 2) ïîäàâëÿåò âåëè÷è-
íó Mn, â òî âðåìÿ êàê ïî÷òè âñå èçó÷åííûå íàìè ôîðìû
ýêçîãåííîãî ïèãìåíòà íà ýòîò ïîêàçàòåëü ïðàêòè÷åñêè íå
âëèÿþò (ðèñ. 7, à, á). Äðóãîé ïðèçíàê, äîëÿ GFP+-êëåòîê,
íàîáîðîò, ïîäâåðæåí âëèÿíèþ ýêçîãåííîãî ïèãìåíòà —
âñå ôîðìû ýêçîãåííîãî êðàñíîãî ïèãìåíòà åå óâåëè÷èâà-
þò, â òî âðåìÿ êàê ýíäîãåííûé ïèãìåíò íà íåå íå âëèÿåò
(ñð. ðèñ. 2 è ðèñ. 7, â, ã).

Îñîáîãî âíèìàíèÿ çàñëóæèâàþò ñâÿçü ìåæäó òîêñè÷-
íîñòüþ a-ñèíóêëåèíà è ÷àñòîòîé ñèíóêëåèíîâûõ öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêèõ âêëþ÷åíèé, à òàêæå âëèÿíèå êðàñíîãî
ïèãìåíòà (ýêçîãåííîãî è ýíäîãåííîãî) íà ýòè ïîêàçàòåëè.
Î òîêñè÷íîñòè èçâåñòíî, ÷òî íà âñåõ ýòàïàõ àãðåãàöèè è
àìèëîèäèçàöèè a-ñèíóêëåèíà îò ìîíîìåðà ê äèìåðó, çà-
òåì ê ðàçíûì ëèíåéíûì è çàêîëüöîâàííûì îëèãîìåðàì, ê
ïðîòîôèáðèëëàì è íàêîíåö, ê àìèëîèäíûì ôèáðèëëàì è
àãðåãàòàì âñòðå÷àþòñÿ òîêñè÷íûå ìîëåêóëû (Tenreiro
et al., 2013). Íî äàæå åñëè îñíîâíûì òîêñè÷íûì ïðîäóê-
òîì ÿâëÿåòñÿ îëèãîìåð, êàê ýòî ïîêàçàíî â ðÿäå ðàáîò
(Outeiro et al., 2008; Brown, 2010; Winner et al., 2011), ýòî
íå çíà÷èò, ÷òî êîððåëÿöèè ìåæäó òîêñè÷íîñòüþ è íàëè-
÷èåì àãðåãàòîâ íå äîëæíî áûòü. Òåì áîëåå ÷òî ìíîãèå èñ-
ñëåäîâàòåëè ñòàëêèâàþòñÿ ñ ïîäîáíîé ñâÿçüþ (Sancenon
et al., 2012; Tenreiro et al., 2014à).

Íàëè÷èå ìíîãî÷èñëåííûõ àãðåãàòîâ â êëåòêå ãîâî-
ðèò î òîì, ÷òî êàêîå-òî âðåìÿ íàçàä â êëåòêå íàêîïèëîñü
äîñòàòî÷íî ìíîãî îëèãîìåðîâ. Òîêñè÷íûå îëèãîìåðû â
õîäå íàêîïëåíèÿ çàïóñêàþò ïðîöåññ ãèáåëè êëåòîê, íî
ýòîò ïðîöåññ, êàê è îáðàçîâàíèå àãðåãàòîâ, ðàñòÿíóò
âî âðåìåíè. È ñëåäîâàòåëüíî, åñëè â÷åðà áûëî ìíîãî
òîêñè÷íûõ îëèãîìåðîâ, òî ñåãîäíÿ ìîæíî íàáëþäàòü
ìíîãî ìåðòâûõ êëåòîê. Â ðåçóëüòàòå êîëè÷åñòâî àãðå-
ãàòîâ è êîëè÷åñòâî ìåðòâûõ êëåòîê ìîãóò êàçàòüñÿ âçàè-
ìîñâÿçàííûìè âåëè÷èíàìè, õîòÿ íà ñàìîì äåëå îíè îáà
çàâèñÿò îò êîëè÷åñòâà îëèãîìåðîâ. Òàê êàê ìåæäó ýòèìè
ïîêàçàòåëÿìè íåò ïðÿìîé ñâÿçè, ñîîòâåòñòâèå ìåæäó
òîêñè÷íîñòüþ è äîëåé êëåòîê ñ àãðåãàòàìè çàâèñèò îò
ïîñòàíîâêè ýêñïåðèìåíòà. Òàê, â íàøåé ðàáîòå ïðè ñðàâ-
íåíèè êëåòîê øòàììîâ VSY72 è VSY73 íà ïåðâûõ ýòà-
ïàõ ðîñòà íà ãàëàêòîçîñîäåðæàùåé ñðåäå ìû âèäèì ñîîò-
âåòñòâèå ìåæäó íàêîïëåíèåì àãðåãàòîâ è òîêñè÷íîñòüþ
(Sancenon et al., 2012; Tenreiro et al., 2014à). Îäíàêî
åñëè ñëåäèòü çà äèíàìèêîé èçìåíåíèÿ îáîèõ ïîêàçàòåëåé,
îêàçûâàåòñÿ, ÷òî ñî âðåìåíåì ýòî ñîîòâåòñòâèå íàðóøà-
åòñÿ.

Óñëîâèÿ âûðàùèâàíèÿ äîñòàòî÷íî ñèëüíî âëèÿþò íà
ïîêàçàòåëè îáîèõ øòàììîâ: óâåëè÷èâàåòñÿ äîëÿ êëåòîê ñ
àãðåãàòàìè ïðè ðîñòå áåç êà÷àíèÿ (ðèñ. 1, â) ñ ïîñëåäóþ-
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Ðèñ. 6. Âëèÿíèå óñëîâèé âûðàùèâàíèÿ ñ êà÷àíèåì (ñòîëáöû 1)
è áåç êà÷àíèÿ (ñòîëáöû 2) íà äîëþ àìèëîèäà (à) è êîëè÷åñòâî
a-ñèíóêëåèíà â îñàäêå è ñóïåðíàòàíòå ëèçàòà êëåòîê VSY72 è

VSY73 (á).

à — ÈÔ òèîôëàâèíà Ò äëÿ 2 ôðàêöèé, ïîëó÷åííûõ èç øòàììà VSY73;
á — Âåñòåðí-áëîòèíã ñ àíòèòåëàìè ê a-ñèíóêëåèíó áåëêîâ èç îñàäî÷íîé
ôðàêöèè è ñóïåðíàòàíòîâ, ïîëó÷åííûõ èç ãðóáûõ ëèçàòîâ øòàììîâ

VSY72 è VSY73. Ñïðàâà óêàçàíû ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ.



ùèì óâåëè÷åíèåì äîëè ìåðòâûõ êëåòîê (ðèñ. 5, æ, ç).
Ïðè äåéñòâèè ýíäîãåííîãî êðàñíîãî ïèãìåíòà â îáîèõ
øòàììàõ òàêæå íàáëþäàåòñÿ ñîîòâåòñòâèå ìåæäó äîëåé
êëåòîê ñ àãðåãàòàìè è äîëåé ìåðòâûõ êëåòîê, ïðàâäà, ñàìà
÷àñòîòà êëåòîê ñ âêëþ÷åíèÿìè íà àãàðèçîâàííîé ñåëåê-
òèâíîé ñðåäå çíà÷èòåëüíî ñíèæåíà (ðèñ. 1, à).

Îá ýíäîãåííîì êðàñíîì ïèãìåíòå ìû çíàåì, ÷òî îí
ñêîíöåíòðèðîâàí â âàêóîëè. Îáðàçîâàíèå (ïîëèìåðèçà-
öèÿ) ïèãìåíòà ïðîèñõîäèò â õîäå òðàíñïîðòà àìèíîèìè-
äàçîëðèáîòèäà â âàêóîëü (Chaudhuri et al., 1997; Sharma
et al., 2003). Â òî æå âðåìÿ èçâåñòíî, ÷òî àìèëîèäû íàêàï-
ëèâàþòñÿ â ñàéòå IPOD (insoluble protein deposit — îòëî-
æåíèå íåðàñòâîðèìûõ áåëêîâ), ðàñïîëîæåííîì íà âàêóî-
ëè (Kaganovich et al., 2008). Ñîçäàåòñÿ âïå÷àòëåíèå, ÷òî
ýíäîãåííûé êðàñíûé ïèãìåíò â âàêóîëè îáìåíèâàåòñÿ ñ
a-ñèíóêëåèíîâûì ìàòåðèàëîì èç IPOD. Â ðåçóëüòàòå
ïèãìåíò ìîæåò òîðìîçèòü ôîðìèðîâàíèå àãðåãàòîâ ëèáî
ïðèâîäèòü ê èõ ðåìîäåëèðîâàíèþ èëè ðàñòâîðåíèþ. Ïðè
ýòîì óìåíüøàåòñÿ êîëè÷åñòâî ìåðòâûõ êëåòîê. Âîçìîæ-
íû äâà îáúÿñíåíèÿ ýòîãî ÿâëåíèÿ: âî-ïåðâûõ, òî, ÷òî
òîêñè÷íûìè ÿâëÿþòñÿ ñàìè êðóïíûå àãðåãàòû; âî-âòî-
ðûõ, ÷òî áîëåå âåðîÿòíî, ïðè âîçäåéñòâèè ýíäîãåííîãî
ïèãìåíòà óìåíüøàåòñÿ êîëè÷åñòâî òîêñè÷íûõ îëèãîìå-
ðîâ. Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå IPOD èãðàåò ðåãóëÿòîðíóþ ðîëü
ïðè âûáîðå ïóòè îëèãîìåðèçàöèè àìèëîèäà. Êðîìå òîãî,

ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýíäîãåííûé ïèãìåíò ïðèñóòñò-
âóåò â ìàëûõ êîëè÷åñòâàõ â öèòîïëàçìå äðîææåâûõ êëå-
òîê è òàì âëèÿåò íà ïåðâûå ýòàïû àãðåãèðîâàíèÿ
a-ñèíóêëåèíà, íàïðàâëÿÿ ýòîò ïðîöåññ íå ïî òîêñè÷íîìó
ïóòè. Àãðåãèðîâàíèå a-ñèíóêëåèíà ïî íåòîêñè÷íîìó
ïóòè áûëî ïîêàçàíî äëÿ âîçäåéñòâèÿ ãàëëàòà ýïèãàëëîêà-
òåõèíà (Ehrnhoefer et al., 2008). Ïðè ýòîì óìåíüøàëîñü
êîëè÷åñòâî àìèëîèäà, áîãàòîãî b-ñòðóêòóðàìè, ïðè ôèá-
ðèëëîãåíåçå a-ñèíóêëåèíà.

Áûëà òàêæå ïîêàçàíà êîíâåðñèÿ óæå ñôîðìèðîâàí-
íûõ a-ñèíóêëåèíîâûõ àãðåãàòîâ â àìîðôíóþ íåòîêñè÷-
íóþ ôîðìó (Bieschke et al., 2010). Òàêàÿ ìîäåëü ìîæåò
áûòü ïðèëîæèìà è ê íàøèì äàííûì, õîòÿ ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî â
îòëè÷èå îò íåêîòîðûõ äðóãèõ ñàéòîâ, òàêèõ êàê ñòðåññî-
âûå ãðàíóëû è JUNQ (juxtanuclear quality control compart-
ment) (íà ñâîèõ ðàííèõ ñòàäèÿõ), öèòîïëàçìàòè÷åñêèå
ñàéòû òèïà IPOD ÿâëÿþòñÿ íåîáðàòèìûìè òåðìèíàëüíû-
ìè «ìîãèëüíèêàìè» àìèëîèäíûõ àãðåãàòîâ (Kaganovich
et al., 2008; Amen, Kaganovich, 2015). Ïðàâäà, ó äàííûõ
àâòîðîâ íå áûëî â ðóêàõ òàêîãî àãåíòà, êàê êðàñíûé ïèã-
ìåíò, äëÿ âîçäåéñòâèÿ íà IPOD «èçíóòðè», ñî ñòîðîíû âà-
êóîëè. Âîçìîæíî, ÷òî êðàñíûé ïèãìåíò ïîçâîëèò ïåðå-
ñìîòðåòü ðîëü IPOD.

Ñòîèò èìåòü â âèäó è àëüòåðíàòèâóþ èíòåðïðåòàöèþ.
Åñëè, êàê ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, îñîáîé òîêñè÷íîñòüþ îáëàäà-

Âëèÿíèå êðàñíîãî ïèãìåíòà äðîææåé S. cerevisiae íà ïðîÿâëåíèå êëîíèðîâàííîãî a-ñèíóêëåèíà ÷åëîâåêà 209

Ðèñ. 7. Âëèÿíèå ðàçíûõ ôîðì ýêçîãåííîãî êðàñíîãî ïèãìåíòà (Ð0, Ð1, PHyd è MeAIR) íà ïðîÿâëåíèÿ a-ñèíóêëåèíà ó øòàììîâ
VSY72 (à, â, ä, æ) è VSY73 (á, ã, å, ç).

à, á — âåëè÷èíà Mn; â, ã — äîëÿ GFP+-êëåòîê; ä, å — äîëÿ àãð+-êëåòîê; æ, ç — äîëÿ ìåðòâûõ (PI+) êëåòîê.



þò íåïðàâèëüíî óëîæåííûå îòíîñèòåëüíî ïîäâèæíûå
ïåïòèäû, ïîïàäàþùèå â JUNQ (Weisberg et al., 2012), îêà-
çàâøèåñÿ â IPOD ìîëåêóëû a-ñèíóêëåèíà íå ñòîëü îïàñ-
íû äëÿ êëåòêè. Òîãäà îñíîâíóþ íàãðóçêó â äåéñòâèè êðàñ-
íîãî ïèãìåíòà íà àìèëîèäû íåñóò ìîëåêóëû ïèãìåíòà,
íàõîäÿùèåñÿ âíå âàêóîëè. Ýòà àëüòåðíàòèâà íàïðàøèâà-
åòñÿ äëÿ îáúÿñíåíèÿ äåéñòâèÿ ýêçîãåííîãî ïèãìåíòà.

Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ýêçîãåííûé êðàñíûé ïèãìåíò, êàê è
ýíäîãåííûé, ñíèæàåò òîêñè÷íîñòü a-ñèíóêëåèíà äëÿ
äðîææåé. Ñêîðåå âñåãî, ïðè ýòîì ñíèæàåòñÿ êîëè÷åñòâî
òîêñè÷íîãî èíòåðìåäèàòà. Íî ïðè äåéñòâèè ýíäîãåííîãî
è ýêçîãåííîãî êðàñíîãî ïèãìåíòà íàìè âûÿâëåíû è íåêî-
òîðûå ðàçëè÷èÿ. Åñëè ýíäîãåííûé êðàñíûé ïèãìåíò ñíè-
æàåò êîëè÷åñòâî âèäèìûõ àãðåãàòîâ, òî ýêçîãåííûé ïèã-
ìåíò âëèÿåò íà ýòîò ïîêàçàòåëü ïðîòèâîïîëîæíûì îáðà-
çîì, óâåëè÷èâàÿ ÷èñëî êëåòîê ñ öèòîïëàçìàòè÷åñêèìè
âêëþ÷åíèÿìè. Ñîçäàåòñÿ âïå÷àòëåíèå, ÷òî êðàñíûé ïèã-
ìåíò ñêëåèâàåò ìåëêèå a-ñèíóêëåèíîâûå îëèãîìåðû è
(èëè) ïðîòîôèáðèëëû, óâåëè÷èâàÿ òàêèì îáðàçîì êîëè÷å-
ñòâî âèäèìûõ àãðåãàòîâ. Äåéñòâèòåëüíî, ðàíåå ïðè ïîìî-
ùè òðàíñìèññèîííîé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè ìû íà-
áëþäàëè «ñêëåèâàíèå» ôèáðèëë àìèëîèäà-b ïîä âîçäåé-
ñòâèåì êðàñíîãî ïèãìåíòà, õîòÿ â ýòîé ñèñòåìå äåéñòâèå
êðàñíîãî ïèãìåíòà íå ïðèâîäèëî ê óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñò-
âà âèäèìûõ â ñâåòîâîì ìèêðîñêîïå àãðåãàòîâ (Nevzglya-
dova et al., 2015).

Îñòàåòñÿ íåâûÿñíåííûì, ãäå ïðîèñõîäèò êîíòàêò
ìåæäó ýêçîãåííûì êðàñíûì ïèãìåíòîì è a-ñèíóêëåè-
íîì. Åñëè ýêçîãåííûé ïèãìåíò è ðåêðóòèðóåòñÿ â âà-

êóîëü, òî íå ñëèøêîì ýôôåêòèâíî. Ìû íàáëþäàëè
ïðîíèêíîâåíèå êðàñíîãî ïèãìåíòà â êëåòêó, íî ïðîíèê-
íîâåíèå â âàêóîëü íå áûëî ÿâíûì (Nevzglyadova et al.,
2015). Ñêîðåå âñåãî, ýôôåêòèâíàÿ êîíöåíòðàöèÿ ýêçîãåí-
íîãî êðàñíîãî ïèãìåíòà â öèòîïëàçìå âûøå, à êîëè÷åñòâî
â âàêóîëè íèæå, ÷åì â ñëó÷àå ýíäîãåííîãî êðàñíîãî ïèã-
ìåíòà. Â òî æå âðåìÿ ñíèæåíèå òîêñè÷íîñòè a-ñèíóêëåè-
íà ïðè äåéñòâèè ýêçîãåííîãî ïèãìåíòà ãîâîðèò î òîì, ÷òî
îí âîçäåéñòâóåò íà òîêñè÷íóþ ôîðìó a-ñèíóêëåèíà. Ïî-
ñêîëüêó ýòî ïðîèñõîäèò â îòñóòñòâèå ïîäàâëåíèÿ êîëè÷å-
ñòâà êëåòîê ñ âèäèìûìè àãðåãàòàìè, ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî òàêîé òîêñè÷íîé ôîðìîé, ñêîðåå âñåãî, ÿâëÿþò-
ñÿ îëèãîìåðû. Íà óðîâíå àãðåãàòîâ, íå âèäèìûõ ïîä
ìèêðîñêîïîì, íî âûÿâëÿåìûõ â îñàäêàõ ëèçàòîâ Âåñ-
òåðí-áëîòèíãîì, ðàçíèöû ìåæäó äåéñòâèåì ýêçîãåííîãî è
ýíäîãåííîãî ïèãìåíòîâ íåò.

Ñóùåñòâåííî, ÷òî àíàëèç îñàäî÷íîé è ñóïåðíà-
òàíòíîé ôðàêöèé êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ ïîêàçûâàåò îäèíà-
êîâîå ïåðåðàñïðåäåëåíèå a-ñèíóêëåèíà â êëåòêå ïðè âîç-
äåéñòâèè êàê ýíäîãåííîãî (ðèñ. 3), òàê è ýêçîãåííîãî
(ðèñ. 8) ïèãìåíòîâ. Îöåíêà êîëè÷åñòâà àìèëîèäîâ òèîô-
ëàâèíîì Ò è äàííûå Âåñòåðí-áëîòèíãà äåìîíñòðèðóþò,
÷òî àìèëîèäíàÿ ôðàêöèÿ a-ñèíóêëåèíà â îñàäêå ñòàíî-
âèòñÿ ìåíüøå, à ñóïåðíàòàíòíàÿ, âêëþ÷àþùàÿ â ñåáÿ ìå-
íüøèå àãðåãàòû è îëèãîìåðû, ñòàíîâèòñÿ áîëüøå. Òàê êàê
äåéñòâèå îáîèõ ïèãìåíòîâ ñíèæàåò òîêñè÷íîñòü, ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âîçðàñòàíèå ñóïåðíàòàíòíîé ôðàêöèè
íå ïðèâîäèò ê îáîãàùåíèþ åå òîêñè÷íûìè ôîðìà-
ìè a-ñèíóêëåèíà (îëèãîìåðàìè èëè ìåëêèìè ôèáðèëëà-
ìè). À ýòî çíà÷èò, ÷òî êðàñíûé ïèãìåíò ñïîñîáåí ýòè
ôîðìû ìîäèôèöèðîâàòü è íåéòðàëèçîâàòü èõ òîêñè÷íîå
äåéñòâèå.

Èçó÷åíèå ñóïåðíàòàíòíûõ è îñàäî÷íûõ ôðàêöèé ëè-
çàòîâ ó êëåòîê, âûðàùåííûõ â îòñóòñòâèå ïèãìåíòà ñ êà-
÷àíèåì è áåç êà÷àíèÿ, òàêæå âûÿâëÿåò ïåðåðàñïðåäåëåíèå
a-ñèíóêëåèíà. Â ñëó÷àå ðîñòà áåç êà÷àíèÿ êëåòêè íàêàï-
ëèâàþò çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
âêëþ÷åíèé (ðèñ. 5, ä, å), è êàæåòñÿ íåóäèâèòåëüíûì, ÷òî
ó íèõ óâåëè÷èâàåòñÿ êîëè÷åñòâî a-ñèíóêëåèíà â îñàäî÷-
íîé ôðàêöèè ëèçàòîâ (ðèñ. 6). Â êëåòêàõ, âûðàùåííûõ áåç
êà÷àíèÿ, ãèáåëü êëåòîê ïîâûøåíà.

Êà÷àíèå â íåêîòîðîì ðîäå ìîäåëèðóåò äåéñòâèå êðàñ-
íîãî ïèãìåíòà: îíî óìåíüøàåò äîëþ a-ñèíóêëåèíà â
îñàäêå è ñíèæàåò åãî òîêñè÷íîñòü. Îäíàêî â òî âðåìÿ êàê
êà÷àíèå ïðåïÿòñòâóåò íàêîïëåíèþ àãðåãàòîâ, ýêçîãåííûé
ïèãìåíò ýòîìó ñïîñîáñòâóåò. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
öèòîïëàçìàòè÷åñêèå âêëþ÷åíèÿ, íàáëþäàåìûå â ïðèñóò-
ñòâèè è â îòñóòñòâèå ïèãìåíòà, ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñâîåìó
ñîñòàâó. Ïðåäâàðèòåëüíûå äàííûå FRAP-àíàëèçà øòàììà
VSY73 ïîäòâåðæäàþò íàëè÷èå èçìåíåíèÿ ïîäâèæíîñòè
ìîëåêóë, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ àãðåãàòîâ, ïðè äåéñòâèè
êðàñíîãî ïèãìåíòà (äàííûå íå ïðèâîäÿòñÿ).

Òàêèì îáðàçîì, íàìè ïîêàçàíî ïîòåíöèàëüíîå òåðà-
ïåâòè÷åñêîå äåéñòâèå êðàñíîãî ïèãìåíòà íà ìîäåëÿõ êëî-
íèðîâàííûõ â äðîææàõ b-àìèëîèäà (Nevzglyadova et al.,
2015) è a-ñèíóêëåèíà. Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå êðàñíûé ïèã-
ìåíò ñíèæàåò êàê òîêñè÷íîñòü, òàê è êîëè÷åñòâî àìèëîè-
äà â êëåòêå. Â ñëó÷àå b-àìèëîèäà, êîòîðûé íà äðîææåâîé
ìîäåëè íå ïðîÿâëÿåò òîêñè÷íîñòè, êðàñíûé ïèãìåíò ïî-
äàâëÿë åãî ñóììàðíîå êîëè÷åñòâî â êëåòêå è åãî àãðåãè-
ðîâàíèå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-04-01558à). ×àñòè÷íî ðàáîòó ïðîâîäèëè íà îáîðó-

210 Î. Â. Íåâçãëÿäîâà è äð.

Ðèñ. 8. Âëèÿíèå ýêçîãåííîãî ïèãìåíòà íà äîëþ àìèëîèäà (à) è
êîëè÷åñòâî a-ñèíóêëåèíà (á) âî ôðàêöèÿõ êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ.

à — äîëÿ àìèëîèäà â îñàäî÷íîé ôðàêöèè ëèçàòîâ êëåòîê øòàììà VSY73,
âûðîñøèõ íà ñðåäå ñ ãàëàêòîçîé è ðàôèíîçîé áåç ïèãìåíòà (1) è ñ Ð1 (2),
îïðåäåëåííàÿ ïî ÈÔ òèîôëàâèíà Ò; á — Âåñòåðí-áëîòèíã ñ àíòèòåëàìè ê
a-ñèíóêëåèíó áåëêîâ èç îñàäêîâ è ñóïåðíàòàíòîâ ãðóáûõ ëèçàòîâ áåç
ïèãìåíòà (1) è â ïðèñóòñòâèè Ð1 (2). Ñïðàâà óêàçàíû ìàðêåðû ìîëåêó-

ëÿðíûõ ìàññ.



äîâàíèè àíàëèòè÷åñêîãî öåíòðà íàíî- è áèîòåõíîëîãèé
ÑÏáÃÏÓ (ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìèíèñòåðñòâà îá-
ðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ) è ðåñóðñíîãî öåíòðà «Ðàçâèòèå
ìîëåêóëÿðíûõ è êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé» Íàó÷íîãî ïàð-
êà ÑÏáÃÓ.
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THE EFFECT OF YEAST SACCHAROMYCES CEREVISIAE RED PIGMENT

ON THE EXPRESSION OF THE CLONED HUMAN a-SYNUCLEIN

O. V. Nevzglyadova, A.V. Artemov, E. V. Mikhailova, O. G. Lyublinskaya,
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Two transgenic yeast strains expressing human a-synuclein were used to study the effects of yeast red pig-
ment which, as we have shown earlier, exhibits antiamyloid properties. It has been demonstrated that endogeno-
us red pigment produced in special conditions by strains carrying ade1 mutation inhibits expression of the hyb-
rid protein a-synuclein-GFP. This is witnessed by a decrease in the mean value of GFP fluorescence and in the
per cent of cells exhibiting cytoplasmic inclusions of a-synuclein-GFP. Exogenous red pigment was used in a
form of purified natural pigment, its hydrolyzed derivative and a synthetic red pigment. All they differ from the
endogenous pigment by their effect on a-synuclein. Exogenous red pigments lead to increase of both the num-
ber of cells expressing GFP fluorescence and the number of cytoplasmic inclusions. Both endogenous and exo-
genous red pigment lead to drop of toxicity of the cloned a-synuclein and redistribution of the a-synuclein in
cells. The content of a-synuclein decreases in cell lysate pellets and increases in supernatants.
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