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Âçàèìîäåéñòâèå òèîôëàâèíà T ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè

Áåíçòèàçîëüíûé êðàñèòåëü òèîôëàâèí Ò (ThT) øèðîêî è ýôôåêòèâíî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ äèàãíîñòèêè
âîçíèêíîâåíèÿ àìèëîèäíûõ è àìèëîèäî-ïîäîáíûõ ôèáðèëë in vivo è in vitro. Îäíàêî ìåõàíèçìû ñïåöè-
ôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòåëÿ ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè è ïðè÷èíû ñóùåñòâåííîãî âîçðàñòà-
íèÿ êâàíòîâîãî âûõîäà ôëóîðåñöåíöèè ThT ïðè åãî èíêîðïîðàöèè â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû äî ñèõ ïîð
íåäîñòàòî÷íî èçó÷åíû. Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå, ïîçâîëèëè çàêëþ÷èòü, ÷òî ThT
âñòðàèâàåòñÿ â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû â ìîíîìåðíîé ôîðìå, à ïðåäïîëîæåíèÿ îá îáðàçîâàíèè êðàñèòå-
ëåì äèìåðîâ, ýêñèìåðîâ èëè ìèöåëë íåîáîñíîâàííû. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî óâåëè÷åíèå êâàíòîâîãî âûõîäà
ôëóîðåñöåíöèè ThT ïðè âñòðàèâàíèè êðàñèòåëÿ â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû îáóñëîâëåíî îãðàíè÷åíè-
åì òîðñèîííûõ êîëåáàíèé áåíçòèàçîëüíîãî è àìèíîáåíçîëüíîãî êîëåö äðóã îòíîñèòåëüíî äðóãà. Ìåòî-
äîì ðàâíîâåñíîãî ìèêðîäèàëèçà ïîêàçàíî ñóùåñòâîâàíèå äâóõ ìîä ñâÿçûâàíèÿ ThT ñ ôèáðèëëàìè íà
îñíîâå èíñóëèíà. Îïðåäåëåíû êîëè÷åñòâî ìåñò ñâÿçûâàíèÿ è êîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ ThT ñ êàæäîé èç
ýòèõ ìîä.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òèîôëàâèí Ò, àìèëîèäíûå ôèáðèëëû, êâàíòîâûé âûõîä, ïîãëîùåíèå, ôëóî-
ðåñöåíöèÿ, èíñóëèí.

Áåíçòèàçîëüíûé êðàñèòåëü òèîôëàâèí Ò (ThT) øèðî-
êî è ýôôåêòèâíî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ äèàãíîñòèêè âîçíèêíî-
âåíèÿ àìèëîèäíûõ è àìèëîèäî-ïîäîáíûõ ôèáðèëë in vivo
è in vitro (LeVine, 1993, 1999). Ýòî îáóñëîâëåíî âûñîêîé
ñïåöèôè÷íîñòüþ âçàèìîäåéñòâèÿ ThT ñ àìèëîèäíûìè
ôèáðèëëàìè. Êðàñèòåëü íå âçàèìîäåéñòâóåò ñ áåëêàìè â
íàòèâíîì, ðàçâåðíóòîì è ïðîìåæóòî÷íûõ ÷àñòè÷íî ñâåð-
íóòûõ ñîñòîÿíèÿõ, à òàêæå ñ àìîðôíûìè àãðåãàòàìè áåë-
êîâ (Maskevich et al., 2007; Turoverov et al., 2007). Ïðè
âçàèìîäåéñòâèè ñ áåëêàìè â ñîñòîÿíèè àìèëîèäíûõ ôèá-
ðèëë åãî êâàíòîâûé âûõîä âîçðàñòàåò â òûñÿ÷è ðàç, òîãäà
êàê ñâîáîäíûé êðàñèòåëü â âîäíîì ðàñòâîðå èìååò î÷åíü
íèçêèé êâàíòîâûé âûõîä ôëóîðåñöåíöèè (ïî íàøèì äàí-
íûì îêîëî 0.0001).

Ïåðâîíà÷àëüíî ôëóîðåñöåíöèÿ êðàñèòåëÿ èñïîëüçî-
âàëàñü êàê òåñò íà âîçíèêíîâåíèå àìèëîèäíûõ ôèáðèëë
ïðè ðÿäå òÿæåëûõ çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ, ñâÿ-
çàííûõ ñ íàðóøåíèåì ôîëäèíãà áåëêîâ, òàêèõ êàê áîëåç-
íè Àëüöãåéìåðà è Ïàðêèíñîíà, äèàáåò âòîðîãî ðîäà, ïðè-
îííûå çàáîëåâàíèÿ è äð. (Carrell, Gooptu, 1998; Êîî et al.,
1999; Uversky et al., 1999a, 1999b). Èññëåäîâàíèÿ ïîñëåä-
íèõ ëåò ïîêàçàëè, ÷òî ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ è äðó-
ãèå áåëêè, íèêàê íå ñâÿçàííûå ñ âîçíèêíîâåíèåì áîëåç-
íåé (à âîçìîæíî, âñå áåëêè), ìîãóò îáðàçîâûâàòü àìèëîè-
äîïîäîáíûå ôèáðèëëû.

Äëÿ îáðàçîâàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë íåîáõîäèìî,
÷òîáû ñèëû ìåæìîëåêóëÿðíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ïðåâàëè-
ðîâàëè íàä âíóòðèìîëåêóëÿðíûìè. Áåëêè, èìåþùèå ãëî-

áóëÿðíóþ ñòðóêòóðó â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè, ìîãóò
ó÷àñòâîâàòü â îáðàçîâàíèè àìèëîèäíûõ ôèáðèëë ïîñëå
ïåðåõîäà áåëêà â ÷àñòè÷íî èëè ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîå
ñîñòîÿíèå. Êðîìå òîãî, ìíîãèå áåëêè â ïðèíöèïå íå ìîãóò
ñôîðìèðîâàòü â âîäíîì îêðóæåíèè æåñòêóþ ãëîáóëÿð-
íóþ ñòðóêòóðó, íî òåì íå ìåíåå ñïîñîáíû âûïîëíÿòü ïðè-
ñóùèå èì ôóíêöèè, ò. å. ÿâëÿþòñÿ íàòèâíûìè. Íàëè-
÷èå íåóïîðÿäî÷åííûõ ó÷àñòêîâ ïîëèïåïòèäíîé öåïè ïî-
çâîëÿåò ýòèì áåëêàì âçàèìîäåéñòâîâàòü ñî ñâîèìè
ïàðòíåðàìè è äðóã ñ äðóãîì ñ îáðàçîâàíèåì àãðåãèðîâàí-
íûõ ôîðì — îëèãîìåðîâ, àìîðôíûõ àãðåãàòîâ è àìèëîèä-
íûõ ôèáðèëë.

Ìîðôîëîãè÷åñêè àìèëîèäíûå ôèáðèëëû ïðåäñòàâ-
ëÿþò ñîáîé îáðàçîâàíèÿ, îáîãàùåííûå b-ñêëàä÷àòûìè
ñòðóêòóðàìè, äèàìåòðîì 10—20 íì è äëèíîé äî 1000 íì,
ñîñòîÿùèå èç ïðîòîôèáðèëë, â êîòîðûõ b-ñëîè îðè-
åíòèðîâàíû ïåðïåíäèêóëÿðíî îñè âîëîêíà (Krebs et al.,
2005).

Ïîñêîëüêó àìèëîèäíûå ôèáðèëëû — îäíî èç îñíîâ-
íûõ ñîñòîÿíèé áåëêîâîé ìîëåêóëû, èçó÷åíèå èõ ñòðóêòó-
ðû èìååò ñóùåñòâåííîå çíà÷åíèå êàê äëÿ ïîíèìàíèÿ ôóí-
äàìåíòàëüíûõ îñíîâ ôîëäèíãà è îðãàíèçàöèè áåëêîâ, òàê
è ïðàêòè÷åñêîå çíà÷åíèå äëÿ ìåäèöèíû.

Ñðåäè ïðî÷èõ ìåòîäîâ èññëåäîâàíèÿ ñòðóêòóðû àìè-
ëîèäíûõ ôèáðèëë ìåòîäó, îñíîâàííîìó íà èçó÷åíèè èõ
âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì ThT, îòâî-
äèòñÿ ñóùåñòâåííàÿ ðîëü. Îäíàêî äî ñèõ ïîð íåò åäèíîãî
ìíåíèÿ îòíîñèòåëüíî ìåõàíèçìîâ âçàèìîäåéñòâèÿ êðàñè-
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òåëÿ ñ ôèáðèëëàìè, à òàêæå ïðè÷èí ñóùåñòâåííîãî âîçðà-
ñòàíèÿ êâàíòîâîãî âûõîäà ôëóîðåñöåíöèè ThT ïðè åãî
èíêîðïîðàöèè â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû. Â ëèòåðàòóðå
ïðèâîäÿòñÿ ïðîòèâîðå÷èâûå äàííûå î ñïåêòðàëüíûõ
ñâîéñòâàõ ýòîãî êðàñèòåëÿ.

Â íåêîòîðûõ ðàáîòàõ áûëî îòìå÷åíî, ÷òî ïðè âñòðàè-
âàíèè â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè è
âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ èñïûòûâàþò çíà-
÷èòåëüíûé äëèííîâîëíîâûé ñäâèã, à êâàíòîâûé âûõîä
ôëóîðåñöåíöèè ñóùåñòâåííî âîçðàñòàåò. Ýòî ïîñëóæèëî
îñíîâàíèåì äëÿ ïðåäïîëîæåíèé î òîì, ÷òî ôëóîðåñöåíò-
íûå ñâîéñòâà è óâåëè÷åíèå êâàíòîâîãî âûõîäà ôëóîðåñ-
öåíöèè ThT, èíêîðïîðèðîâàííîãî â àìèëîèäíûå ôèáðèë-
ëû, îáóñëîâëåíû äèìåðàìè (Shirra, 1985), ýêñèìåðàìè
(Raj, Ramaraj, 1997) èëè ìèöåëëàìè (Khurana et al., 2005),
êîòîðûå îáðàçóåò êðàñèòåëü.

Îäíàêî íèêòî íå îáðàòèë âíèìàíèÿ íà òîò ôàêò, ÷òî
êîðîòêîâîëíîâûé ñïåêòð âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè
êðàñèòåëÿ â âîäå íå ñîâïàäàåò ñ äëèííîâîëíîâîé ïîëî-
ñîé ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ êðàñèòåëÿ, êàê ýòî äîëæíî
áûòü, à ñäâèíóò îòíîñèòåëüíî íåå â êîðîòêîâîëíîâóþ
ñòîðîíó òàê, ÷òî ìàêñèìóì ñïåêòðà âîçáóæäåíèÿ ïðè-
õîäèòñÿ íà ìèíèìóì â ñïåêòðå ïîãëîùåíèÿ. Ïðè âîçáóæ-
äåíèè â îáëàñòè äëèííîâîëíîâîé ïîëîñû ïîãëîùåíèÿ
ThT â âîäå ôëóîðåñöèðóåò â òîé æå ñïåêòðàëüíîé îáëàñ-
òè, ÷òî è ThT, èíêîðïîðèðîâàííûé â àìèëîèäíûå ôèá-
ðèëëû. Ïðè ýòîì ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ñâîáîäíîãî
êðàñèòåëÿ â âîäíîì ðàñòâîðå è â ñîñòàâå àìèëîèäíûõ
ôèáðèëë ñäâèíóòû â äëèííîâîëíîâóþ ñòîðîíó îòíîñè-
òåëüíî äëèííîâîëíîâîé ïîëîñû ïîãëîùåíèÿ, êàê ýòî è
äîëæíî áûòü. Ïîýòîìó, íà íàø âçãëÿä, ñïåöèàëüíîãî îáú-
ÿñíåíèÿ òðåáóþò íå ôëóîðåñöåíòíûå ñâîéñòâà ThT â ôèá-
ðèëëàõ, à ñóùåñòâîâàíèå «êîðîòêîâîëíîâûõ» ïîëîñ ôëóî-
ðåñöåíöèè è âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ â âî-
äíîì ðàñòâîðå.

Â ñâÿçè ñ ýòèì çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â
òîì, ÷òîáû ñäåëàòü âûáîð ìåæäó ñóùåñòâóþùèìè ìîäå-
ëÿìè âçàèìîäåéñòâèÿ ThT ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè, à
òàêæå îáúÿñíèòü âîçðàñòàíèå êâàíòîâîãî âûõîäà ôëóî-
ðåñöåíöèè ïðè âñòðàèâàíèè êðàñèòåëÿ â àìèëîèäíûå ôèá-
ðèëëû.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå è ñ ï î ë ü ç î â à ë è ThT (Sigma-Aldrich and
AnaSpec, ÑØÀ), ATTO (ATTO-TEC, Ãåðìàíèÿ), ãëèöåðèí
(Ìåãê, Ãåðìàíèÿ), NaCl, èíñóëèí è óêñóñíóþ êèñëîòó
(Sigma, ÑØÀ), ÊÍ2Ð04 è NaOH (Ðåàõèì, Ðîññèÿ) è
GdnHCl (ICN Biomedicals, ÑØÀ).

Àìèëîèäíûå ôèáðèëëû ïîëó÷àëè ïóòåì èíêóáèðîâà-
íèÿ èíñóëèíà â 20%-íîé óêñóñíîé êèñëîòå â ïðèñóòñòâèè
100 ìÌ NaCl (ðÍ 2.0) ïðè 37 °Ñ è èíòåíñèâíîì ïåðåìå-
øèâàíèè â òå÷åíèå 24 ÷ (Goers et al., 2002).

Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ThT èçìåðÿëè ñ ïîìîùüþ ñïåê-
òðîôîòîìåòðà ESP-ÇÒ (Hitachi, ßïîíèÿ). Ôëóîðåñöåíòíûå
èçìåðåíèÿ âûïîëíÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåêòðîôëóîðè-
ìåòðîâ ñî ñòàöèîíàðíûì è èìïóëüñíûì âîçáóæäåíèåì
(Òóðîâåðîâ è äð., 1998). Ïðè îïðåäåëåíèè êâàíòîâîãî âû-
õîäà ôëóîðåñöåíöèè â êà÷åñòâå ýòàëîíà èñïîëüçîâàëè
ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü ÀÒÒÎ-425 ñ èçâåñòíûì êâàí-
òîâûì âûõîäîì, èìåþùèé ñïåêòðàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè,
áëèçêèå ê ñïåêòðàëüíûì õàðàêòåðèñòèêàì ThT. Ôëóîðåñ-
öåíöèþ ThT è ÀÒÒÎ-425 âîçáóæäàëè èçëó÷åíèåì ñ äëè-
íîé âîëíû 435 íì, ðåãèñòðèðîâàëè ïðè äëèíå âîëíû
480 íì.

Ð à â í î â å ñ í û é ì è ê ð î ä è à ë è ç. Ýêñïåðèìåíòû
âûïîëíÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì àïïàðàòóðû ôèðìû Harvard
Apparatus/Amika (ÑØÀ) ñ îáúåìîì êàìåð 500 ìêë è ìåì-
áðàíàìè MWCO 10 êÄà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîëîæåíèå è ôîðìà ñïåêòðîâ ïî-
ãëîùåíèÿ, à òàêæå âåëè÷èíà êîýôôèöèåíòà ìîëÿðíîé ýê-
ñòèíêöèè ThT â øèðîêîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé íå çà-
âèñÿò îò êîíöåíòðàöèè êðàñèòåëÿ (ðèñ. 1, à). Òåì ñàìûì
áûëî îòâåðãíóòî ñóùåñòâóþùåå ïðåäïîëîæåíèå îá îáðà-
çîâàíèè êðàñèòåëåì äèìåðîâ.

Ïîñêîëüêó â îñíîâíîì ñîñòîÿíèè êðàñèòåëü íå îáðà-
çóåò äèìåðîâ, ìàëîâåðîÿòíî, ÷òî çà êîðîòêîå âðåìÿ æèçíè
âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ, êîòîðîå, ïî íàøèì äàííûì, â
âîäíîì ðàñòâîðå íå ïðåâûøàåò 0.001 íñ, ìîæåò ïðîèçîéòè
îáðàçîâàíèå ýêñèìåðîâ. Èçìåðåíèå êîíöåíòðàöèîííîé çà-
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Ðèñ. 1. Ôîòîôèçè÷åñêèå ñâîéñòâà ThT.

à — ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ThT â âîäå äëÿ ðàçíûõ êîíöåíòðàöèé êðàñèòåëÿ îò 10–5 äî 10–3 Ì (êðèâûå 1—5); äëÿ èçìåðåíèé èñïîëüçîâàëè êþâåòû ñ äëè-
íàìè îïòè÷åñêîãî ïóòè 0.1, 0.2, 0.5, 1 è 5 ñì. á — çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ThT îò êîíöåíòðàöèè êðàñèòåëÿ (âîçáóæäåíèå — 435 íì,

ðåãèñòðàöèÿ — 480 íì).



âèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ThT ïîçâîëèëî
ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ïðåäñòàâëåíèÿ îá îáðàçîâàíèè
êðàñèòåëåì ìèöåëë â âîäíîì ðàñòâîðå è ïðè ñâÿçûâàíèè ñ
àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè òàêæå íåîáîñíîâàííû — çàâè-
ñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ThT îò îïòè÷å-
ñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâîðà íè÷åì íå îòëè÷àåòñÿ îò àíàëî-
ãè÷íûõ çàâèñèìîñòåé äëÿ ëþáîãî ôëóîðåñöèðóþùåãî âå-
ùåñòâà (ðèñ. 1, á).

Èçìåðåíèå êâàíòîâîãî âûõîäà ThT (q) â øèðîêîì
äèàïàçîíå òåìïåðàòóð (T) è âÿçêîñòè ðàñòâîðèòåëÿ (h)
ïîäòâåðäèëî âûäâèíóòîå ðàíåå ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî
óâåëè÷åíèå êâàíòîâîãî âûõîäà ôëóîðåñöåíöèè ThT ïðè
âñòðàèâàíèè êðàñèòåëÿ â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû îáóñëîâ-
ëåíî îãðàíè÷åíèåì òîðñèîííûõ êîëåáàíèé áåíçòèàçîëü-
íîãî è àìèíîáåíçîëüíîãî êîëåö äðóã îòíîñèòåëüíî äðóãà
(ðèñ. 2). Íàðÿäó ñ òîðñèîííûìè êîëåáàíèÿìè ôðàãìåíòîâ
ìîëåêóëû ThT äðóã îòíîñèòåëüíî äðóãà ñóùåñòâóåò ïî
êðàéíåé ìåðå åùå îäíà ïðè÷èíà áåçûçëó÷àòåëüíîé äåçàê-
òèâàöèè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ ThT, ïðèâîäÿùàÿ ê
òîìó, ÷òî äàæå â óñëîâèÿõ òâåðäîãî ðàñòâîðà, íå äîïóñêà-
þùåãî ñóùåñòâîâàíèÿ êðóòèëüíûõ êîëåáàíèé êîëåö äðóã
îòíîñèòåëüíî äðóãà, êâàíòîâûé âûõîä ýòîãî êðàñèòåëÿ ñó-
ùåñòâåííî ìåíüøå åäèíèöû. Ñ íàøåé òî÷êè çðåíèÿ, ïðè-
÷èíîé ýòîãî ìîæåò áûòü íåïëîñêîñòíîñòü ìîëåêóëû ThT
â îñíîâíîì ñîñòîÿíèè, îáóñëîâëåííàÿ íàëè÷èåì ìàññèâ-
íîé ìåòèëüíîé ãðóïïû â ïîëîæåíèè N5 áåíçòèàçîëüíîãî
êîëüöà (Maskevich et al., 2007). Ïðè âñòðàèâàíèè â àìèëî-
èäíûå ôèáðèëëû êîíôîðìàöèÿ ìîëåêóëû ThT ìîæåò îò-
ëè÷àòüñÿ îò êîíôîðìàöèè â æåñòêèõ èçîòðîïíûõ ñðåäàõ.
Ýòèì ìîãóò áûòü îáóñëîâëåíû ðàçëè÷íûå âåëè÷èíû êâàí-
òîâîãî âûõîäà ôëóîðåñöåíöèè ThT, ñâÿçàííîãî ñ àìèëî-
èäíûìè ôèáðèëëàìè, ïîëó÷åíûìè íà îñíîâå ðàçëè÷íûõ
áåëêîâ.

Âñå ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ
ñ ìîäåëüþ, ñîãëàñíî êîòîðîé ThT â ìîíîìåðíîé ôîðìå
âñòðàèâàåòñÿ â áîðîçäêè, îáðàçîâàííûå áîêîâûìè öåïÿìè
àìèíîêèñëîò, îðèåíòèðîâàííûå âäîëü îñè âîëîêíà àìèëî-
èäíûõ ôèáðèëë ïåðïåíäèêóëÿðíî b-ëèñòàì (Krebs et al.,
2005).

Èñïîëüçîâàíèþ ôëóîðåñöåíöèè ThT äëÿ èçó÷åíèÿ
ñòðóêòóðû àìèëîèäíûõ ôèáðèëë ïðåïÿòñòâóåò òî îáñòîÿ-
òåëüñòâî, ÷òî ðàñòâîð ThT, ñîäåðæàùèé àìèëîèäíûå ôèá-
ðèëëû, ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ðàâíîâåñíóþ ñèñòåìó ñâîáîä-
íîãî è ñâÿçàííîãî ñ ôèáðèëëàìè êðàñèòåëÿ. Îòñóòñòâèå

ñïîñîáà ïîëó÷åíèÿ èíôîðìàöèè î äîëå âîçáóæäàþùåãî
ñâåòà, ïîãëîùàåìîãî ìîëåêóëàìè ThT, ñâÿçàâøèìèñÿ ñ
àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè, à òàêæå î ñïåêòðàëüíûõ ñâîé-
ñòâàõ (ñïåêòðàõ ïîãëîùåíèÿ è êîýôôèöèåíòå ìîëÿðíîé
ýêñòèíêöèè) ýòîé ôðàêöèè ìîëåêóë êðàñèòåëÿ íå ïîçâîëÿ-
ëî îöåíèòü õàðàêòåðèñòèêè âçàèìîäåéñòâèÿ ThT ñ àìèëî-
èäíûìè ôèáðèëëàìè. Íàìè ïîêàçàíî, êàê ýòè âîïðîñû
ìîãóò áûòü ëåãêî ðåøåíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà ðàâ-
íîâåñíîãî ìèêðîäèàëèçà.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ïðè èíêîðïîðàöèè â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû ñïåêòð ïî-
ãëîùåíèÿ ThT ñäâèãàåòñÿ â äëèííîâîëíîâóþ ñòîðîíó:
äëèíà âîëíû ìàêñèìóìà ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ äëÿ ñâîáîä-
íîãî êðàñèòåëÿ — 413 íì, à äëÿ êðàñèòåëÿ, èíêîðïîðèðî-
âàííîãî â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû íà îñíîâå èíñóëèíà, —
450 íì, è ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå êîýôôèöèåíòà ìîëÿð-
íîé ýêñòèíêöèè (ðèñ. 3). Çíà÷èòåëüíî áîëåå êîðîòêîâîë-
íîâîå ïîëîæåíèå ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ ñâîáîäíîãî ThT â
âîäíîì ðàñòâîðå ïî ñðàâíåíèþ ñî ñïåêòðîì ïîãëîùåíèÿ
êðàñèòåëÿ, èíêîðïîðèðîâàííîãî â àìèëîèäíûå ôèáðèë-
ëû, ÿâëÿåòñÿ ïðîÿâëåíèåì ñóùåñòâåííîãî îðèåíòàöèîí-

Âçàèìîäåéñòâèå òèîôëàâèíà T ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè 957

Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü 1 1q f T– ( )= η äëÿ ThT.

Âñòàâêà: ó÷àñòîê çàâèñèìîñòè, ñîîòâåòñòâóþùèé íèçêèì òåìïåðàòóðàì
è âûñîêîé âÿçêîñòè ðàñòâîðèòåëÿ, ïîêàçûâàþùèé, ÷òî äàæå â óñëîâèÿõ
òâåðäîãî ðàñòâîðà, íå äîïóñêàþùåãî ñóùåñòâîâàíèÿ êðóòèëüíûõ êîëåáà-
íèé áåíçòèàçîëüíîãî è àìèíîáåíçîëüíîãî êîëåö ThT äðóã îòíîñèòåëüíî

äðóãà, êâàíòîâûé âûõîä ThT ñóùåñòâåííî ìåíüøå åäèíèöû.

Ðèñ. 3. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ThT, èíêîðïîðèðîâàííîãî â ôèá-
ðèëëû, ïîëó÷åííûå íà îñíîâå àìèëîèäîãåííîãî áåëêà èíñó-

ëèíà.

1 — ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ ñâÿçàííîãî ñ ôèáðèëëàìè êðàñèòåëÿ; 2 — ñïåêòð
ïîãëîùåíèÿ ñâîáîäíîãî êðàñèòåëÿ â êîíöåíòðàöèè, ðàâíîé êîíöåíòðà-

öèè ñâÿçàííîãî êðàñèòåëÿ.

Ðèñ. 4. Çàâèñèìîñòü Ñêåò÷àðäà, õàðàêòåðèçóþùàÿ ñâÿçûâàíèå
ThT ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè íà îñíîâå èíñóëèíà.

Cp — êîíöåíòðàöèÿ áåëêà, èç êîòîðîãî îáðàçîâàíû àìèëîèäíûå ôèáðèë-
ëû; Cf, Cb — êîíöåíòðàöèè ñâîáîäíîãî è ñâÿçàííîãî ñ ôèáðèëëàìè êðà-
ñèòåëåé ñîîòâåòñòâåííî; n1, n2 — ÷èñëî ìåñò ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòåëÿ ñ
àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè äëÿ êàæäîé èç ìîä ñâÿçûâàíèÿ â ïåðåñ÷åòå íà
ìîëåêóëó áåëêà; Kb1, Kb2 — êîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòåëÿ ñ ôèáðèë-

ëàìè äëÿ êàæäîé èç ìîä ñâÿçûâàíèÿ.



íîãî äèïîëü-äèïîëüíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ìîëåêóëû êðà-
ñèòåëÿ ñ ïîëÿðíûì ðàñòâîðèòåëåì â îñíîâíîì ñîñòîÿíèè.
Âîçðàñòàíèå ìîëÿðíîé ýêñòèíêöèè ïðè èíêîðïîðàöèè
ThT â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû, âîçìîæíî, îáóñëîâëåíî
òåì, ÷òî ìîëåêóëà êðàñèòåëÿ ïðè âñòðàèâàíèè â ôèáðèëëû
ñòàíîâèòñÿ áîëåå ïëîñêîé, ÷òî ïðèâîäèò ê âîçðàñòàíèþ
ñîïðÿæåííîñòè p-ýëåêòðîííûõ ñèñòåì áåíçòèàçîëüíîãî è
àìèíîáåíçîëüíîãî êîëåö. Ýòîò ýôôåêò ìîæåò áûòü òàêæå
îäíèì èç ôàêòîðîâ, îòâåòñòâåííûõ çà äëèííîâîëíîâûé
ñäâèã ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ ThT ïðè èíêîðïîðàöèè êðàñè-
òåëÿ â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû.

Êðîìå òîãî, ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ðàâíîâåñíîãî ìèêðî-
äèàëèçà áûëè ïîëó÷åíû âñå âåëè÷èíû, íåîáõîäèìûå äëÿ
ïîñòðîåíèÿ çàâèñèìîñòåé Ñêåò÷àðäà, è îïðåäåëåíû ÷èñëî
ìåñò ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòåëÿ â ïåðåñ÷åòå íà ìîëåêóëó áåëêà
è êîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòåëÿ ñ ôèáðèëëàìè. Íåëè-
íåéíûé õàðàêòåð çàâèñèìîñòåé Ñêåò÷àðäà, ïîëó÷åííûé
íàìè äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ThT ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè íà
îñíîâå èíñóëèíà, ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ñóùåñòâóþò
ïî êðàéíåé ìåðå äâå ìîäû ñâÿçûâàíèÿ, êîòîðûå ìîãóò
ðàçëè÷àòüñÿ ïî èõ ëîêàëèçàöèè â ôèáðèëëàõ, âåëè÷èíå
êîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ è ÷èñëó îäíîòèïíûõ ìåñò ñâÿçûâà-
íèÿ â ïåðåñ÷åòå íà ìîëåêóëó áåëêà (ðèñ. 4).

Ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå äîñòàòî÷íî õîðîøî îòâå-
÷àþò ìîäåëè, ïðåäïîëàãàþùåé ñóùåñòâîâàíèå äâóõ ìîä
ñâÿçûâàíèÿ. Óðàâíåíèå Ñêåò÷àðäà, íàïèñàííîå â ïðåäïî-
ëîæåíèè ñóùåñòâîâàíèÿ äâóõ ìîä ñâÿçûâàíèÿ ThT ñ àìè-
ëîèäíûìè ôèáðèëëàìè, áûëî èñïîëüçîâàíî äëÿ îïðåäåëå-
íèÿ êîíñòàíò ñâÿçûâàíèÿ è ÷èñëà ìåñò ñâÿçûâàíèÿ â ïåðå-
ñ÷åòå íà îäíó ìîëåêóëó áåëêà ìåòîäîì íåëèíåéíîé
ðåãðåññèè. ×èñëî ìåñò ñâÿçûâàíèÿ â ïåðåñ÷åòå íà ìîëåêó-
ëó áåëêà äëÿ îáåèõ ìîä ñâÿçûâàíèÿ îêàçàëîñü ìåíüøå
åäèíèöû. Ýòî, âîçìîæíî, îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî ïîòåíöè-
àëüíûå ìåñòà ñâÿçûâàíèÿ ïðîòîôèáðèëë, íàõîäÿùèõñÿ
âíóòðè æãóòà ôèáðèëëû, ìîãóò áûòü íåäîñòóïíûìè äëÿ
ìîëåêóë êðàñèòåëÿ.

Òàêèì îáðàçîì, ìåòîä ðàâíîâåñíîãî ìèêðîäèàëèçà
ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü ðÿä õàðàêòåðèñòèê (êîòîðûå òðóäíî,
åñëè âîîáùå âîçìîæíî, ïîëó÷èòü èíûì ñïîñîáîì) âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ThT ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè è îïðåäå-
ëèòü ñïåêòðàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè êðàñèòåëÿ, èíêîðïî-
ðèðîâàííîãî â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû: ÷èñëî ìîä ñâÿçû-
âàíèÿ, ÷èñëî ìåñò ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòåëÿ ñ àìèëîèäíûìè
ôèáðèëëàìè äëÿ êàæäîé èç ìîä ñâÿçûâàíèÿ â ïåðåñ÷åòå
íà ìîëåêóëó áåëêà, êîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòåëÿ ñ
ôèáðèëëàìè äëÿ êàæäîé èç ìîä ñâÿçûâàíèÿ è ñïåêòð ïî-
ãëîùåíèÿ êðàñèòåëÿ, èíêîðïîðèðîâàííîãî â àìèëîèäíûå
ôèáðèëëû. Èñïîëüçîâàíèå ìåòîäà ðàâíîâåñíîãî ìèêðîäè-
àëèçà ñóùåñòâåííî ðàñøèðÿåò èíôîðìàòèâíîñòü ìåòîäà
èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðû àìèëîèäíûõ ôèáðèëë, â îñíîâå êîòî-
ðîãî ëåæèò âçàèìîäåéñòâèå ThT ñ ôèáðèëëàìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå ïðîãðàììû ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèî-
ëîãèÿ», ôîíäà Äìèòðèÿ Çèìèíà «Äèíàñòèÿ» è Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 10-04-90038-Áåë.).
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Benzthiazole dye thioflavin T (ThT) is widely used to study the formation and structure of amyloid fibrils.
Nevertheless, till now there is no common opinion concerning molecular mechanisms of ThT binding to amylo-
id fibrils and the reasons of dramatic increase in its fluorescence quantum yield on incorporation into amyloid
fibrils. Our data prove that ThT molecules incorporate in the amyloid fibrils in the monomeric form and there is
no ground to suppose the formation of ThT dimers, eximers, or micells. It was shown that the increase in the qu-
antum yield of ThT incorporated in amyloid fibrils was caused by restriction of benzthiazole and aminobenzene
rings torsion fluctuations relative to each other. The use of equilibrium microdialysis allowed determining the
absorption spectrum, the number of binding modes of ThT with insulin amyloid fibrils and for each mode deter-
mining the binding constants and the number of binding sites for each mode.
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