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Ò. Ð. Àìåí, Å. Â. Ìèõàéëîâà è äð.
Ñðàâíèòåëüíàÿ ñòðóêòóðíàÿ è ôóíêöèîíàëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà...

Äàíà ñðàâíèòåëüíàÿ ñòðóêòóðíàÿ è ôóíêöèîíàëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà ïðèðîäíîãî êðàñíîãî ïèãìåíòà
(ïðîäóêòà ïîëèìåðèçàöèè N1-(b-D-ðèáîôóðàíîçèë)-5-àìèíîèìèäàçîëà), âûäåëåííîãî èç êëåòîê ìóòàí-
òîâ ade1 äðîææåé Saccharomyces cerevisiae, åãî äåðèáîçèëèðîâàííûõ ïðîèçâîäíûõ (ïðîäóêòîâ êèñëîò-
íîãî ãèäðîëèçà ïðèðîäíîãî ïèãìåíòà) è ñèíòåòè÷åñêîãî ïèãìåíòà, ïîëó÷åííîãî â ðåçóëüòàòå ïîëèìåðè-
çàöèè N1-ìåòèë-5-àìèíîèìèäàçîëà in vitro. Ïðîäóêòû ïîëèìåðèçàöèè in vitro èäåíòèôèöèðîâàëè ïðè
ïîìîùè ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè. Âñå èçó÷åííûå ïèãìåíòû ñïîñîáíû ñâÿçûâàòüñÿ ñ àìèëîèäàìè èíñóëèíà è
ïîäàâëÿþò èõ ðîñò. Äàííûå ýëåêòðîííîé è àòîìíî-ñèëîâîé ìèêðîñêîïèè ïîçâîëèëè âûÿâèòü îáùóþ
îñîáåííîñòü, ïðèñóùóþ ïðåïàðàòàì èíñóëèíîâûõ ôèáðèëë, âûðàùåííûõ â ïðèñóòñòâèè âñåõ ôîðì
êðàñíîãî ïèãìåíòà. Îíè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ñòàáèëüíûå, óñòîé÷èâûå ê âîçäåéñòâèþ óëüòðàçâóêà êîíã-
ëîìåðàòû (â òî âðåìÿ êàê àãðåãàòû èíñóëèíà, âûðàùåííûå áåç ïèãìåíòîâ, ÷óâñòâèòåëüíû ê äåéñòâèþ
óëüòðàçâóêà). Âåðîÿòíî, êðàñíûé ïèãìåíò, âûçûâàÿ ñëèïàíèå ôèáðèëë, ÷àñòè÷íî áëîêèðóåò èõ ñâîáîä-
íûå êîíöû è òåì ñàìûì òîðìîçèò ïðèñîåäèíåíèå ê íèì ìîíîìåðîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: èíñóëèí, àìèëîèä, òèîôëàâèí Ò, êðàñíûé ïèãìåíò, Saccharomyces cerevisiae,
5-àìèíîèìèäàçîëðèáîòèä (ÀÈÐ).

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÈÐ — N1-(5’-O-ôîñôî-b-D-ðèáîôóðàíîçèë)-5-àìèíîèìèäàçîë, ÀÈÐÇ —
N1-(b-D-ðèáîôóðàíîçèë)-5-àìèíîèìèäàçîë, ÈÔ — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, Ð(ÌåÀÈ) — ïîëè-
ìåð N1-ìåòèë-5-àìèíîèìèäàçîëà.

Ïðèðîäíûå ïèãìåíòû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé âåùåñòâà
ðàçëè÷íîé õèìè÷åñêîé îðãàíèçàöèè, êîòîðûå îáúåäèíÿåò
äèôôåðåíöèàëüíîå ïîãëîùåíèå ñâåòà â âèäèìîé îáëàñòè
ñïåêòðà. Ðàçíîîáðàçèå ãðóïï ïðèðîäíûõ ïèãìåíòîâ ÷ðåç-
âû÷àéíî âåëèêî.

Èçó÷åíèå ïðèðîäíûõ ïèãìåíòîâ ïðåäñòàâëÿåò íåñî-
ìíåííûé íàó÷íûé è ïðàêòè÷åñêèé èíòåðåñ, ïîñêîëüêó
ïðèðîäíûå ïèãìåíòû íå òîëüêî îáåñïå÷èâàþò îêðàñêó
îðãàíèçìîâ, íî è âûïîëíÿþò âàæíåéøèå ôóíêöèè. Íà-
ïðèìåð, êàðîòèíîèäû ó÷àñòâóþò â ïåðåíîñå êèñëîðîäà
è ôîòîðåöåïöèè, õèíîíû (ïåðåíîñ÷èêè ýëåêòðîíîâ) è íà-
ôòîõèíîíîâûå ãðèáû îáåñïå÷èâàþò àíòèáàêòåðèàëüíóþ
çàùèòó, ìåëàíèíû çàùèùàþò îò àêòèâíûõ ôîðì êèñëî-
ðîäà è ÓÔ-èçëó÷åíèÿ (Britton, 1983; Liu, Nizet, 2009).
Ïèãìåíòû ìîãóò ïîòåíöèàëüíî èñïîëüçîâàòüñÿ êàê ëå-
êàðñòâåííûå è ïðîôèëàêòè÷åñêèå âåùåñòâà. Íàïðèìåð,
áåòà-êàðîòèí ïðèìåíÿþò ïðè ïðîôèëàêòèêå ýðèòðîïîýòè-
÷åñêîé ïðîòîïîðôèðèè, àñòàêñàíòèí — äëÿ óìåíüøåíèÿ
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà ïðè ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèÿõ,
êðàñíûé ïèãìåíò èç ãàììà-ïðîòåîáàêòåðèè Hahella cheju-
ensis — â êà÷åñòâå ïðîòèâîîïóõîëåâîãî è èììóíîñóïðåñ-
ñîðíîãî àãåíòà (Bayerl, 2008; Kim et al., 2008; Kidd, 2011).
Êðîìå òîãî, ïèãìåíòû èñïîëüçóþòñÿ â ïðîìûøëåííîñòè
êàê êðàñèòåëè è ïèùåâûå äîáàâêè.

Êðàñíûé ïèãìåíò äðîææåé Saccharomyces cerevisiae
îòíîñèòñÿ ê ãðóïïå N-ãåòåðîöèêëè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé, â
êîòîðóþ âõîäÿò ïóðèíû, ïòåðèíû è èõ ïðîèçâîäíûå.
Êóëüòèâèðîâàíèå â àýðîáíûõ óñëîâèÿõ êëåòîê äðîææåé
S. cerevisiae, ó êîòîðûõ èíàêòèâèðîâàí ãåí ADE1 èëè
ADE2, ïðèâîäèò ê íàêîïëåíèþ â öèòîïëàçìå êëåòîê
5-àìèíîèìèäàçîëðèáîòèäà (ÀÈÐ), êîòîðûé, êàê ïîëàãà-
þò, òðàíñïîðòèðóåòñÿ â âàêóîëè (ãëóòàòèîíçàâèñèìî) è â
ðåçóëüòàòå ïîëèìåðèçàöèè è ìîäèôèêàöèé ïðåâðàùàåòñÿ
â êðàñíûé ïèãìåíò (Smirnov et al., 1967; Fisher, 1969;
Sharma et al., 2003). Â ðåçóëüòàòå êîëîíèè ìóòàíòîâ ade1
è ade2 ïðèîáðåòàþò êðàñíóþ îêðàñêó. Ñòðóêòóðà êðàñíî-
ãî ïèãìåíòà òî÷íî íå óñòàíîâëåíà, îäíàêî ïîêàçàíî, ÷òî â
åãî ñîñòàâ âõîäÿò èìèäàçîë, ðèáîçà è àìèíîêèñëîòû è ÷òî
îí íå ñîäåðæèò ôîñôàòà. Íà îñíîâàíèè ýòîãî áûëà ïîñòó-
ëèðîâàíà ñòðóêòóðà ïèãìåíòà (ðèñ. 1), êîòîðûé îáðàçóåò-
ñÿ â ðåçóëüòàòå ïîëèìåðèçàöèè 5-àìèíîèìèäàçîëðèáîçè-
äà (ÀÈÐÇ) (îáðàçîâàíèÿ ñâÿçåé ìåæäó âòîðûì è ÷åòâåð-
òûì àòîìàìè èìèäàçîëüíîãî ÿäðà ìîíîìåðîâ) è
ïîñëåäóþùåé ìîäèôèêàöèè ïîëèìåðà, çàêëþ÷àþùåéñÿ â
ïðèñîåäèíåíèè àìèíîêèñëîò ê àìèíîãðóïïàì ïîëèìåðà
(Ñìèðíîâ, 1967).

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî ñíèæåíèå îáùåãî óðîâíÿ
àìèëîèäîâ â êëåòêàõ S. cerevisiae, íàêàïëèâàþùèõ êðàñ-
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íûé ïèãìåíò (ïî ñðàâíåíèþ ñ áåëûìè èçîãåííûìè øòàì-
ìàìè). Êðîìå òîãî, ìû óñòàíîâèëè, ÷òî ïèãìåíò âëèÿåò
íà êèíåòèêó îáðàçîâàíèÿ ôèáðèëë èíñóëèíà in vitro, âå-
ðîÿòíî â ðåçóëüòàòå ñâÿçûâàíèÿ êðàñíîãî ïèãìåíòà ñ ôèá-
ðèëëàìè, ÷òî ïðåïÿòñòâóåò èõ ðîñòó è âëèÿåò íà îáðàçîâà-
íèå àãðåãàòîâ (Ìèõàéëîâà è äð., 2011; Nevzglyadova et al.,
2011, 2012).

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â äàëüíåéøåì èçó-
÷åíèè êðàñíîãî ïèãìåíòà è óñòàíîâëåíèè õèìè÷åñêîé
ñòðóêòóðû ïîëèìåðîâ, îáëàäàþùèõ ïîòåíöèàëüíîé àíòè-
àìèëîèäíîé àêòèâíîñòüþ. Äëÿ ýòîãî íàðÿäó ñ ïðåïàðàòîì
ïðèðîäíîãî ïèãìåíòà ìû ïîëó÷èëè ïðåïàðàòû êèñëîòíûõ
ãèäðîëèçàòîâ êðàñíîãî ïèãìåíòà, íå ñîäåðæàùèå ðèáîçû,
ñèíòåçèðîâàëè èñêóññòâåííûé ïèãìåíò, íå ñîäåðæàùèé
ðèáîçû è àìèíîêèñëîò, è èçó÷èëè àíòèàìèëîèäíóþ àê-
òèâíîñòü ýòèõ ïðåïàðàòîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå è ñ ï î ë ü ç î â à ë è ïðîíàçó (Sigma, ÑØÀ),
DEAE-öåëëþëîçó (GE Healthcare, Âåëèêîáðèòàíèÿ), áû-
÷èé èíñóëèí (Sigma, ÑØÀ), òèîôëàâèí T (Fluka, ÑØÀ) è
ñåôàäåêñ G-25 (GE Healthcare, Âåëèêîáðèòàíèÿ). Äëÿ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ äðîææåâûõ êëåòîê èñïîëüçîâàëè òðàäèöèîí-
íóþ ïîëíóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó (Sherman et al., 1986).

Ñ è í ò å ç è ñ ê ó ñ ñ ò â å í í î ã î ï è ã ì å í ò à Ð (Ì å À È).
Ê 20 ìã N1-ìåòèë-4-ýòîêñèêàðáîíèë-5-àìèíîèìèäàçîëà
(Àëåíèí è äð., 1987) äîáàâëÿëè 150 ìêë 2 Ì NaOH, ñìåñü
ïåðåìåøèâàëè â òå÷åíèå ïðèáëèçèòåëüíî 15 ìèí íà êèïÿ-
ùåé âîäÿíîé áàíå äî ïîëíîãî ðàñòâîðåíèÿ è âûäåðæèâà-
ëè ïðè 100 °Ñ â òå÷åíèå 90 ìèí. Çíà÷åíèå ðÍ ïîëó÷åííî-
ãî è îõëàæäåííîãî ðàñòâîðà äîâîäèëè äî 5 ñ ïîìîùüþ
2 Ì óêñóñíîé êèñëîòû è èíêóáèðîâàëè ïðè 60 °Ñ 30 ìèí.
Ïîëó÷åííûé ðàñòâîð N1-ìåòèë-5-àìèíîèìèäàçîëà (ÌåÀÈ)
ïîëèìåðèçîâàëè â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå, ïåðåìåøèâàÿ íà êà÷àëêå è îñòàâëÿëè ïîëó÷åííóþ
ñìåñü íà 2—3 ñóò ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ðàñòâîð,
êîòîðûé ïðèîáðåë êðàñíî-êîðè÷íåâóþ îêðàñêó, íàíîñèëè
íà êîëîíêó ñ ñåôàäåêñîì G-25 (äèàìåòð êîëîíêè 1.8 ñì,
âûñîòà ãåëÿ 6 ñì) è ýëþèðîâàëè âîäîé. Ïåðâîé âûõîäèò
êðàñíî-êîðè÷íåâàÿ ôðàêöèÿ, à çàòåì æåëòàÿ. Ïîëó÷åííóþ
êðàñíî-êîðè÷íåâóþ ôðàêöèþ, íàçûâàåìóþ â äàëüíåéøåì
Ð(ÌåÀÈ), èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå îáðàçöà äëÿ ìàññ-ñïåê-
òðîìåòðèè è â äðóãèõ ýêñïåðèìåíòàõ.

Â û ä å ë å í è å è î ÷ è ñ ò ê à ï ð è ð î ä í î ã î ê ð à ñ í î -
ã î ï è ã ì å í ò à (Ð 1) è ï î ë ó ÷ å í è å å ã î ä å ð è á î ç è -
ë è ð î â à í í û õ ï ð î è ç â î ä í û õ Ð 2à è P2ñ. Ñóïåðíà-
òàíò ãðóáûõ ëèçàòîâ, âûäåëåííûõ èç êëåòîê øòàììà
74-D694 (MATa ade1-14 ura3 his3 trp1 leu 2), ñîäåðæàùèé
êðàñíûé ïèãìåíò, ïîëó÷àëè èç ìåõàíè÷åñêè ðàçðóøåí-
íûõ äðîææåâûõ êëåòîê (Nevzglyadova et al., 2011). Çàòåì
ïðîâîäèëè åãî äåïðîòåèíèçàöèþ ñìåñüþ õëîðîôîðìà ñ
ìåòàíîëîì (3 : 7) ñ ïîñëåäóþùèì âûäåðæèâàíèåì ïðè
0 °Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí è öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 1000 g
â òå÷åíèå 5 ìèí. Ïîñëå äâóõ äåïðîòåèíèçàöèé, óäàëåíèÿ
îðãàíè÷åñêèõ ðàñòâîðèòåëåé è âûñóøèâàíèÿ ïðè êîìíàò-
íîé òåìïåðàòóðå ïèãìåíò âûäåðæèâàëè ñ ïðîíàçîé
(1 ìã/ìë) â Òðèñ-HCl (0.1 M, pH 8.0) â òå÷åíèå 20 ÷ ïðè
37 °Ñ (êîíöåíòðàöèÿ ïèãìåíòà ïðè ýòîì ñîñòàâëÿëà îêîëî
20 ìã/ìë). Ïîñëå èíêóáàöèè ïèãìåíò åùå äâàæäû äåïðî-
òåèíèçèðîâàëè òîé æå ñìåñüþ õëîðîôîðìà ñ ìåòàíîëîì.

Î÷èùåííóþ ôðàêöèþ êðàñíîãî ïèãìåíòà äåëèëè íà
äâå ÷àñòè, îäíà èç êîòîðûõ ïîäâåðãàëàñü êèñëîòíîìó ãèä-
ðîëèçó (1 Ì HCl, 100 °Ñ, 2 ÷). Ãèäðîëèçàò íåéòðàëèçîâà-

ëè NaOH, ïîñëå ÷åãî öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 1000 g â òå-
÷åíèå 10 ìèí. Ïîëó÷åííûé ñóïåðíàòàíò, ñîäåðæàùèé
êðàñíûé ïèãìåíò (äàëåå Ð2), êàê è êðàñíûé ïèãìåíò, íå
ïðîõîäèâøèé ãèäðîëèçà (äàëåå Ð1), äîïîëíèòåëüíî î÷è-
ùàëè ïðè ïîìîùè êîëîíî÷íîé õðîìàòîãðàôèè, êàê îïè-
ñàíî ðàíåå (Nevzglyadova et al., 2010, 2012).

Â ïðîöåññå õðîìàòîãðàôèè ãèäðîëèçàòà P2 íà êîëîí-
êå ñ DEAE-öåëëþëîçîé áûëè ïîëó÷åíû äâå îêðàøåííûå
ôðàêöèè: ïåðâîé ýëþèðîâàëàñü ôðàêöèÿ, íàçûâàåìàÿ â
äàëüíåéøåì Ð2à, âòîðîé — ôðàêöèÿ, íàçûâàåìàÿ â äàëü-
íåéøåì Ð2ñ.

Âñå ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû êðàñíîãî ïèãìåíòà, íàçû-
âàåìûå â äàëüíåéøåì ñîîòâåòñòâåííî Ð1, Ð2à è Ð2ñ, ïî-
ñëå îáåññîëèâàíèÿ íà êîëîíêå ñ ñåôàäåêñîì G-25 âûñó-
øèâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è íåïîñðåäñòâåííî
ïåðåä ýêñïåðèìåíòàìè ðàñòâîðÿëè â äåèîíèçèðîâàííîé
âîäå äî òðåáóåìîé êîíöåíòðàöèè.

Ê à ÷ å ñ ò â å í í û é ì å ò î ä î ï ð å ä å ë å í è ÿ ð è á î -
ç û. Ðèáîçó â ïðîáàõ ïèãìåíòà îïðåäåëÿëè îðöèíîâûì
ìåòîäîì â ìîäèôèêàöèè (Smirnov et al., 1967). Ê 1 ìë
ïðîáû, ñîäåðæàùåé 300 ìêã ïèãìåíòà, äîáàâëÿëè 1 ìë îð-
öèíîâîãî ðåàêòèâà (ðàñòâîð 6 ìã ïåðåêðèñòàëëèçîâàííîãî
îðöèíà è 1 ìã ÑuSO4�5H2O â 10 ìë 11 Ì HCl). Ïðîáû èí-
êóáèðîâàëè ïðè 100 °Ñ â òå÷åíèå 15 ìèí. Î íàëè÷èè ðè-
áîçû â ïðîáå ñóäèëè ïî ðàçâèâàþùåéñÿ çåëåíîé îêðàñêå.

À ì è í î ê è ñ ë î ò í û é à í à ë è ç. Àíàëèç àìèíîêèñ-
ëîò, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ êðàñíîãî ïèãìåíòà, ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ âûñîêîýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðà-
ôèè (ÂÝÆÕ). Êðàñíûé ïèãìåíò ãèäðîëèçîâàëè (6 Ì HCl)
â òå÷åíèå 18 ÷ ïðè 110 °C, ïîñëå ÷åãî ïðîâîäèëè ðåàêöèþ
ñ ôåíèëèçîòèîöèîíàòîì äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïðîèçâîäíûõ ñâî-
áîäíûõ àìèíîêèñëîò. Ïîëó÷åííûé ðàñòâîð âûñóøèâàëè
ïîä âàêóóìîì, ðàñòâîðÿëè â íåáîëüøîì êîëè÷åñòâå äèñ-
òèëëèðîâàííîé âîäû, ôèëüòðîâàëè è ââîäèëè â ñèñòåìó
ÂÝÆÕ. Õðîìàòîãðàôèþ ïðîâîäèëè íà âûñîêîýôôåêòèâ-
íîì æèäêîñòíîì õðîìàòîãðàôå (Shimadzu, ßïîíèÿ),
âêëþ÷àþùåì â ñåáÿ äåãàçàòîð DGU-20A3, íàñîñ ñ êëàïà-
íîì äëÿ ñîçäàíèÿ ãðàäèåíòà íèçêèõ äàâëåíèé LC-6AD,
êîëîíî÷íûé òåðìîñòàò CTO-20A è ôîòîäèîäíûé äåòåê-
òîð ñèãíàëà SPD-M20A. Õðîìàòîãðàôè÷åñêîå ðàçäåëåíèå
ïðîâîäèëè â êîëîíêå Supelcosil LC-18 (250�4.6 ìì, ðàç-
ìåð ÷àñòèö 5 ìêì).

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 (T O F -
M A L D I). Ñìåñü 1—2 ìêë ðàñòâîðà ìàòðèöû (3, 5-äèìå-
òîêñè-4-ãèäðîêñèêîðè÷íîé êèñëîòû) ñ ðàñòâîðîì àíàëè-
çèðóåìîãî êðàñíîãî ïèãìåíòà (ïðè ñîîòíîøåíèè îáúåìîâ
1 : 1) íàíîñèëè íà ñòàëüíóþ ïëàøêó-ìèøåíü è âûñóøèâà-
ëè íà âîçäóõå. Ðàñòâîðû ìàòðèö (â êîíöåíòðàöèè
10 ìã/ìë) ãîòîâèëè â ñìåñè 60%-íîãî àöåòîíèòðèëà ñ
0.1%-íûì âîäíûì ðàñòâîðîì òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòû
(ïðè ñîîòíîøåíèè îáúåìîâ 1 : 2). Ñïåêòðû MALDI ðåãè-
ñòðèðîâàëè íà âðåìÿïðîëåòíîì ïðèáîðå Reflex IV êîì-
ïàíèè Bruker Daltonics, îáîðóäîâàííîì àçîòíûì ëàçåðîì
ñ ðàáî÷åé äëèíîé âîëíû 337 íì ïðè ïîëîæèòåëüíîé
ïîëÿðíîñòè â ëèíåéíîì ðåæèìå. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ õîðîøå-
ãî ñèãíàëà ìîùíîñòü ëàçåðà óñòàíàâëèâàëè íà ìèíèìàëü-
íîì óðîâåíå. Äëÿ êàëèáðîâêè ïðèáîðà â äèàïàçîíå ìîëå-
êóëÿðíûõ ìàññ èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíûé íàáîð ôèðìû
Sigma — ProteoMass Protein MALDI-MS Calibration Kit.

Ï î ë ó ÷ å í è å ô è á ð è ë ë è í ñ ó ë è í à. Ðàñòâîðÿëè
2 ìã áû÷üåãî èíñóëèíà â 1 ìë áóôåðà (20 % CH3COOH è
100 ìÌ NaCl, ðÍ 2) è ñìåñü èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 24 ÷
ïðè 37 °C è ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè. Êîíöåíòðàöèþ
ôèáðèëë èíñóëèíà îöåíèâàëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè
ïðè äëèíå âîëíû 365 íì.

854 Ò. Ð. Àìåí, Å. Â. Ìèõàéëîâà è äð.



Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ ïðåïàðàòîâ ïèãìåíòà íà ðîñò
ôèáðèëë ê ðàñòâîðó èíñóëèíà äîáàâëÿëè ïðåïàðàòû ïèã-
ìåíòà ðàçíîé êîíöåíòðàöèè è èçìåðÿëè îïòè÷åñêóþ
ïëîòíîñòü ðàñòâîðà ôèáðèëë (ïðè äëèíå âîëíû 365 íì)
÷åðåç 24 ÷ ïîñëå íà÷àëà îïûòà.

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 (ÈÔ). Äëÿ èçó÷åíèÿ çàâèñèìîñòè ÈÔ òèîôëàâèíà Ò,
ñâÿçàííîãî ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè èíñóëèíà, îò
êîíöåíòðàöèè êðàñíîãî ïèãìåíòà ñíà÷àëà îïðåäåëÿëè
êîíöåíòðàöèþ âñåõ ôîðì ïèãìåíòà, âûðîâíåííûõ ïî îï-
òè÷åñêîé ïëîòíîñòè (À490 = 4.5): íîðìàëèçîâàííûå ïî ìàñ-
ñå ðàñòâîðû âûñóøèâàëè, âçâåøèâàëè è ñíîâà ðàñòâîðÿëè
â ðàâíûõ îáúåìàõ âîäû. Ðàçíûå àëèêâîòû (îò 1 äî 30 ìêë)
ïðåïàðàòîâ Ð1, Ð2à, Ð2ñ è Ð(ÌåÀÈ) äîáàâëÿëè ê 30 ìêë
ñóñïåíçèè àìèëîèäîâ (êîíöåíòðàöèÿ áåëêà 2 ìêã/ìêë).
Ê ïðîáàì äîáàâëÿëè ïî 30 ìêë ðàñòâîðà òèîôëàâèíà T
ïðè êîíöåíòðàöèè 10-3 Ì è îáúåì ïðîáû äîâîäèëè äî 1 ìë
âîäîé. ÈÔ òèîôëàâèíà Ò èçìåðÿëè ïðè äëèíàõ âîëí âîç-
áóæäåíèÿ è ýìèññèè 435 è 486 íì ñîîòâåòñòâåííî. ÈÔ ñà-
ìèõ ïèãìåíòîâ (ðÍ 7) èçìåðÿëè ïðè äëèíå âîëíû âîçáóæ-
äåíèÿ 450 íì. Âñå èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè íà ôëóîðåñöåíò-
íîì ñïåêòðîôîòîìåòðå Cary Eclipse (Varian Inc., ÑØÀ).
Äëÿ îáðàáîòêè äàííûõ èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììû Cary Ec-
lipse Scan Application v. 1.1 è Exel (Microsoft, ÑØÀ).

Ò ð à í ñ ì è ñ ñ è î í í à ÿ ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î -
ñ ê î ï è ÿ (Ò Ý Ì). Ìåäíûå ñåòêè (300 mesh; Sigma, ÑØÀ)
ïîêðûâàëè êîëëîäèåâîé ïëåíêîé ñ óãîëüíûì íàïûëåíè-
åì. Ñóñïåíçèè âûðîñøèõ ôèáðèëë èíñóëèíà ðàçáàâëÿëè â
30 ðàç äåèîíèçèðîâàííîé âîäîé, ïîñëå ÷åãî ñóñïåíçèþ
ôèáðèëë ïî 10 ìêë íàíîñèëè íà ñåòêè. ×åðåç 1 ìèí èçáû-
òî÷íóþ âëàãó óäàëÿëè ôèëüòðîâàëüíîé áóìàãîé, à ñåòêè
ïîìåùàëè íà êàïëþ 1%-íîãî ðàñòâîðà óðàíèë-àöåòàòà.
×åðåç 2 ìèí èçáûòî÷íóþ âëàãó óäàëÿëè è ñåòêè âûñóøè-
âàëè. Ïðåïàðàòû èçó÷àëè ïðè ïîìîùè ýëåêòðîííîãî ìèê-
ðîñêîïà LIBRA 120 (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Äëÿ ðàçäåëå-
íèÿ ôèáðèëë èíñóëèíà (ïåðåä íàíåñåíèåì íà ñåòêè) èõ
îáðàáàòûâàëè óëüòðàçâóêîì (30 êÃö) â òå÷åíèå 1—4 ìèí
íà ëàáîðàòîðíîì äèñïåðãàòîðå Labsonic M (Sartorius ste-
dum, Ãåðìàíèÿ).

À ò î ì í î - ñ è ë î â à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Èññëåäîâà-
íèÿ ìåòîäîì àòîìíî-ñèëîâîé ìèêðîñêîïèè (ÀÑÌ) ïðîâî-
äèëè íà ïðèáîðå Ntegra Aura (ÇÀÎ «ÍÒ-ÌÄÒ», ã. Çåëå-
íîãðàä). Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè â ôîðâàêóóìå (10–2 ìáàð),
à òàêæå â óñëîâèÿõ îñòàòî÷íîãî ôîðâàêóóìà (10 ìáàð)
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïðèìåíÿëè ñòàíäàðòíûå ïî-
ëóêîíòàêòíûå çîíäû NSG11 ñ õàðàêòåðíûì ðàäèóñîì çà-
êðóãëåíèÿ îêîí÷àíèÿ 10—20 íì.

Ì å ò î ä û ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê î é î á ð à á î ò ê è. Äëÿ
îöåíêè è àíàëèçà ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïðèìåíÿëè ñòàíäàð-
òíûå ìåòîäû. Êàæäûé ýêñïåðèìåíò ïîâòîðÿëè íå ìåíåå
3 ðàç. Äëÿ âûáîðà êðèòåðèÿ îöåíêè çíà÷èìîñòè ïàðíûõ ðàç-
ëè÷èé ïðîâåðÿëè ñîîòâåòñòâèå ôîðìû ðàñïðåäåëåíèÿ íîð-
ìàëüíîìó ïî êðèòåðèþ Êîëìîãîðîâà—Ñìèðíîâà, à òàêæå
êîíòðîëèðîâàëè ðàâåíñòâî ãåíåðàëüíûõ äèñïåðñèé ñ ïîìî-
ùüþ F-êðèòåðèÿ Ôèøåðà. Ïðè íîðìàëüíîì ðàñïðåäåëåíèè
ðàññ÷èòûâàëè ñðåäíþþ àðèôìåòè÷åñêóþ âåëè÷èíó è ñðåä-
íåå îòêëîíåíèå, à îöåíêó ðàçíîñòè ìåæäó ñðåäíèìè ïðîâî-
äèëè ñ ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà (Ãëàíö, 1999).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ñ ò ð ó ê ò ó ð í à ÿ õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à ð à ç í û õ
ï ð å ï à ð à ò î â ê ð à ñ í î ã î ï è ã ì å í ò à. Àíàëèç ïðèðîä-
íîãî êðàñíîãî ïèãìåíòà (â íàøèõ îïûòàõ îáîçíà÷åííîãî

Ð1), âûäåëåííîãî èç êëåòîê ìóòàíòà ade1 (Ñìèðíîâ,
1967), ïîêàçàë, ÷òî ïèãìåíò ñîäåðæèò ðèáîçó, èìèäàçîë, à
òàêæå àìèíîêèñëîòû è, âåðîÿòíî, ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
ïðîäóêò ïîëèìåðèçàöèè N1-(b-D-ðèáîôóðàíîçèë)-5-àìè-
íîèìèäàçîëà (ÀÈÐÇ). Âåðõíèé ïðåäåë ìîë. ìàññû ïîëè-
ìåðà íå ïðåâûøàë 10 êÄà. Ñìèðíîâûì áûëà ïðåäëîæåíà
ñòðóêòóðíàÿ ôîðìóëà (ðèñ. 1), â ñîîòâåòñòâèè ñ êîòîðîé
ïîëèìåðèçàöèÿ èäåò çà ñ÷åò îáðàçîâàíèÿ õèìè÷åñêèõ ñâÿ-
çåé ìåæäó âòîðûì è ÷åòâåðòûì àòîìàìè óãëåðîäà ìîíî-
ìåðîâ (Smirnov et al., 1967). Îáðàçîâàâøèåñÿ ïîëèìåðû
äîïîëíèòåëüíî ìîäèôèöèðóþòñÿ (îáðàçóþòñÿ àìèäíûå
ñâÿçè ìåæäó àìèíîãðóïïàìè ïîëèìåðà è êàðáîêñèëüíû-
ìè ãðóïïàìè àìèíîêèñëîò). Ïðèâåäåííàÿ íà ðèñ. 1 ñòðóê-
òóðà íå ïîäòâåðæäåíà ýêñïåðèìåíòàëüíî, è, ñëåäîâàòåëü-
íî, òî÷íàÿ ñòðóêòóðà ïèãìåíòà ê íàñòîÿùåìó ìîìåíòó íå
óñòàíîâëåíà.

Äëÿ âûÿñíåíèÿ ñòðóêòóðû êðàñíîãî ïèãìåíòà (Ð1)
íàìè ïîëó÷åíû åãî äåðèáîçèëèðîâàííûå ïðîèçâîäíûå
(Ð2à è Ð2ñ) è ñèíòåòè÷åñêèé ïèãìåíò Ð(ÌåÀÈ), äëÿ ñèí-
òåçà êîòîðîãî in vitro â êà÷åñòâå ìîíîìåðà èñïîëüçîâàëè
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Ðèñ. 1. Ãèïîòåòè÷åñêàÿ ñòðóêòóðíàÿ ôîðìóëà êðàñíîãî ïèãìåíòà.

R1 — ðèáîçèëüíûé îñòàòîê; R2 — àìèíîãðóïïà èëè àìèíîãðóïïà, ñâÿ-
çàííàÿ àìèäíîé ñâÿçüþ ñ àìèíîêèñëîòîé (Ñìèðíîâ, 1967).

Ðèñ. 2. Ñõåìà îêèñëèòåëüíîé ïîëèìåðèçàöèè N1-ìåòèë-4-àìè-
íîèìèäàçîëà (ÌåÀÈ), ïîëó÷åííàÿ íà îñíîâå äàííûõ ìàññ-

ñïåêòðîìåòðèè.

Ðèìñêèìè öèôðàìè îáîçíà÷åíû ñîåäèíåíèÿ, êîòîðûå èäåíòèôèöèðî-
âàíû â ïðåïàðàòå Ð(ÌåÀÈ) ñ ïîìîùüþ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè (ñì.
ðèñ. 7, ã); n — îáùåå ÷èñëî ìîíîìåðîâ â ìîëåêóëå ïîëèìåðà (n = m + 5,

ãäå m — äîïîëíèòåëüíîå ÷èñëî ìîíîìåðîâ, âêëþ÷åííûõ â ïîëèìåð).



N1-ìåòèë-5-àìèíîèìèäàçîë — ñòðóêòóðíûé àíàëîã ïðè-
ðîäíîãî ìîíîìåðà ÀÈÐÇ. Ñòðóêòóðó Ð(ÌåÀÈ) óäàëîñü
óñòàíîâèòü ñ ïîìîùüþ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè (ðèñ. 2).

Êèñëîòíûé ãèäðîëèç êðàñíîãî ïèãìåíòà Ð1 ïðèâîäèò
ê îáðàçîâàíèþ ñîåäèíåíèé, êîòîðûå ïðè ïðîõîæäåíèè
êîëîíêè ñ DEAE-íîñèòåëåì ðàçäåëÿþòñÿ íà äâå îêðàøåí-
íûå ôðàêöèè — P2a è P2ñ. Îíè ðàçëè÷àþòñÿ ïî ðàñïðåäå-
ëåíèþ çàðÿäà: P2a âûõîäèò ïåðâîé ñ DEAE-êîëîíêè, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò î áîëüøåì êîëè÷åñòâå ïîëîæèòåëüíî çà-
ðÿæåííûõ îñòàòêîâ.

Äëÿ ñðàâíåíèÿ ðàçíûõ ôîðì ïèãìåíòà ïî ñòðóêòóðå è
ïî àêòèâíîñòè èõ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ àìèëîèäàìè ïðåïàðà-
òû Ð1, Ð2à, Ð2ñ è Ð(ÌåÀÈ) âûñóøèâàëè, ðàñòâîðÿëè â
äåèîíèçèðîâàííîé âîäå è ñòðîèëè ãðàôèêè çàâèñèìîñòè
îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâîðîâ (À490) îò èõ êîíöåíòðà-
öèè (ðèñ. 3). Ïîëüçóÿñü ïîëó÷åííûìè äàííûìè, ìû ìîãëè
â äàëüíåéøåì âûðàâíèâàòü ðàñòâîðû ðàçíûõ ôîðì ïèã-
ìåíòà ïî êîëè÷åñòâó âåùåñòâà.

Òàê êàê â ïèãìåíòå Ð1 ðàíåå áûëî ïîêàçàíî íàëè÷èå
ðèáîçû è àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ (Smirnov et al., 1967),
ìû îöåíèëè, êàê ðàçëè÷àþòñÿ ïðåïàðàòû ïèãìåíòîâ, ïî-
ëó÷åííûå íàìè, ïî ñîäåðæàíèþ ðèáîçû è àìèíîêèñëîò.
Êà÷åñòâåííàÿ ðåàêöèÿ íà ðèáîçó ïîçâîëÿåò âèäåòü, ÷òî
êèñëîòíûé ãèäðîëèç ïðèâîäèò ê îòùåïëåíèþ ðèáîçû êàê
îò ïîëèìåðà Ð2à, òàê è îò ïîëèìåðà Ð2ñ (ðèñ. 4).

Àìèíîêèñëîòíûé àíàëèç ïðåïàðàòîâ ïèãìåíòà (ñì.
òàáëèöó) âûÿâèë ïðåîáëàäàíèå îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûõ
(ïðè íåéòðàëüíîì pH) àìèíîêèñëîò — àñïàðàãèíîâîé è
ãëóòàìèíîâîé, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò äàííûì, ïðåäñòàâëåí-
íûì â ëèòåðàòóðå (Smirnov et al., 1967). Êðîìå òîãî, â
ïðåïàðàòå P1 ïðåîáëàäàþò ãëèöèí è ïðîëèí, â P2a — ãëè-
öèí è ëèçèí, à â P2c — ïðîëèí. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî ïðèñóòñòâèå çíà÷èòåëüíîãî êîëè÷åñòâà ëèçèíà â P2a
ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ îáùåãî ïîëîæèòåëüíîãî çàðÿäà,
÷òî è îáåñïå÷èâàåò áûñòðóþ ýëþöèþ ïèãìåíòà P2a ñ
DEAE-êîëîíêè (ïî ñðàâíåíèþ ñ ïèãìåíòàìè Ð1 è P2c).

Èññëåäîâàíèå ïèãìåíòîâ ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîñêîïèè
â âèäèìîé îáëàñòè ñïåêòðà ïîêàçàëî, ÷òî òîëüêî
Ð(ÌåÀÈ) èìååò õàðàêòåðíûé ìàêñèìóì ïîãëîùåíèÿ â îá-
ëàñòè 490 íì; ìàêñèìóìû ïîãëîùåíèÿ ïèãìåíòîâ Ð1, Ð2à
è Ð2ñ íå ïðîÿâëÿþòñÿ, ïî-âèäèìîìó èç-çà âûñîêîãî ïî-
ãëîùåíèÿ â êîðîòêîâîëíîâîé îáëàñòè (ðèñ. 5).

Òàê êàê êðàñíûé ïèãìåíò îáëàäàåò ñîáñòâåííîé ôëó-
îðåñöåíöèåé (Weisman et al., 1987), ìû îöåíèëè èíòåí-
ñèâíîñòü ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè ó âñåõ ïðåïàðàòîâ
ïèãìåíòà. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 6.
Ìàêñèìóìû ÈÔ ó ïðåïàðàòîâ, ïîëó÷åííûõ íà îñíîâå
ïðèðîäíîãî ïèãìåíòà, íàõîäÿòñÿ â îáëàñòè 440—460 íì;
ïðè ýòîì ãèäðîëèçîâàííûå ôîðìû, â îñîáåííîñòè Ð2ñ,
èìåþò áîëåå âûñîêèå çíà÷åíèÿ ÈÔ, ÷åì Ð1. Ñèíòåòè÷å-
ñêèé ïèãìåíò Ð(ÌåÀÈ) èìååò äâà ìàêñèìóìà, è îñíîâíîé
ïèê ÈÔ çàìåòíî ñìåùåí â êîðîòêîâîëíîâóþ îáëàñòü.

C ïîìîùüþ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè ìû ïðåäïðèíÿëè ïî-
ïûòêó èäåíòèôèöèðîâàòü ïîëèìåðû, âõîäÿùèå â ñîñòàâ
ïðåïàðàòîâ Ð1, Ð2à, Ð2ñ è Ð(ÌåÀÈ). Äàííûå ìàññ-ñïåê-
òðîñêîïè÷åñêîãî àíàëèçà ýòèõ ïðåïàðàòîâ ïðèâåäåíû íà
ðèñ. 7.

Êàê ñëåäóåò èç äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 7,
ïðåïàðàò ïðèðîäíîãî êðàñíîãî ïèãìåíòà Ð1 (ðèñ. 7, à) ñî-
äåðæèò íàáîð ïîëèìåðîâ, ìîë. ìàññà êîòîðûõ êîëåáëåòñÿ
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Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòü îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâîðîâ ïèãìåí-
òîâ ïðè äëèíå âîëíû 490 íì (A490) îò êîíöåíòðàöèè ïðåïàðàòà

ïèãìåíòà (ìã/ìë).

Êðèâûå: 1 — Ð1, 2 — Ð2à, 3 — Ð2ñ, 4 — Ð(ÌåÀÈ).

Ðèñ. 4. Êà÷åñòâåííûé òåñò, ïîçâîëÿþùèé îöåíèòü ñîäåðæàíèå
ðèáîçû â ïðåïàðàòàõ êðàñíîãî ïèãìåíòà Ð1, Ð2à, Ð2ñ è ñèíòå-

òè÷åñêîì Ð(ÌåÀÈ).

Ïðåïàðàò Ð1 íàèáîëåå ñèëüíî îòëè÷àåòñÿ îò êîíòðîëüíîãî ïðåïàðàòà Ê,
íå ñîäåðæàùåãî ðèáîçû.

Îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå àìèíîêèñëîò
â ðàçíûõ ïðåïàðàòàõ ïèãìåíòà

Àìèíîêèñëîòû

Ñîäåðæàíèå àìèíîêèñëîòû, %

Ð1 Ð2à Ð2c
Ð1 (Smirnov
et al., 1967)

Àñïàðàãèíîâàÿ è àñïà-
ðàãèí

14.1 26.7 30.4 15.60

Àðãèíèí 0.3 0.4 0.2 —

Àëàíèí 1.4 2.6 3.1 3.16

Âàëèí 1.0 3.1 0.5 2.93

Ãëèöèí 8.4 7.1 1.6 21.90

Ãèñòèäèí 0.8 0.9 0.5 0.92

Ãëóòàìèíîâàÿ è ãëóòà-
ìèí

14.4 7.3 3.9 33.90

Èçîëåéöèí 0.8 1.4 0.6 1.42

Ëåéöèí 0.8 2.1 0.7 1.19

Ëèçèí 1.4 22.2 0.4 1.47

Ìåòèîíèí 1.1 0.7 1.5 —

Îêñèïðîëèí 0.2 0.2 0.1 —

Ïðîëèí 45.3 9.0 50.4 3.89

Ñåðèí 3.4 4.3 0.7 2.93

Òðåîíèí 4.8 9.0 1.8 2.43

Òèðîçèí 0.4 0.4 0.5 0.92

Ôåíèëàëàíèí 0.4 1.8 0.7 0.55

Öèñòèí+öèñòåèí 1.0 0.7 1.9 6.87



â äèàïàçîíå 2—10 êÄà, â òî âðåìÿ êàê ïðåïàðàòû Ð2à
(ðèñ. 7, á) è Ð2ñ (ðèñ. 7, â), ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå êèñ-
ëîòíîãî ãèäðîëèçà Ð1, èìåþò çíà÷èòåëüíî ìåíüøóþ ìîë.
ìàññó (â ñðåäíåì 1—2 êÄà). Îäíàêî äëÿ ïèãìåíòîâ Ð1,
Ð2à è Ð2ñ íå óäàëîñü èäåíòèôèöèðîâàòü ïèêè, êîòîðûå
óêàçûâàëè áû íà ðåãóëÿðíóþ ñòðóêòóðó ýòèõ ïîëèìåðîâ.
Ìû ïîëàãàåì, ÷òî îòñóòñòâèå ðåãóëÿðíîñòè îáóñëîâëåíî
òåì, ÷òî ìîíîìåðû, âõîäÿùèå â ñîñòàâ óêàçàííûõ ïîëè-
ìåðîâ, ìîãóò èìåòü ðàçëè÷íûé àìèíîêèñëîòíûé ñîñòàâ.
Ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ïîëèìåðà Ð(ÌåÀÈ),

îáðàçóþùåãîñÿ èç ìîíîìåðîâ, íå ñîäåðæàùèõ àìèíîêèñ-
ëîò, ïîäòâåðæäàåò íàøå ïðåäïîëîæåíèå. Íà ðèñ. 7, ã
ìîæíî âèäåòü ïèêè, ñîîòâåòñòâóþùèå ïîëèìåðàì, ñîñòî-
ÿùèì èç 4, 6, 7, 8, 9 è 10 ñòðóêòóðíûõ åäèíèö.

Â ë è ÿ í è å ð à ç í û õ ô î ð ì ê ð à ñ í î ã î ï è ã ì å í-
ò à í à è í ê î ð ï î ð à ö è þ ê ð à ñ è ò å ë ÿ ò è î ô ë à â è -
íà Ò â à ì è ë î è ä û. Òèîôëàâèí Ò — ôëóîðåñöåíòíûé
êðàñèòåëü, ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàþùèéñÿ ñ áåëêàìè â
àìèëîèäíîé ôîðìå. Êàê áûëî ïîêàçàíî ðàíåå, êðàñíûé
ïèãìåíò, êîòîðûé òàêæå ñâÿçûâàåòñÿ ñ àìèëîèäíûìè áåë-
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Ðèñ. 5. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ïèãìåíòîâ Ð1, Ð2à, Ð2ñ è Ð(ÌåÀÈ)
ïðè pH 6 â âèäèìîé îáëàñòè ñïåêòðà.

Êðèâûå: 1 — Ð1, 2 — Ð2à, 3 — Ð2ñ, 4 — Ð(ÌåÀÈ).

Ðèñ. 6. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ïðåïàðàòîâ ïèãìåíòîâ (pH 7)
ïðè äëèíå âîëíû âîçáóæäåíèÿ 450 íì.

Êðèâûå: 1 — Ð1, 2 — Ð2à, 3 — Ð2ñ, 4 — Ð(ÌåÀÈ). ÈÔ — èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè.

Ðèñ. 7. Ñïåêòðû TOF-MALD1 ïðåïàðàòîâ êðàñíîãî ïèãìåíòà Ð1 (à), Ð2 (á), Ð2ñ (â) è Ð(ÌåÀÈ) (ã).

ã — îòìå÷åíû ïèêè, ñîîòâåòñòâóþùèå ïîëèìåðàì ñ ðàçíûì êîëè÷åñòâîì ìîíîìåðîâ (n) â öåïè, ñòðóêòóðà êîòîðûõ ïðèâåäåíà íà ðèñ. 2.



êàìè, êîíêóðèðóåò ñ òèîôëàâèíîì Ò çà ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ
â ìîëåêóëå áåëêà è âûçûâàåò ïîäàâëåíèå ÈÔ ýòîãî êðàñè-
òåëÿ (Nevzglyadova et al., 2011). Äëÿ êàæäîãî ïðåïàðàòà
êðàñíîãî ïèãìåíòà áûëè ïîëó÷åíû çàâèñèìîñòè ÈÔ òè-
îôëàâèíà Ò, èíêîðïîðèðîâàííîãî â àìèëîèäû èíñóëèíà,
îò êîíöåíòðàöèè ïèãìåíòîâ (ðèñ. 8).

Êàê ñëåäóåò èç ãðàôèêîâ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 8,
à, ðàçíûå ôîðìû ïèãìåíòà ñ ðàçíîé ýôôåêòèâíîñòüþ êîí-
êóðèðóþò ñ òèîôëàâèíîì Ò çà ñâÿçûâàíèå ñ ôèáðèëëàìè.
Òàê, íàïðèìåð, â êîíòðîëå, êîãäà àìèëîèäû îáðàçóþòñÿ â
îòñóòñòâèå ïèãìåíòà, ÈÔ ñîñòàâëÿåò îêîëî 180 îòí. åä.,
äîáàâëåíèå ïèãìåíòà Ð2ñ â êîíöåíòðàöèè 8 ìã/ìë ïðèâî-
äèò ê ïàäåíèþ ÈÔ ïðèìåðíî äî 20 (ðèñ. 8, à, êðèâàÿ 3),
ïèãìåíòà Ð1 — äî 40 (ðèñ. 8, à, êðèâàÿ 1), Ð2à — äî 60
(ðèñ. 8, à, êðèâàÿ 2), Ð (ÌåÀÈ) — äî 70 (ðèñ. 8, à, êðè-
âàÿ 4) îòí. åä. Ýòî äàåò îñíîâàíèå ñ÷èòàòü, ÷òî Ð2ñ ÿâëÿ-
åòñÿ ñàìûì êîíêóðåíòîñïîñîáíûì èç èçó÷åííûõ íàìè
ïðåïàðàòîâ ïèãìåíòà, åñëè åãî äîáàâëÿòü ê ôèáðèëëàì
íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä òèîôëàâèíîì Ò. Ïðè èçìåíåíèè
ïîðÿäêà äîáàâëåíèÿ (ñíà÷àëà òèîôëàâèí Ò, à ïîòîì ïðå-
ïàðàò ïèãìåíòà) ìîæíî ïðîñëåäèòü çà òåì, íàñêîëüêî ýô-
ôåêòèâíî ðàçíûå ôîðìû ïèãìåíòà âûòåñíÿþò óæå ñâÿçàâ-
øèéñÿ ñ ôèáðèëëàìè òèîôëàâèí Ò (ðèñ. 8, á). Îêàçàëîñü,
÷òî ïðè ðàçíîì ïîðÿäêå äîáàâëåíèÿ ïèãìåíòîâ ñðàâíè-

òåëüíàÿ ýôôåêòèâíîñòü èçó÷åííûõ ïðåïàðàòîâ ïèãìåíòà
ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿåòñÿ: Ð2ñ îñòàåòñÿ íàèáîëåå ýô-
ôåêòèâíûì àíòèàìèëîèäíûì ïðåïàðàòîì ïèãìåíòà
(ðèñ. 8, á, êðèâàÿ 3).

Â ë è ÿ í è å ð à ç í û õ ô î ð ì ï è ã ì å í ò à í à î á ð à -
ç î â à í è å à ì è ë î è ä î â è í ñ ó ë è í à. Ìû òàêæå èññëå-
äîâàëè, êàê ñâÿçûâàíèå ðàçíûõ ôîðì êðàñíîãî ïèãìåíòà ñ
ôèáðèëëàìè èíñóëèíà ñêàçûâàåòñÿ íà èõ ðîñòå. Ñ ýòîé
öåëüþ ôèáðèëëû âûðàùèâàëè â òå÷åíèå 1 ñóò â ñîîòâåò-
ñòâóþùåì áóôåðå â ïðèñóòñòâèè ïðåïàðàòîâ ïèãìåíòà
(îïûò) è áåç ïèãìåíòà (êîíòðîëü) è èçìåðÿëè îïòè÷åñêóþ
ïëîòíîñòü (À) ïðè äëèíå âîëíû 365 íì â íà÷àëüíîé (À0) è
êîíå÷íîé (À24) âðåìåíí*ûõ òî÷êàõ. Ñîäåðæàíèå ôèáðèëë
(Ñ) â êîíòðîëå (Ñê) è îïûòå (Ñîï) ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìó-
ëå Ñ = (À24 – À0)/À24. Çàòåì ñòðîèëè çàâèñèìîñòè âåëè÷è-
íû ïîäàâëåíèÿ ðîñòà àìèëîèäîâ â % (100�Ñîï/Ñê ) îò êîí-
öåíòðàöèè ïèãìåíòîâ (ìã/ìë), êîòîðûå ïðèâåäåíû íà
ðèñ. 9.

Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ ìîæíî ïîëàãàòü,
÷òî Ð2ñ ýôôåêòèâíåå äðóãèõ ïðåïàðàòîâ ïîäàâëÿåò ðîñò
ôèáðèëë ïðè ñðàâíèòåëüíî íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ. Ñèí-
òåòè÷åñêèé ïèãìåíò Ð(ÌåÀÈ) ïîäàâëÿåò àìèëîèäèçàöèþ
èíñóëèíà ñëàáåå, ÷åì Ð1, Ð2à è Ð2ñ.

Ä à í í û å ý ë å ê ò ð î í í î é ì è ê ð î ñ ê î ï è è ïîçâî-
ëÿþò âèçóàëèçèðîâàòü âëèÿíèå ïðåïàðàòîâ ïèãìåíòà íà
ðîñò ôèáðèëë èíñóëèíà. Ðèñ. 10 äàåò ïðåäñòàâëåíèå î
òîì, êàê âûãëÿäÿò àìèëîèäû èíñóëèíà ÷åðåç 24 ÷ ïðè
ôîðìèðîâàíèè â áóôåðå (êîíòðîëüíûé îáðàçåö) (ðèñ. 10,
à), à òàêæå â ïðèñóòñòâèè â áóôåðå ïðåïàðàòîâ ïèãìåíòà
Ð1 (ðèñ. 10, â), Ð2à (ðèñ. 10, ä), Ð2ñ (ðèñ. 10, æ) è
Ð(ÌåÀÈ) (ðèñ. 10, è). Òàê êàê èíñóëèíîâûå ôèáðèëëû
îáúåäèíÿþòñÿ â áîëåå êðóïíûå àãðåãàòû, ìû ïîäâåðãàëè
èõ äåéñòâèþ óëüòðàçâóêà (â òå÷åíèå 1 ìèí) â ðåæèìå, äî-
ñòàòî÷íîì äëÿ ðàçðóøåíèÿ àãðåãàòîâ â êîíòðîëüíîì îá-
ðàçöå (ñð. íà ðèñ. 10 à è á). Ïðè ýòîì îêàçàëîñü, ÷òî àãðå-
ãàòû, îáðàçóþùèåñÿ â ïðèñóòñòâèè ïèãìåíòîâ, â ýòèõ
óñëîâèÿõ íå ðàñïàäàþòñÿ (ñð. íà ðèñ. 10: â è ã, ä è å, æ è
ç). Èñêëþ÷åíèå ñîñòàâëÿþò àìèëîèäû, ïîëó÷åííûå â ïðè-
ñóòñòâèè Ð(ÌåÀÈ), êîòîðûå ðàñïàäàþòñÿ, õîòÿ, âîçìîæ-
íî, â ìåíüøåé ñòåïåíè, ÷åì â êîíòðîëüíîì îáðàçöå (ñð. íà
ðèñ. 10 è è ê). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî Ð1, Ð2à è Ð2ñ
âûçûâàþò «ñêëåèâàíèå» ôèáðèëë èíñóëèíà, ÷òî è îáåñïå-
÷èâàåò ïîâûøåííóþ óñòîé÷èâîñòü àãðåãàòîâ. Ïðè óâåëè-
÷åíèè ýêñïîçèöèè óëüòðàçâóêà â 4 ðàçà, êîãäà êîíòðîëü-
íûå ôèáðèëëû íå ïðîñòî ðàçäåëÿëèñü, íî è ðàñïàäàëèñü
íà îòäåëüíûå ìåëêèå ôðàãìåíòû, àìèëîèäû, ïîëó÷åííûå
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Ðèñ. 8. Çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè òèîôëàâèíà Ò, èíêîðïîðèðîâàííîãî â ôèáðèëëû èíñóëèíà, îò êîíöåíòðàöèè
ïèãìåíòà.

à — äîáàâëåíèå ïèãìåíòà ïðåäøåñòâóåò äîáàâëåíèþ òèîôëàâèíà; á — äîáàâëåíèå òèîôëàâèíà Ò ïðåäøåñòâóåò äîáàâëåíèþ ïèãìåíòà. Êðèâûå: 1 —
Ð1, 2 — Ð2à, 3 — Ð2ñ, 4 — Ð(ÌåÀÈ).

Ðèñ. 9. Ïîäàâëåíèå îáðàçîâàíèÿ àìèëîèäîâ èíñóëèíà â ïðèñóò-
ñòâèè ðàçíûõ ïðåïàðàòîâ ïèãìåíòà.

Êðèâûå: 1 — Ð1, 2 — Ð2à, 3 — Ð2ñ, 4 — Ð(ÌåÀÈ).
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Ðèñ. 10. Ýëåêòðîííàÿ è àòîìíî-ñèëîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ ïðåïàðàòîâ èíñóëèíîâûõ ôèáðèëë, âûðàùåííûõ â îòñóòñòâèå è ïðèñóòñòâèè
êðàñíîãî ïèãìåíòà.

Ýëåêòðîííûå ìèêðîôîòîãðàôèè àìèëîèäîâ èíñóëèíà: à — âûðàùåíû áåç ïèãìåíòà (êîíòðîëü, Ê); á — âûðàùåíû áåç ïèãìåíòà è îáðàáîòàíû óëüòðà-
çâóêîì (êîíòðîëü); â, ä, æ, è — âûðàùåíû â ïðèñóòñòâèè ïðåïàðàòîâ êðàñíîãî ïèãìåíòà Ð1, Ð2à, Ð2ñ è Ð(ÌåÀÈ) ñîîòâåòñòâåííî; ã, å, ç, ê — âûðàùåíû
â ïðèñóòñòâèè ïðåïàðàòîâ ïèãìåíòà P1, P2a, P2c è P(MeÀÈ) ñîîòâåòñòâåííî ïîñëå äåéñòâèÿ óëüòðàçâóêà. 8000�. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 500 íì.
Àòîìíî-ñèëîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ ïðåïàðàòîâ èíñóëèíîâûõ ôèáðèëë: ë — âûðàùåíû áåç ïèãìåíòà (êîíòðîëü); ì, í, î, ï — âûðàùåíû â ïðèñóòñòâèè ïðå-

ïàðàòîâ ïèãìåíòà Ð1, Ð2à, Ð2ñ è Ð(ÌåÀÈ) ñîîòâåòñòâåííî. Ñïëîøíîé ëèíèåé ïîêàçàíû êîíãëîìåðàòû àìèëîèäîâ. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 500 íì.



â ïðèñóòñòâèè ïèãìåíòîâ Ð1, Ð2à è Ð2ñ, ïî-ïðåæíåìó
îñòàâàëèñü êðóïíûìè àãðåãàòàìè (äàííûå íå ïîêàçàíû).

Äàííûå àòîìíî-ñèëîâîé ìèêðîñêîïèè ïîçâîëèëè íàì
ïîäòâåðäèòü è óòî÷íèòü ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ñ ïî-
ìîùüþ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè. Â êîíòðîëå, ãäå àìè-
ëîèäû èíñóëèíà ôîðìèðîâàëèñü áåç äîáàâëåíèÿ ïèãìåí-
òîâ, âñÿ ïîâåðõíîñòü ïðåïàðàòà ïîêðûòà ñåòüþ àãðåãèðî-
âàííûõ ôèáðèëë (ðèñ. 10, ë). Â òî æå âðåìÿ â ïðåïàðàòàõ
èíñóëèíà, ïîëèìåðèçîâàííîãî â ïðèñóòñòâèè ïèãìåíòîâ,
ôèáðèëëû îáúåäèíÿþòñÿ â îòäåëüíûå êðóïíûå êîíãëîìå-
ðàòû (ðèñ. 10 ì—ï). Åñëè â êîíòðîëüíîì ïðåïàðàòå ëåãêî
ðàçëè÷èìû êàê îòäåëüíûå ôèáðèëëû, òàê è ïó÷êè ïàðàë-
ëåëüíî ëåæàùèõ ôèáðèëë, òî â ïðåïàðàòàõ àìèëîèäîâ,
âûðîñøèõ â ïðèñóòñòâèè ïèãìåíòîâ, ëèíåéíûå ñòðóêòó-
ðû âñòðå÷àþòñÿ çíà÷èòåëüíî ðåæå.

Ñ ïîìîùüþ àòîìíî-ñèëîâîé ìèêðîñêîïèè è ñïåêòðî-
ñêîïèè â ðàáîòå (Smith et al., 2006) àíàëèçèðîâàëè êèíå-
òèêó ðîñòà èíäèâèäóàëüíûõ ôèáðèëë èíñóëèíà. Àâòîðû
ïîêàçàëè, ÷òî ïðèñîåäèíåíèå ìîíîìåðîâ â ñàìîîðãàíèçó-
þùóþñÿ ïîëèìåðíóþ öåïü òðåáóåò ñâîáîäíûõ êîíöîâ,
êîòîðûå îáðàçóþòñÿ ñïîíòàííî êàæäûå 47 ìèí ïðè ðàç-
ðûâàõ ôèáðèëë, äîñòèãàþùèõ äëèíû 10 ìêì. Ó÷èòûâàÿ
ýòè è ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî â ðåçóëüòàòå ñëèïàíèÿ ó ôèáðèëë îáðàçóåòñÿ ìåíüøå
ñâîáîäíûõ êîíöîâ, èëè æå êîíöû ìåíåå äîñòóïíû äëÿ
ïðèñîåäèíåíèÿ íîâûõ ìîíîìåðîâ, èëè äåéñòâóþò îáà
ôàêòîðà. Òàêèì îáðàçîì, ñëèïàíèå ôèáðèëë ïîä âîçäåé-
ñòâèåì ðàçíûõ ôîðì êðàñíîãî ïèãìåíòà, ïî-âèäèìîìó,
ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé òîãî, ÷òî ðîñò ôèáðèëë èíñóëèíà â
ïðèñóòñòâèè ïèãìåíòà îêàçûâàåòñÿ ñíèæåííûì.

Ñóììèðóÿ ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, ìîæíî ñäåëàòü
ñëåäóþùåå ç à ê ë þ ÷ å í è å. Ïðåïàðàò ïðèðîäíîãî êðàñ-
íîãî ïèãìåíòà Ð1 ñîäåðæèò íàáîð ïîëèìåðîâ, ìîë. ìàññà
êîòîðûõ êîëåáëåòñÿ â äèàïàçîíå 2—10 êÄà. Ïðåïàðàòû
(Ð2à è Ð2ñ), ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå êèñëîòíîãî ãèä-
ðîëèçà Ð1, èìåþò çíà÷èòåëüíî ìåíüøóþ ìîë. ìàññó
(â ñðåäíåì 1—2 êÄà) â ðåçóëüòàòå êàê îòùåïëåíèÿ ðèáî-
çû, òàê è, ïî-âèäèìîìó, â ðåçóëüòàòå ÷àñòè÷íîãî îòùåï-
ëåíèÿ àìèíîêèñëîò èëè ôðàãìåíòàöèè ïîëèìåðíûõ öåïåé
ïîä äåéñòâèåì êèñëîòû. Â ñîñòàâ ïîëèìåðîâ âñåõ ôîðì
ïðèðîäíîãî ïèãìåíòà âõîäÿò ðàçëè÷íûå àìèíîêèñëîòû.
Ìàññ-ñïåêòðîñêîïèÿ ïîçâîëèëà âûÿâèòü ðåãóëÿðíóþ îð-
ãàíèçàöèþ ñèíòåòè÷åñêîãî êðàñíîãî ïèãìåíòà Ð(ÌåÀÈ),
êîòîðûé ñîñòîèò èç ìîíîìåðîâ, íå ñîäåðæàùèõ íè ðèáî-
çû, íè àìèíîêèñëîò. Ïðè ñðàâíåíèè ñïîñîáíîñòè ðàçíûõ
ïðåïàðàòîâ êðàñíîãî ïèãìåíòà âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ àìè-
ëîèäàìè ïèãìåíò Ð2ñ îêàçûâàåòñÿ íàèáîëåå ýôôåêòèâ-
íûì. Îí æå ýôôåêòèâíåå âñåãî òîðìîçèò ïîëèìåðèçàöèþ
èíñóëèíà, ò. å. ðîñò èíñóëèíîâûõ ôèáðèëë. Àòîìíî-ñèëî-
âàÿ ìèêðîñêîïèÿ ïðåïàðàòîâ ôèáðèëë, âûðàùåííûõ â
ïðèñóòñòâèè ðàçíûõ ôîðì êðàñíîãî ïèãìåíòà, âûÿâèëà
ñëèïàíèå ôèáðèëë, êîòîðîå ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ
óñòîé÷èâûõ ê óëüòðàçâóêó êîíãëîìåðàòîâ.

Ñòàòüÿ áûëà ïîäãîòîâëåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ìèíîáðíàóêè Ðîññèè íà îáîðóäîâàíèè ÖÊÏ
«Àíàëèòè÷åñêèé öåíòð íàíî- è áèîòåõíîëîãèé ÃÎÓ
ÑÏáÃÏÓ» íà áàçå ÔÃÁÎÓ ÂÏÎ «ÑÏáÃÏÓ».
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COMPARATIVE STRUCTURAL AND FUNCTIONAL CHARACTERISTICS OF DIFFERENT FORMS

OF SACCHAROMYCES CEREVISIAE RED PIGMENT AND ITS SYNTHETIC ANALOGUE

T. R. Amen,1 E. V. Mikhailova,2, * V. V. Alenin,1 A. V. Artyomov,2 P. A. Dementyev,3 M. A. Khodorkovskii,4

T. O. Artamonova,4 I. M. Kuznetsova,2 T. R. Soidla,2 O. V. Nevzglyadova2

1 St. Petersburg State University, 2 Institute of Cytology RAS,
3 A. F. Ioffe Physical Technical Institute RAS, St. Petersburg, and 4 St. Petersburg State Polytechnical University;
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Structural and functional characteristics of the yeast red pigment (product of polymerization of N1-(b-D-ri-
bofuranosyl)-5-aminoimadazole), isolated from adel 1 mutant cells of Saccharomyces cerevisiae, its deribosy-
lated derivatives (obtained by acid hydrolysis) and its synthetic pigment analogue (product of polymerization of
N1-methyl-5-aminoimadazole in vitro) has been obtained. Products of in vitro polymerization were identified
using mass spectrometry. The ability of these pigments to inhibit amyloid formation using insulin fibrils was
compared. The entire compounds studied were able to interact with amyloids and inhibit their growth. Electron
and atomic force microscopy revealed a common feature inherent in the insulin fibrils formed in presence of
these compounds — they were merged into conglomerates that were more stable and resistant to the effects of
ultrasound in comparison with insulin aggregates grown without pigments. We speculate that all these compo-
unds can cause coalescence of fibrils, partially block their loose ends and, thereby, inhibit the attachment of
new monomers to growing fibrils.

K e y w o r d s: insulin, amyloid, prion, Thioflavine T, red pigment, Saccharomyces cerevisiae, 5-aminoimi-
dazoleridotide (AIR).
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