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À. È. Ñóëàöêàÿ è äð.
Èññëåäîâàíèå êèíåòèêè îáðàçîâàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë íà îñíîâå èíñóëèíà

Èññëåäîâàíèå ñòðóêòóðû óïîðÿäî÷åííûõ áåëêîâûõ àãðåãàòîâ — àìèëîèäíûõ ôèáðèëë, âëèÿíèÿ íà-
òèâíîé ñòðóêòóðû áåëêà è âíåøíèõ óñëîâèé íà ïðîöåññ ôèáðèëëîîáðàçîâàíèÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÿâëÿ-
åòñÿ ïðåäìåòîì èíòåíñèâíûõ èññëåäîâàíèé. Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà èçó÷åíèþ êèíåòèêè îáðàçî-
âàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë íà îñíîâå èíñóëèíà ïðè íèçêèõ çíà÷åíèÿõ ðÍ (ïðè êîòîðûõ ïðîèçâîäÿòñÿ
ìíîãèå ýòàïû âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè ýòîãî áåëêà) ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà òèîôëàâèíà
Ò (ThT). Ïîêàçàíî, ÷òî ðîñò èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ThT ïðè ôîðìèðîâàíèè àìèëîèäíûõ ôèá-
ðèëë îïèñûâàåòñÿ ñèãìîèäàëüíîé êðèâîé, íà êîòîðîé ìîæíî âûäåëèòü 3 ó÷àñòêà — ëàã-ôàçó, ðîñò è âû-
õîä íà ïëàòî, õàðàêòåðèçóþùèå ðàçëè÷íûå ýòàïû îáðàçîâàíèÿ ôèáðèëë. Íåñìîòðÿ íà îáíàðóæåííûé
ðàçáðîñ â ïðîòÿæåííîñòè ëàã-ôàçû ïðè îäíèõ è òåõ æå óñëîâèÿõ ýêñïåðèìåíòà (çíà÷åíèÿõ pH è òåìïåðà-
òóðû), ïîêàçàíî åå ñîêðàùåíèå ïðè ïåðåìåøèâàíèè ðàñòâîðà è ââåäåíèè çàòðàâêè. Äàííûå, ïîëó÷åííûå
ñ èñïîëüçîâàíèåì ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè, ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî îáðàçóþùèåñÿ ôèáðèëëû
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé äëèííûå íåðàçâåòâëåííûå íèòè äèàìåòðîì ~20 íì. Ïðè óâåëè÷åíèè âðåìåíè èíêó-
áàöèè äèàìåòð ôèáðèëë íå èçìåíÿåòñÿ, â òî âðåìÿ êàê äëèíà èõ âîçðàñòàåò äî 2—3 ìêì, ÷òî ñîïðîâîæ-
äàåòñÿ çíà÷èòåëüíûì ðîñòîì êîëè÷åñòâà àãðåãàòîâ ôèáðèëë. Âñå ïîëó÷åííûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàí-
íûå ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî âíå çàâèñèìîñòè îò êèíåòèêè îáðàçîâàíèÿ ñâîéñòâà àìèëîèäíûõ ôèá-
ðèëë ïîñëå çàâåðøåíèÿ ïðîöåññà ôèáðèëëîîáðàçîâàíèÿ îäèíàêîâû. Ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåé ðàáîòû â
ñî÷åòàíèè ñ âûïîëíåííûìè ðàíåå èññëåäîâàíèÿìè àìèëîèäíûõ ôèáðèëë íà îñíîâå èíñóëèíà ìîãóò
áûòü ñóùåñòâåííû äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ïðåäñòàâëåíèé î ìåõàíèçìå èõ îáðàçîâàíèÿ, à òàêæå äëÿ òåðàïèè
àìèëîèäîçîâ, ñâÿçàííûõ ñ àãðåãàöèåé èíñóëèíà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àìèëîèäíûå ôèáðèëëû, èíñóëèí, òèîôëàâèí Ò, ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ,
èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ.

Àìèëîèäíûå ôèáðèëëû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïó÷êè
ñòàáèëüíûõ âûñîêîóïîðÿäî÷åííûõ ïðîòåèíîâûõ íèòåé,
îáîãàùåííûõ áåòà-ñêëàä÷àòûìè ñòðóêòóðàìè. Èçâåñòíî
áîëåå 35 áåëêîâ, àãðåãàöèÿ êîòîðûõ ñîïðîâîæäàåò òÿæå-
ëûå çàáîëåâàíèÿ, òàêèå êàê áîëåçíè Àëüöãåéìåðà è Ïàð-
êèíñîíà, äèàáåò âòîðîãî ðîäà, ïðèîííûå çàáîëåâàíèÿ è
ò. ä. Èññëåäîâàíèÿ ïîñëåäíèõ ëåò ïîêàçàëè, ÷òî ñïîñîá-
íîñòü ê ôèáðèëëîîáðàçîâàíèþ èìåþò è ìíîãèå íèêàê íå
ñâÿçàííûå ñ çàáîëåâàíèÿìè áåëêè è ïåïòèäû íåçàâèñèìî
îò èõ ôóíêöèè. Âîçìîæíî, ýòà ñïîñîáíîñòü îáóñëîâëåíà
òåì, ÷òî îáðàçîâàíèþ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë ïðåäøåñòâó-
þò êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ, ïðîèñõîäÿùèå â íàòèâ-
íîì áåëêå ïîä äåéñòâèåì õèìè÷åñêèõ äåíàòóðàíòîâ (Ah-
mad et al., 2003), íàãðåâàíèÿ (Uversky et al., 2001), èçìåíå-
íèÿ ðÍ (Souillac et al., 2002), ìóòàöèé (Booth et al., 1997;
Li et al., 2002) è äð. (Munishkina et al., 2008; Ahmad et al.,
2009; Ahmad, 2010). Ïðè ýòîì ñòðóêòóðà àìèëîèäíûõ
ôèáðèëë, ïîëó÷åííûõ íà îñíîâå ðàçëè÷íûõ áåëêîâ èëè íà
îñíîâå îäíîãî è òîãî æå áåëêà ïðè ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ
ôèáðèëëîãåíåçà, ìîæåò ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àòüñÿ. Ñòðóê-
òóðà àìèëîèäíûõ ôèáðèëë è âëèÿíèå íàòèâíîé ñòðóêòó-
ðû áåëêà è âíåøíèõ óñëîâèé íà ïðîöåññ ôèáðèëëîîáðà-

çîâàíèÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÿâëÿþòñÿ ïðåäìåòîì
èíòåíñèâíûõ èññëåäîâàíèé.

Îäíèì èç øèðîêî èññëåäóåìûõ àìèëîèäîãåííûõ áåë-
êîâ ÿâëÿåòñÿ èíñóëèí — ãîðìîí áåëêîâîé ïðèðîäû, âû-
ðàáàòûâàåìûé áåòà-êëåòêàìè îñòðîâêîâ Ëàíãåðãàíñà
ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû. Ñòðóêòóðíîé åäèíèöåé èíñóëè-
íà ÿâëÿåòñÿ ìîíîìåð ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 6000 Äà. Êàæ-
äûé ìîíîìåð ñîäåðæèò 51 àìèíîêèñëîòó, êîòîðûå ðàñïî-
ëàãàþòñÿ â âèäå äâóõ ïåïòèäíûõ öåïåé — À è Â, ñîåäè-
íåííûõ ïîñðåäñòâîì äâóõ äèñóëüôèäíûõ ìîñòèêîâ.
Ðàñòâîð èíñóëèíà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ðàâíîâåñíóþ ñèñ-
òåìó ìîíîìåðíîé, äèìåðíîé, òåòðàìåðíîé è ãåêñàìåðíîé
ôîðì áåëêà, ïðè÷åì ïðåèìóùåñòâåííîå ñîäåðæàíèå òîé
èëè èíîé ôîðìû îïðåäåëÿåòñÿ ñâîéñòâàìè ðàñòâîðèòåëÿ
(Blundell, 1972).

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ñóùåñòâåííî âîçðîñëî ÷èñëî ðà-
áîò, ïîñâÿùåííûõ èçó÷åíèþ àìèëîèäîçîâ, âûçâàííûõ àã-
ðåãàöèåé èíñóëèíà (Storkel et al., 1983; Dische et al., 1988;
Swift, 2002; Sahoo et al., 2003; Albert et al., 2007; Yumlu
et al., 2009; Shikama et al., 2010). Àìèëîèäíûå ôèáðèëëû
íà îñíîâå èíñóëèíà áûëè îáíàðóæåíû ó ïàöèåíòîâ ñ ñà-
õàðíûì äèàáåòîì II òèïà ïîñëå îäíîêðàòíîãî ïîäêîæíîãî
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ââåäåíèÿ èíñóëèíà è ïîñëå ïîâòîðíûõ èíúåêöèé. Ââåäåí-
íûé èíñóëèí ñïîñîáåí îáðàçîâûâàòü ôèáðèëëû â îðãà-
íèçìå ïàöèåíòîâ íåçàâèñèìî îò ìåñòà èíúåêöèé, íàïðè-
ìåð â áåäðàõ (Dische et al., 1988; Swift, 2002), ïëå÷àõ (Al-
bert et al., 2007), ðóêàõ (Yumlu et al., 2009) è áðþøíîé
ñòåíêå (Albert et al., 2007; Yumlu et al., 2009; Shikama
et al., 2010). Ïåðâîíà÷àëüíî ñ÷èòàëîñü, ÷òî èíñóëèíîâûé
àìèëîèäîç âîçíèêàåò ëèøü ïðè èñïîëüçîâàíèè ñâèíîãî
èëè áû÷üåãî èíñóëèíà, íî íå èíñóëèíà ÷åëîâåêà. Îäíàêî
ïîçæå ýòî çàáîëåâàíèå áûëî äåòåêòèðîâàíî è ó áîëüíûõ,
èñïîëüçóþùèõ ïðè ëå÷åíèè ðåêîìáèíàíòíûé èíñóëèí
÷åëîâåêà è åãî àíàëîãè. Îòìå÷åíî, ÷òî ïðè ïîâòîðíîì
ââåäåíèè èíñóëèíà â ìåñòà ëîêàëüíîãî àìèëîèäîçà íà-
áëþäàåòñÿ ñíèæåíèå ýôôåêòèâíîñòè òåðàïèè âïëîòü äî
ðàçâèòèÿ ïîëíîé ðåçèñòåíòíîñòè ê èíñóëèíó, ÷òî ïðèâî-
äèò ê ïîòåðå êîíòðîëÿ íàä óðîâíåì ãëþêîçû â êðîâè ïà-
öèåíòîâ è äàæå ê ïîñòàíîâêå íåâåðíîãî äèàãíîçà (ëèïî-
ãèïåðòðîôèÿ, ëèïîìà).

Èññëåäîâàíèå îñîáåííîñòåé îáðàçîâàíèÿ àìèëîèä-
íûõ ôèáðèëë íà îñíîâå èíñóëèíà ìîæåò èìåòü ñóùåñò-
âåííîå çíà÷åíèå äëÿ óñîâåðøåíñòâîâàíèÿ èíñóëèíîâîé
òåðàïèè áîëüíûõ ñàõàðíûì äèàáåòîì. Èññëåäîâàíèÿ âå-
ñüìà àêòóàëüíû, òàê êàê êîëè÷åñòâî ëþäåé, ñòðàäàþùèõ
îò ñàõàðíîãî äèàáåòà, îãðîìíî: â 2000 ã. ýòî çàáîëåâàíèå
áûëî äèàãíîñòèðîâàíî ó 171 ìëí ëþäåé â ìèðå, à ê
2030 ã. ýòî ÷èñëî ìîæåò óâåëè÷èòüñÿ äî 300 ìëí (Wild
et al., 2004).

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà èçó÷åíèþ êèíåòèêè îá-
ðàçîâàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë íà îñíîâå èíñóëèíà ïðè
íèçêèõ çíà÷åíèÿõ ðÍ (ïðè êîòîðûõ ïðîèñõîäÿò ìíîãèå
ýòàïû âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè èíñóëèíà), à òàêæå âûÿñíå-
íèþ èäåíòè÷íîñòè ñòðóêòóðû è ñâîéñòâ àìèëîèäíûõ
ôèáðèëë, ìíîãîêðàòíî ïîëó÷àåìûõ ïðè îäíèõ è òåõ æå
óñëîâèÿõ ôèáðèëëîãåíåçà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå è ñ ï î ë ü ç î â à ë è òèîôëàâèí Ò (ThÒ) (Ana-
Spec, ÑØÀ), NaCl, èíñóëèí è óêñóñíóþ êèñëîòó (Sigma,
ÑØÀ) áåç äîïîëíèòåëüíîé î÷èñòêè.

À ì è ë î è ä í û å ô è á ð è ë ë û ï î ë ó ÷ à ë è ïóòåì èí-
êóáèðîâàíèÿ èíñóëèíà â 20 %-íîé óêñóñíîé êèñëîòå â
ïðèñóòñòâèè 100 ìÌ NaCl (ðÍ 2.0) ïðè 37 °Ñ è èíòåíñèâ-
íîì ïåðåìåøèâàíèè (Goers et al., 2002).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñ ï å ê ò ð î â ï î ã ë î ù å í è ÿ ThT,
ñâÿçàííîãî ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè, èñïîëüçîâàëè
ðàñòâîð îáðàçöà è ðàñòâîð ñðàâíåíèÿ, ïîäãîòîâëåííûå
ì å ò î ä î ì ð à â í î â å ñ í î ã î ì è ê ð î ä è à ë è ç à. Ýêñïå-
ðèìåíòû âûïîëíÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì àïïàðàòóðû ôèð-
ìû Harvard Apparatus/Amika (ÑØÀ) ñ îáúåìîì êàìåð
500 ìêë è ìåìáðàíàìè, íåïðîíèöàåìûìè äëÿ ÷àñòèö ñ
ìîë. ìàññîé, ïðåâûøàþùåé 10 êÄà (ðèñ. 1, à). Ñïåêòðû
ïîãëîùåíèÿ ðåãèñòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîôîòîìåò-
ðà U-3900H (Hitachi, ßïîíèÿ). Ïðè îáðàáîòêå èçìåðåííûõ
ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ ðàñòâîðîâ ThT ñ àìèëîèäíûìè
ôèáðèëëàìè èñêëþ÷åíèå èç çàðåãèñòðèðîâàííîãî ñïåêòðà
êàæóùåéñÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè, îáóñëîâëåííîé ñâåòî-
ðàññåÿíèåì àìèëîèäíûõ ôèáðèëë, ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
ñòàíäàðòíîé ïðîöåäóðû (Âëàäèìèðîâ, 1964). Ôëóîðåñ-
öåíòíûå èçìåðåíèÿ âûïîëíÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåê-
òðîôëóîðèìåòðà Cary Eclipse (Varian, Àâñòðàëèÿ).

Äëÿ âèçóàëèçàöèè àìèëîèäíûõ ôèáðèëë íà îñíîâå
èíñóëèíà èñïîëüçîâàëè ýëåêòðîííûé ìèêðîñêîï Carl Ze-
iss Libra 120. Äëÿ íåãàòèâíîãî êîíòðàñòèðîâàíèÿ ïðåïà-

ðàòîâ èñïîëüçîâàëè 1%-íûé âîäíûé ðàñòâîð óðàíèë-àöå-
òàòà (Ìèðîíîâ è äð., 1994). Áåëîê íàíîñèëè íà ìåäíûå
ñåòêè, ïîêðûòûå êîëëîäèåâîé ïëåíêîé-ïîäëîæêîé ñ íà-
ïûëåííûì óãëåì.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ êèíåòèêè îáðàçîâàíèÿ àìèëîèä-
íûõ ôèáðèëë íà îñíîâå èíñóëèíà èñïîëüçîâàëè áåíçòè-
àçîëüíûé êðàñèòåëü ThT, êîòîðûé øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ
äëÿ äèàãíîñòèêè âîçíèêíîâåíèÿ àìèëîèäíûõ è àìèëîè-
äîïîäîáíûõ ôèáðèëë in vivo è in vitro (LeVine, 1993;
1999). Ýôôåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ êðàñèòåëÿ îáóñëîâ-
ëåíà âûñîêîé ñïåöèôè÷íîñòüþ âçàèìîäåéñòâèÿ ThT ñ
ôèáðèëëàìè, à òàêæå òåì ôàêòîì, ÷òî ïðè âçàèìîäåéñòâèè
ñ áåëêàìè â ñîñòîÿíèè àìèëîèäíûõ ôèáðèëë êâàíòîâûé
âûõîä ôëóîðåñöåíöèè ThT âîçðàñòàåò â íåñêîëüêî òûñÿ÷
ðàç, òîãäà êàê ñâîáîäíûé êðàñèòåëü â âîäíîì ðàñòâîðå
èìååò î÷åíü íèçêèé (ïî íàøèì äàííûì, îêîëî 0.0001)
êâàíòîâûé âûõîä ôëóîðåñöåíöèè (Sulatskaya et al., 2010).

Ðàñòâîð ThT ñ ôèáðèëëàìè ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ðàâ-
íîâåñíóþ ñèñòåìó ñâîáîäíîãî è ñâÿçàííîãî ñ ôèáðèëëà-
ìè êðàñèòåëÿ. Èñïîëüçóÿ ñïåöèàëüíî ðàçðàáîòàííûé ïîä-
õîä (Sulatskaya et al., 2011), îñíîâàííûé íà àáñîðáöèîí-
íîé ñïåêòðîôîòîìåòðèè ðàñòâîðîâ, ïîëó÷åííûõ ìåòîäîì
ðàâíîâåñíîãî ìèêðîäèàëèçà, áûëè ïîëó÷åíû ñïåêòðû ïî-
ãëîùåíèÿ êðàñèòåëÿ, ñâÿçàííîãî ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèë-
ëàìè.

Ðàâíîâåñíûé ìèêðîäèàëèç âûïîëíåí ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ïðèñïîñîáëåíèÿ, ñîñòîÿùåãî èç äâóõ êàìåð ðàâíîãî
îáúåìà, ðàçäåëåííûõ ìåìáðàíîé, ïðîíèöàåìîé äëÿ êðà-
ñèòåëÿ è íåïðîíèöàåìîé äëÿ ôèáðèëë (ðèñ. 1, à). Â îäíó
èç êàìåð ïîìåùàëè ðàñòâîð êðàñèòåëÿ, â äðóãóþ — àìè-
ëîèäíûå ôèáðèëëû. Ïîñëå äîñòèæåíèÿ ðàâíîâåñèÿ êîí-
öåíòðàöèè ñâîáîäíîãî ThT â êàìåðàõ ñòàíîâèëèñü îäèíà-
êîâûìè. Ñóììàðíàÿ êîíöåíòðàöèÿ êðàñèòåëÿ â êàìåðå,
ñîäåðæàùåé àìèëîèäíûå ôèáðèëëû, ïðåâûøàëà êîíöåí-
òðàöèþ êðàñèòåëÿ â äðóãîé êàìåðå íà êîíöåíòðàöèþ ThT,
ñâÿçàâøåãîñÿ ñ ôèáðèëëàìè. Ýòî ïîçâîëèëî âïåðâûå
îïðåäåëèòü ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ ThT, èíêîðïîðèðîâàííî-
ãî â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû, ïóòåì âû÷èòàíèÿ èç ñóììàð-
íîãî ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ, èçìåðåííîãî â îäíîé êàìåðå
(ñ ó÷åòîì âêëàäà ñâåòîðàññåÿíèÿ, îáóñëîâëåííîãî àìèëî-
èäíûì ôèáðèëëàìè), ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ ñâîáîäíîãî
êðàñèòåëÿ â äðóãîé êàìåðå. Íàøè ýêñïåðèìåíòàëüíûå
äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî âñòðàèâàíèå ThT â
àìèëîèäíûå ôèáðèëëû íà îñíîâå èíñóëèíà ñîïðîâîæäà-
åòñÿ ñäâèãîì åãî ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ â äëèííîâîëíîâóþ
îáëàñòü (ðèñ. 1, á), ïðè÷åì ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ ñâîáîäíî-
ãî ThT èìååò ìàêñèìóì ïðè äëèíå âîëíû 412 íì, à ñâÿ-
çàííîãî ñ ôèáðèëëàìè ThT — ïðè äëèíå âîëíû 450 íì.
Áîëåå êîðîòêîâîëíîâîå ïîëîæåíèå ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ
ñâîáîäíîãî êðàñèòåëÿ â âîäíîì ðàñòâîðå ìîæåò áûòü îáó-
ñëîâëåíî ñóùåñòâåííûì äèïîëü-äèïîëüíûì âçàèìîäåé-
ñòâèåì ìîëåêóë ThT è ìîëåêóë ðàñòâîðèòåëÿ (Maskevich
et al., 2007). Ïîñêîëüêó ôëóîðåñöèðóåò òîëüêî ñâÿçàííûé
ThT, ïðè èçó÷åíèè êèíåòèêè îáðàçîâàíèÿ àìèëîèäíûõ
ôèáðèëë ôëóîðåñöåíöèÿ âîçáóæäàëàñü ïðè äëèíå âîëíû
450 íì. Ðåãèñòðàöèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïðî-
èçâîäèëè â ìàêñèìóìå ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ
ïðè äëèíå âîëíû 480 íì.

Ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ThT ïðè
ôîðìèðîâàíèè àìèëîèäíûõ ôèáðèëë, õàðàêòåðèçóþùåå
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êèíåòèêó èõ ðîñòà, ìîæíî îïèñàòü ñèãìîèäàëüíîé êðè-
âîé (ðèñ. 2, à). Íà ðèñóíêå ìîæíî âûäåëèòü 3 ó÷àñòêà:
ó÷àñòîê, õàðàêòåðèçóþùèéñÿ îòñóòñòâèåì ðîñòà èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (ëàã-ôàçà); ó÷àñòîê, õàðàêòåðè-
çóþùèéñÿ ðîñòîì èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ThT, è
ó÷àñòîê, õàðàêòåðèçóþùèéñÿ âûõîäîì èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè ThT íà ïëàòî. Â ðàáîòàõ, ïîñâÿùåííûõ
èññëåäîâàíèþ ïðîöåññà îáðàçîâàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèá-
ðèëë íà îñíîâå èíñóëèíà, ïîêàçàíî, ÷òî ìèíèìàëüíàÿ êè-
íåòè÷åñêàÿ ñõåìà èõ ôîðìèðîâàíèÿ âêëþ÷àåò â ñåáÿ ñëå-
äóþùèå îñíîâíûå ýòàïû: îëèãîìåð� ìîíîìåð� ïðîìå-
æóòî÷íûé ÷àñòè÷íî ñâåðíóòûé èíòåðìåäèàò � çàðîäûø�
àìèëîèäíûå ôèáðèëëû.

Ñîãëàñíî äàííûì èç ëèòåðàòóðû, â óêñóñíîé êèñëîòå
ïðè íèçêèõ çíà÷åíèÿõ pH (óñëîâèÿ íàøåãî ýêñïåðèìåíòà)
èíñóëèí ïðèñóòñòâóåò â ìîíîìåðíîé ôîðìå. Ìîíîìåðû
èíñóëèíà â õîäå ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé ìîãóò ïåðåõî-
äèòü â ÷àñòè÷íî ñâåðíóòîå ñîñòîÿíèå ñ îáðàçîâàíèåì çà-
ðîäûøà, ïðåäñòàâëÿþùåãî ñîáîé ÿäðî ñâîðà÷èâàíèÿ ôèá-
ðèëëû. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èìåííî ýòèì ïðîöåñ-
ñîì îïðåäåëÿåòñÿ ýòàï, õàðàêòåðèçóþùèéñÿ îòñóòñòâèåì
ðîñòà èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ThT (ëàã-ôàçà). Âòî-
ðîé ó÷àñòîê çàâèñèìîñòè, ïðåäñòàâëåííîé íà ðèñ. 2, à, õà-
ðàêòåðèçóåòñÿ ðîñòîì (óäëèíåíèåì) àìèëîèäíûõ ôèá-
ðèëë. Êàçàëîñü áû, î÷åâèäíûì ÿâëÿåòñÿ ïðåäïîëîæåíèå
(êîòîðîå ðàíåå óæå ñäåëàíî â ðÿäå ðàáîò) î òîì, ÷òî âû-

Èññëåäîâàíèå êèíåòèêè îáðàçîâàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë íà îñíîâå èíñóëèíà 811

Ðèñ. 1. Îïðåäåëåíèå ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ (D(g), ãäå D — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü, g — äëèíà âîëíû) òèîôëàâèíà T (ThT), èíêîðïî-
ðèðîâàííîãî â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû.

à — ïðèñïîñîáëåíèå äëÿ ïðîâåäåíèÿ ðàâíîâåñíîãî ìèêðîäèàëèçà. Ïîêàçàíû êàìåðû ñ ðàâíûì îáúåìîì (500 ìêë), ðàçäåëåííûå ìåìáðàíîé, íåïðîíè-
öàåìîé äëÿ ÷àñòèö ñ ìîë. ìàññîé, ïðåâûøàþùåé 10 êÄà. Â êàìåðó 2 äîáàâëÿåòñÿ ThT, â êàìåðó 1 — àìèëîèäíûå ôèáðèëëû. Ïîñëå óñòàíîâëåíèÿ ðàâ-
íîâåñèÿ êîíöåíòðàöèÿ ñâîáîäíîãî êðàñèòåëÿ â îáåèõ êàìåðàõ ñòàíîâèòñÿ îäèíàêîâîé, ïðè ýòîì ñóììàðíàÿ êîíöåíòðàöèÿ êðàñèòåëÿ â êàìåðå 1 ïðå-
âîñõîäèò êîíöåíòðàöèþ êðàñèòåëÿ â êàìåðå 2 íà êîíöåíòðàöèþ ìîëåêóë, ñâÿçàííûõ ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè. á — ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ThT, èí-
êîðïîðèðîâàííîãî â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû. Êðèâûå: 1, 2 — ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ êðàñèòåëÿ â êàìåðå 1 (ïîãëîùåíèå ñâîáîäíîãî è ñâÿçàííîãî ñ
ôèáðèëëàìè ThT, à òàêæå ïîãëîùåíèå, îáóñëîâëåííîå ðàññåÿíèåì àìèëîèäíûõ ôèáðèëë) è â êàìåðå 2 (ïîãëîùåíèå ñâîáîäíîãî ThT), 3 — ïîãëîùå-
íèå, îáóñëîâëåííîå ðàññåÿíèåì àìèëîèäíûõ ôèáðèëë, 4 — ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ â êàìåðå 1 ïîñëå ó÷åòà âêëàäà ðàññåÿíèÿ (ïîãëîùåíèå ñâîáîäíîãî è
ñâÿçàííîãî ñ ôèáðèëëàìè ThT), 5 — ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ ñâÿçàííîãî ñ ôèáðèëëàìè ThT, 6 — ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ ñâîáîäíîãî ThT â êîíöåíòðàöèè, ðàâ-

íîé êîíöåíòðàöèè ñâÿçàííîãî êðàñèòåëÿ. Íà âñòàâêå ïîêàçàí ìåòîä âû÷èòàíèÿ ñâåòîðàññåÿíèÿ (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»).

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ThT, ïåðåìåøèâàíèÿ ðàñòâîðà è ââåäåíèÿ â ðàñòâîð çàòðàâêè íà îáðàçîâàíèå àìèëîèäíûõ ôèáðèëë íà îñíîâå èí-
ñóëèíà.

à — êèíåòèêà îáðàçîâàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë (êðèâàÿ 1) áåç ïåðåìåøèâàíèÿ, ñ ïåðåìåøèâàíèåì (2) è â ïðèñóòñòâèè çàòðàâêè (3); çàòðàâêó â êîí-
öåíòðàöèè, ðàâíîé êîíöåíòðàöèè ìîíîìåðíîãî áåëêà â èíêóáèðóåìîì ðàñòâîðå (10 ìã/ìë), äîáàâëÿëè â ýòîò ðàñòâîð â îáúåìíîì ñîîòíîøåíèè 1/100.
Øòðèõîâîé ëèíèåé ïîêàçàíà èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ThT (F) ïðè åãî ââåäåíèè íåïîñðåäñòâåííî â ðàñòâîð çðåëûõ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë. á —
ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ (D(g), ãäå D — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü, g — äëèíà âîëíû) ðàñòâîðîâ ThT, ñâÿçàííîãî ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè, ïðè ââåäåíèè

ThT â ðàñòâîð äî (÷åðíûå êðèâûå) è ïîñëå (ñåðèÿ êðèâàÿ) ñîçðåâàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë.



õîä çàâèñèìîñòè íà ïëàòî îáóñëîâëåí íàñûùåíèåì ñàé-
òîâ ñâÿçûâàíèÿ ThT è ôîðìèðîâàíèåì çðåëûõ àìèëîèä-
íûõ ôèáðèëë (Nielsen et al., 2001). Îäíàêî íåîáõîäèìî
îáðàòèòü âíèìàíèå íà òîò ôàêò, ÷òî âûõîä äàííîé çàâèñè-
ìîñòè íà ïëàòî ìîæåò áûòü îáóñëîâëåí è íåäîñòàòî÷íûì
êîëè÷åñòâîì äîáàâëåííîãî êðàñèòåëÿ. Òàêèì îáðàçîì,
äëÿ òîãî ÷òîáû ñäåëàòü îäíîçíà÷íûé âûâîä î íàñûùåíèè
ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ è îá îáðàçîâàíèè çðåëûõ àìèëîèäíûõ
ôèáðèëë, íåîáõîäèìî êîððåêòíî ïîäîáðàòü èñõîäíîå ñî-
îòíîøåíèå êðàñèòåëü/áåëîê, äëÿ ÷åãî íóæíî èìåòü ïðåä-
ñòàâëåíèå î ñòåõèîìåòðèè ñâÿçûâàíèÿ ThT ñ àìèëîèäíû-
ìè ôèáðèëëàìè.

Ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå, ïîëó÷åííûå íàìè ðàíåå
(Sulatskaya et al., 2011, 2012), ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ñâÿçûâàíèå ThT ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè íà îñíîâå
èíñóëèíà õàðàêòåðèçóåòñÿ íàëè÷èåì äâóõ ìîä ñâÿçûâà-
íèÿ, ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî âåëè÷èíå êîíñòàíòû
ñâÿçûâàíèÿ (Kb1 = 2.0�107, Kb2 = 1.2�10–5) è ÷èñëó ìåñò
ñâÿçûâàíèÿ â ïåðåñ÷åòå íà ìîëåêóëó áåëêà (n1 = 0.012,
n2 = 0.08), ïðè÷åì âêëàä âî ôëóîðåñöåíöèþ âíîñèò êðàñè-
òåëü, ñâÿçàííûé ñ êàæäîé èç ýòèõ ìîä. Äàííûå î ñòåõèî-
ìåòðèè ñâÿçûâàíèÿ ThT ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè íà
îñíîâå èíñóëèíà (Sulatskaya et al., 2011) ñâèäåòåëüñòâóþò
î ñîîòíîøåíèè êðàñèòåëÿ è áåëêà, ñîñòàâëÿþùåì 1/100 è
1/12 äëÿ 1-é è 2-é ìîä ñîîòâåòñòâåííî. Íà îñíîâàíèè
ýòèõ ðåçóëüòàòîâ è ñ ó÷åòîì êîíöåíòðàöèè áåëêà, ðåêî-
ìåíäóåìîé äëÿ íàðàùèâàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë íà
îñíîâå èíñóëèíà (8 ìã/ìë, èëè 1.4�10–3 Ì), áûëà ðàññ÷è-
òàíà äîñòàòî÷íàÿ (äëÿ èçáûòî÷íîñòè) êîíöåíòðàöèÿ êðà-

ñèòåëÿ, êîòîðàÿ ñîñòàâèëà 1.1�10–4 Ì. Íóæíî îòìåòèòü,
÷òî â äðóãèõ ðàáîòàõ ïî èçó÷åíèþ êèíåòèêè îáðàçîâàíèÿ
àìèëîèäíûõ ôèáðèëë (â òîì ÷èñëå è íà îñíîâå èíñóëèíà)
ïîäîáíûõ ðàñ÷åòîâ íå ïðîèçâîäèëè, â ðåçóëüòàòå ÷åãî
êîíöåíòðàöèÿ êðàñèòåëÿ ìîãëà áûòü ñëèøêîì íèçêîé äëÿ
íàñûùåíèÿ âñåõ ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèá-
ðèëë.

Àìèëîèäíûå ôèáðèëëû, îáðàçóþùèåñÿ íà ðàçíûõ
ñòàäèÿõ, áûëè âèçóàëèçèðîâàíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ýëåêò-
ðîííîé ìèêðîñêîïèè (ðèñ. 3). Ìîæíî îòìåòèòü, ÷òî ïîëó-
÷åííûå ôèáðèëëû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé äëèííûå íåðàç-
âåòâëåííûå íèòè äèàìåòðîì ~20 íì, ïðè÷åì ïðè óâåëè÷å-
íèè âðåìåíè èíêóáàöèè äèàìåòð ôèáðèëë íå èçìåíÿåòñÿ,
òîãäà êàê äëèíà èõ âîçðàñòàåò äî 2—3 ìêì. Êðîìå òîãî,
÷åðåç 10 ÷ èíêóáàöèè çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ êîëè÷å-
ñòâî àãðåãàòîâ ôèáðèëë.

Ñóùåñòâåííûì âîïðîñîì, âîçíèêàþùèì ïðè èññëå-
äîâàíèè ïðîöåññà îáðàçîâàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë, ÿâ-
ëÿåòñÿ âîïðîñ î âîñïðîèçâîäèìîñòè ïîëó÷àåìûõ ðåçóëü-
òàòîâ, â ÷àñòíîñòè îá èäåíòè÷íîñòè àìèëîèäíûõ ôèá-
ðèëë, ïîëó÷àåìûõ â ðàçíûõ ýêñïåðèìåíòàõ. Äëÿ ðåøåíèÿ
ýòîãî âîïðîñà íàìè ìíîãîêðàòíî áûëî èçìåðåíî èçìåíå-
íèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ThT ïðè ñâÿçûâàíèè ñ
àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè, ïðè÷åì èñõîäíóþ êîíöåíòðà-
öèþ áåëêà è ThT, à òàêæå çíà÷åíèÿ pH è òåìïåðàòóðû
ðàñòâîðà ìû íå èçìåíÿëè (ðèñ. 2, à). Íåñìîòðÿ íà îáíàðó-
æåííûé ðàçáðîñ â ïðîòÿæåííîñòè ëàã-ôàçû ïðè îäíèõ è
òåõ æå óñëîâèÿõ ýêñïåðèìåíòà, ïîêàçàíî åå ñîêðàùåíèå
ïðè ïåðåìåøèâàíèè ðàñòâîðà è ââåäåíèè çàòðàâêè.
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Ðèñ. 3. Êèíåòèêà ðîñòà àìèëîèäíûõ ôèáðèëë íà îñíîâå èíñóëèíà ïî äàííûì ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè.

Âðåìÿ ïîñëå íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà (ïîñëå ðàñòâîðåíèÿ èíñóëèíà): 1.5 (à), 3 (á), 5 (â) è 10 (ã). Âèäíî, ÷òî ïðè óâåëè÷åíèè ñðîêà èíêóáàöèè óâåëè÷èâà-
åòñÿ äëèíà àìèëîèäíûõ ôèáðèëë è ïðîèñõîäèò èõ àãðåãàöèÿ.



Ìîæíî çàìåòèòü, ÷òî âíå çàâèñèìîñòè îò êèíåòèêè
îáðàçîâàíèÿ ôèáðèëë, çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè ïðè âûõîäå çàâèñèìîñòè íà ïëàòî ñîâïàäàþò
(ðèñ. 2, à). Êðîìå òîãî, ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ýòèõ ðàñòâî-
ðîâ ïðàêòè÷åñêè ñîâïàäàþò ïî ôîðìå, ïîëîæåíèþ è àìï-
ëèòóäå (ðèñ. 2, á). Íà îñíîâàíèè ýòèõ ðåçóëüòàòîâ, à òàê-
æå äàííûõ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè ìîæíî ñäåëàòü
çàêëþ÷åíèå îá èäåíòè÷íîñòè ñòðóêòóðû è ñâîéñòâ ïîëó-
÷åííûõ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë íà îñíîâå èíñóëèíà.

Áûëè ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåíòû, íàïðàâëåííûå íà âû-
ÿâëåíèå âîçìîæíîãî âëèÿíèÿ ThT íà ïðîöåññ ôèáðèëëî-
ãåíåçà è íà ñòðóêòóðó çðåëûõ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë. Ïî-
êàçàíî ñîâïàäåíèå çíà÷åíèé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè è ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ êðàñèòåëÿ âíå çàâèñèìîñòè
îò òîãî, ïðèñóòñòâîâàë ëè îí â ðàñòâîðå âî âðåìÿ ôèáðèë-
ëîãåíåçà èëè áûë äîáàâëåí ïîñëå åãî çàâåðøåíèÿ (ðèñ. 2,
à, á), ÷òî îçíà÷àåò îòñóòñòâèå âëèÿíèÿ ThT íà ïðîöåññ îá-
ðàçîâàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë íà îñíîâå èíñóëèíà.

Ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåé ðàáîòû â ñî÷åòàíèè ñ âûïîë-
íåííûìè ðàíåå èññëåäîâàíèÿìè àìèëîèäíûõ ôèáðèëë íà
îñíîâå èíñóëèíà (Ñóëàöêàÿ, Êóçíåöîâà, 2010; Kuznetsova
et al., 2012) ìîãóò áûòü ñóùåñòâåííû äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ
ïðåäñòàâëåíèé î ìåõàíèçìå îáðàçîâàíèÿ àìèëîèäíûõ
ôèáðèëë, à òàêæå äëÿ óñîâåðøåíñòâîâàíèÿ èíñóëèíîâîé
òåðàïèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìè-
íèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ (ñîãëàøåíèå
¹ 14.132.21.1311 è ñòèïåíäèÿ ïðåçèäåíòà ÐÔ
¹ ÑÏ-776.2012.4) è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ
èññëåäîâàíèé (ïðîåêòû 13-04-02068, 12-04-90022_Bel è
12-04-01651).
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INVESTIGATION OF THE KINETICS OF INSULIN AMYLOID FIBRILS FORMATION
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Investigation of the structure of ordered protein aggregates — amyloid fibrils, the influence of the native
structure of the protein and the environment on the process of fibrillation is currently the subject of intensive re-
search. The present work is devoted to the study of the kinetics of insulin amyloid fibrils formation at low pH
values (which are produced at many stages of the isolation and purification of the protein) using a fluorescent
probe thioflavin T (ThT). It has been shown that the increase of fluorescence intensity of ThT during the forma-
tion of amyloid fibrils is described by a sigmoidal curve, in which 3 areas can be distinguished: the lag phase,
the growth and the plateau, which characterize the various stages of fibril formation. Despite the variation in the
length of the lag phase at the same experimental conditions (pH and temperature), we have found its reduction
with stirring the solution and seeding. Data obtained using electron microscopy showed that the formed fibrils
are long, linear filament having a diameter of �20 nm. With increasing incubation time fibril diameter did not
change while their length increases to 2—3 mm, which was accompanied by a significant increase in the num-
ber of aggregates of fibrils. All the experimental data shows that, regardless of the kinetics of the formation of
amyloid fibrils, their properties after the fibrillation process are identical. The results of this work together with
the previously studies of insulin amyloid fibrils might be important for clarification the mechanism of their for-
mation, as well as for the treatment of amyloidosis associated with the aggregation of insulin.

K e y w o r d s: amyloid fibrils, insulin, thioflavin T, electron microscopy, fluorescence intensity, absorpti-
on spectra.
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