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Â ðàáîòå èññëåäîâàí ðàâíîâåñíûé òðàíñìåìáðàííûé òîê, èíäóöèðîâàííûé àìèëîèäíûìè è àìèëî-
èäîïîäîáíûìè ïåïòèäàìè â ìîäåëüíûõ ìåìáðàíàõ. Ïîêàçàíî, ÷òî ââåäåíèå â ìåìáðàíîîìûâàþùèå
ðàñòâîðû äèïîëüíîãî ìîäèôèêàòîðà ôëîðåòèíà ïðèâîäèò ê ðîñòó ìóëüòèêàíàëüíîé àêòèâíîñòè òàêèõ
ïåïòèäîâ, êàê ôðàãìåíò 25—35 â-àìèëîèäíîãî ïåïòèäà, ôðàãìåíò 25—35 â-àìèëîèäíîãî ïåïòèäà ñ
àìèíîêèñëîòíîé çàìåíîé â ïîëîæåíèè 35, ôðàãìåíò 106—126 ïðèîííîãî áåëêà ÷åëîâåêà, à òàêæå àìè-
ëîèäîïîäîáíûõ ïåïòèäîâ myr-BASP1 (1—13), myr-BASP1 (1—19) è GAP-43 (1—40). Óñòàíîâëåíî, ÷òî
ýôôåêò ôëîðåòèíà íå ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì èçìåíåíèÿ äèïîëüíîãî ïîòåíöèàëà ìåìáðàíû ïðè àäñîðá-
öèè ýòîãî ìîäèôèêàòîðà. Èñïîëüçîâàíèå íàáîðà ðàçëè÷íûõ ôðàãìåíòîâ â-àìèëîèäíîãî ïåïòèäà, ïðåñå-
íèëèíà, ïðèîííîãî áåëêà è íåéðîíàëüíûõ áåëêîâ BASP1 è GAP-43 è èõ ôðàãìåíòîâ ïîçâîëèëî çàêëþ-
÷èòü, ÷òî ðàâíîâåñíûé ïåïòèäèíäóöèðîâàííûé òðàíñìåìáðàííûé òîê ïðè äîáàâêå ôëîðåòèíà îáóñëîâ-
ëåí ýëåêòðîñòàòè÷åñêèì âçàèìîäåéñòâèåì ìåæäó ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûì êàíàëîîáðàçóþùèì
àãåíòîì è îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûì äèïîëüíûì ìîäèôèêàòîðîì. Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ
ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè, ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó òîãî, ÷òî â ðåçóëüòàòå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ôëîðåòè-
íîì óâåëè÷èâàåòñÿ ñòåïåíü îëèãîìåðèçàöèè ïåïòèäà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: áèñëîéíûå ëèïèäíûå ìåìáðàíû, àìèëîèäîãåííûå ïåïòèäû, äèïîëüíûå ìîäè-
ôèêàòîðû, äèïîëüíûé ïîòåíöèàë ìåìáðàí.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: AâÏ — â-àìèëîèäíûé ïåïòèä, AâÏ(1—42) è AâÏ(25—35) — ôðàã-
ìåíòû 1—42 è 25—35 ÀâÏ, AâÏ(25—35)-[Gly35] — ôðàãìåíò 25—35 ÀâÏ ñ àìèíîêèñëîòíîé çàìåíîé
Met35Gly, AâÏ(25—35)-[Ala28] — òî æå ñ çàìåíîé Lys28Ala, ÏÑ-1 — ïðåñåíèëèí-1-N, ÏÑ-2 — ïðåñåíè-
ëèí-2-N, ïðèîí (106—126) — ôðàãìåíò 106—126 ïðèîííîãî áåëêà ÷åëîâåêà, ÄÎÔÝ — 1,2-äèîëåî-
èë-sn-ãëèöåðî-3-ôîñôîýòàíîëàìèí, ÄÎÔÑ — 1,2-äèîëåîèë-sn-ãëèöåðî-3-ôîñôîñåðèí, ÄÎÔÕ — 1,2-äè-
îëåîèë-sn-ãëèöåðî-3-ôîñôîõîëèí, ÔÈÔ2 — L-á-ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-4,5-áèôîñôàò.

Íåéðîäåãåíåðàòèâíûå çàáîëåâàíèÿ — ãðóïïà â îñíîâ-
íîì ìåäëåííî ïðîãðåññèðóþùèõ, íàñëåäñòâåííûõ èëè
ïðèîáðåòåííûõ çàáîëåâàíèé íåðâíîé ñèñòåìû. Îáùèì
äëÿ ýòèõ çàáîëåâàíèé ÿâëÿåòñÿ ïðîãðåññèðóþùàÿ ãèáåëü
íåðâíûõ êëåòîê. Ñðåäè äàííîé ãðóïïû çàáîëåâàíèé âû-
äåëÿþò òàêèå ãðóïïû, êàê òàóïàòèÿ (íàïðèìåð, áîëåçíü
Àëüöãåéìåðà), ñèíóêëåîïàòèÿ (íàïðèìåð, áîëåçíü Ïàð-
êèíñîíà), òðèíóêëåîòèäíûå çàáîëåâàíèÿ (íàïðèìåð, õî-
ðåÿ Õàíòèíãòîíà), ïðèîííûå çàáîëåâàíèÿ (íàïðèìåð, áî-
ëåçíü Êðåéòöôåëüäòà-ßêîáà), çàáîëåâàíèÿ ìîòîíåéðîíà
(íàïðèìåð, áîêîâîé àìèîòðîôè÷åñêèé ñêëåðîç).

Áîëåçíü Àëüöãåéìåðà — íåéðîäåãåíåðàòèâíîå çàáî-
ëåâàíèå, õàðàêòåðèçóþùååñÿ íàêîïëåíèåì â òêàíÿõ ìîçãà
áëÿøåê è íåéðîôèáðèëëÿðíûõ êëóáêîâ. Îñíîâíîé êîìïî-
íåíò ñåíèëüíûõ áëÿøåê â-àìèëîèäíûé ïåïòèä (AâÏ) —
ïðîäóêò ïðîòåîëèçà áåëêà-ïðåäøåñòâåííèêà àìèëîèäà,

òðàíñìåìáðàííîãî ãëèêîïðîòåèíà, ôóíêöèè êîòîðîãî
ïîêà íå âûÿñíåíû. Ðàííèå ôîðìû áîëåçíè Àëüöãåéìåðà
ñâÿçàíû ñ ìóòàöèÿìè â áåëêå-ïðåäøåñòâåííèêå. Áîëüøîå
êîëè÷åñòâî ñîâðåìåííûõ äàííûõ ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó
òîãî, ÷òî áîëåçíü Àëüöãåéìåðà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñèñ-
òåìíîå çàáîëåâàíèå (Gibson, Huang, 2002). Äåéñòâèòåëü-
íî, àìèëîèäíûå ïåïòèäû â çíà÷èòåëüíûõ êîëè÷åñòâàõ íà-
êàïëèâàþòñÿ â ñîñóäàõ ìîçãà, âûçûâàÿ ïîâðåæäåíèå ýí-
äîòåëèÿ êàïèëëÿðîâ, óìåíüøàþò ñêîðîñòü êðîâîòîêà è
ñíàáæåíèå ìîçãà ãëþêîçîé è êèñëîðîäîì (Aliev et al.,
2003). Êëèíè÷åñêèé äèàãíîç áîëåçíè Àëüöãåéìåðà ñòà-
âèòñÿ â ðåçóëüòàòå àíàëèçà àóòîïñèéíîãî ìàòåðèàëà ïî
íàëè÷èþ â òêàíÿõ ìîçãà ñåíèëüíûõ áëÿøåê, ñîäåðæàùèõ
íåðàñòâîðèìûå AâÏ, è íåéðîôèáðèëëÿðíûõ êëóáêîâ, ñî-
ñòîÿùèõ èç ãèïåðôîñôîðèëèðîâàííîãî ô-áåëêà (Haass,
Selkoe, 2007). Ñïîñîáîâ ïðèæèçíåííîé äèàãíîñòèêè, òåì
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áîëåå äî íà÷àëà ðàçâèòèÿ çàáîëåâàíèÿ, â íàñòîÿùèé ìî-
ìåíò íå ñóùåñòâóåò, õîòÿ AâÏ è ô-áåëîê îáñóæäàþòñÿ â
êà÷åñòâå ïîòåíöèàëüíûõ ìàðêåðîâ áîëåçíè Àëüöãåéìåðà.

Êîìïëåêñíûé ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçûâàåò, ÷òî
ñêîïëåíèÿ ôðàãìåíòà AâÏ ñðåäíåãî ðàçìåðà â íåéðîíàõ
ïðèâîäèò ê ãèáåëè íåðâíûõ êëåòîê, îáðàçóÿ ïîðû â èõ
ìåìáðàíàõ, à áîëåå ìåëêèå àãðåãàòû è äëèííûå ôèáðèë-
ëû AâÏ, ïî-âèäèìîìó, âûïîëíÿþò çàùèòíóþ ôóíêöèþ
äëÿ íåéðîíîâ (Prangkio et al., 2012). Îñíîâíûìè è íàèáî-
ëåå èçó÷åííûìè ïðåäñòàâèòåëÿìè AâÏ ÿâëÿþòñÿ ôðàã-
ìåíòû 1—42, 1—40 è 25—35 ñ ìîë. ìàññàìè îêîëî 4.5,
4.0 è 1.0 êÄà ñîîòâåòñòâåííî. Ïîêàçàíî, ÷òî ýòè àìèëîèä-
íûå ïåïòèäû ôîðìèðóþò èîííûå êàíàëû â ìîäåëüíûõ
áèñëîéíûõ ëèïèäíûõ ìåìáðàíàõ (Arispe et al., 1993a,
1993b, 1996; Mirzabekov et al., 1994; Hirakure et al., 1999).
Ïîêàçàíî, ÷òî ôðàãìåíò 1—40 AâÏ â ìîäåëüíûõ ëèïèä-
íûõ ìåìáðàíàõ ôîðìèðóåò ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûå èîí-
íûå êàíàëû ïðåèìóùåñòâåííî êàòèîííîé ñåëåêòèâíîñòè
(Arispe et al., 1993b). Ïðîâîäèìîñòü êàíàëîâ âàðüèðóåò â
äèàïàçîíå îò 50 äî 4000 ïÑì (Arispe et al., 1993a). Äðóãèå
àâòîðû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè àíàëîãè÷íûå êàíàëîîáðàçó-
þùèå ñâîéñòâà ôðàãìåíòà 1—42 AâÏ (Hirakura et al.,
1999; Demuro et al., 2011). Ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ìîëåêó-
ëÿðíîé äèíàìèêè áûëà ñîçäàíà ìîäåëü êàíàëà, îáðàçî-
âàííîãî ôðàãìåíòîì 1—42 AâÏ, è ïîêàçàíî, ÷òî ïîäñîñ-
òîÿíèÿ ïðîâîäèìîñòè êàíàëà îáðàçîâàíû çà ñ÷åò èçìåíå-
íèÿ ñòåïåíè îëèãîìåðèçàöèè ìîíîìåðîâ àìèëîèäíîãî
ïåïòèäà â êàíàëå (Durell et al., 1994). Êðîìå òîãî, ïîêàçà-
íî, ÷òî â áèñëîéíûõ ëèïèäíûõ ìåìáðàíàõ ôðàãìåíò 25—
35 AâÏ ôîðìèðóåò ïîòåíöèàëçàâèñèìûå èîííûå êàíàëû
êàòèîííîé ñåëåêòèâíîñòè (Mirzabekov et al., 1994).

Ïðåñåíèëèíû (ÏÑ) — ýòî áåëêè ñ ìîë. ìàññîé 50 êÄà,
ñîäåðæàùèå 9 òðàíñìåìáðàííûõ äîìåíîâ (Laudon et al.,
2005; Spasic et al., 2006). Ñîãëàñíî äàííûì èç ëèòåðàòóðû,
ïðåñåíèëèí-1 è ïðåñåíèëèí-2 ôóíêöèîíèðóþò êàê ãàì-
ìà-ñåêðåòàçà, ò. å. îáëàäàþò ïðîòåàçíîé àêòèâíîñòüþ, êî-
òîðàÿ íåîáõîäèìà äëÿ îáðàçîâàíèÿ íåéðîòîêñè÷íûõ AâÏ
èç áåëêà-ïðåäøåñòâåííèêà (De Sttooper et al., 1998; Wolfe
et al., 1999; Nelson et al., 2007). Ó íåêîòîðûõ ïàöèåíòîâ ñ
áîëåçíüþ Àëüöãåéìåðà îòìå÷àþò ìóòàöèè â ÏÑ-1 è
ÏÑ-2, â ðåçóëüòàòå ÷åãî óñèëèâàåòñÿ ñèíòåç AâÏ. Ñ ïîìî-
ùüþ àíàëèçà øóìà ïîêàçàíî, ÷òî ñðåäíåå çíà÷åíèå òîêà,
ïðîòåêàþùåãî ÷åðåç èîííûå êàíàëû, îáðàçîâàííûå ÏÑ-1
è ÏÑ-2, â ñðåäíåì ðàâíî 40 è 30 ôÀ ñîîòâåòñòâåííî (Ne-
lson et al., 2007).

Ïðèîíû — ýòî íèçêîìîëåêóëÿðíûå áåëêè ñ ìîë. ìàñ-
ñîé 27—30 êÄà, êîòîðûå âûäåëåíû â îñîáûé êëàññ èí-
ôåêöèîííûõ àãåíòîâ, âûçûâàþùèõ òÿæåëûå çàáîëåâàíèÿ
öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû ó ÷åëîâåêà è ðÿäà æèâîò-
íûõ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ê ïðèîííûì áîëåçíÿì îòíîñÿòñÿ
òàêèå áîëåçíè, êàê áîëåçíü Êðåéòöôåëüäà—ßêîáà, ñèíä-
ðîì Ãåðñòìàííà—Øòðåóñåëåðà—Øåéíêåðà, ñìåðòåëüíàÿ
ñåìåéíàÿ áåññîííèöà è çàáîëåâàíèå «êóðó». Â ëèïèäíûõ
áèñëîÿõ ôðàãìåíò 106—126 ïðèîííîãî áåëêà îáðàçóåò
êàòèîí-ñåëåêòèâíûå èîííûå êàíàëû ìíîãîóðîâíåâîé ïðî-
âîäèìîñòè îò 20 äî 60 ïÑì (Lin et al., 1997).

Èçâåñòíî, ÷òî íåéðîíàëüíûå áåëêè BASP1 (NAP-22 è
CAP-23) è GAP-43 (neuromodulin), êîòîðûå íå àññîöèèðî-
âàíû íè ñ îäíîé èç íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ ïàòîëîãèé, îá-
ðàçóþò îëèãîìåðû, êîòîðûå ïî ñâîèì ôèçèêî-õèìè÷å-
ñêèì ñâîéñòâàì ñõîäíû ñ îëèãîìåðàìè, ôîðìèðóåìûìè
àìèëîèäîãåííûìè áåëêàìè è ïåïòèäàìè (Zakharov, Mose-
vitsky, 2010). BASP1 è GAP-43 — êèñëûå áåëêè ñ ìîë.
ìàññîé 23—25 êÄà è âûñîêèì ñîäåðæàíèåì çàðÿæåííûõ
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ ëîêàëèçîâàíû íà âíóòðåííåé

ïîâåðõíîñòè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû àêñîííûõ îêîí-
÷àíèé. Ïî ñâîèì ôèçèêî-õèìè÷åñêèì, áèîõèìè÷åñêèì è
ôóíêöèîíàëüíûì õàðàêòåðèñòèêàì áåëêè BASP1 è
GAP-43 î÷åíü ïîõîæè, õîòÿ èõ àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè íå èìåþò ãîìîëîãèè. Îíè èçâåñòíû êàê ìàð-
êåðû ðàçâèòèÿ, ðåãåíåðàöèè è ñèíàïòè÷åñêîé ïëàñòè÷íî-
ñòè íåðâíîé ñèñòåìû (Oestreicher et al., 1997; Frey et al.,
2000; Mosevitsky, 2005). Â ðàçâèâàþùåéñÿ íåðâíîé ñèñòå-
ìå BASP1 è GAP-43 ëîêàëèçîâàíû íà ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíå êîíóñîâ ðîñòà àêñîíîâ, à â çðåëûõ íåéðîíàõ —
íà ïðåñèíàïòè÷åñêîé ìåìáðàíå. Â çðåëîì ìîçãå áåëêè
ó÷àñòâóþò â êîíòðîëå îñâîáîæäåíèÿ íåéðîìåäèàòîðà è
ïðîöåññàõ ñèíàïòè÷åñêîé ïëàñòè÷íîñòè. Îñòðîóìîâà ñ
ñîàâòîðàìè (Ostroumova et al., 2011) ïîêàçàëè, ÷òî â îò-
ëè÷èå îò GAP-43 îëèãîìåðû BASP1 â ïëîñêèõ ëèïèäíûõ
áèñëîÿõ ôîðìèðóþò ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûå êàòèîí-ñå-
ëåêòèâíûå èîííûå êàíàëû. Ôðàãìåíòû myr-BASP1 (1—
13) è myr-BASP1 (1—19), ñîäåðæàùèå íà N-êîíöå îñòà-
òîê ìèðèñòèíîâîé êèñëîòû, à òàêæå ôðàãìåíò GAP-43
(1—40) ñîäåðæàò ó÷àñòêè, îïðåäåëÿþùèå àãðåãàöèîííûå
ñâîéñòâà ýòèõ áåëêîâ, è îáðàçóþò in vitro àìèëîèäîïîäîá-
íûå îëèãîìåðû è ôèáðèëëû (Âèòþê è äð., 2013).

Â ðÿäå ðàáîò ñ óñïåõîì ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî äè-
ïîëüíûå ìîäèôèêàòîðû ìåìáðàí (ôëàâîíîèäû è íåêîòî-
ðûå áèîëîãè÷åñêèå êðàñèòåëè) ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû
â êà÷åñòâå èíñòðóìåíòîâ äëÿ èçó÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìå-
õàíèçìîâ ôîðìèðîâàíèÿ è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ èîííûõ êà-
íàëîâ, îáðàçîâàííûõ ðàçëè÷íûìè òîêñèíàìè è àíòèìèê-
ðîáíûìè àãåíòàìè (Sun, Garlid, 1992; Rokitskaya et al., 2002;
Hwang et al., 2003; Luchian, Mereuta, 2006; Ostroumova et
al., 2007a, 2007b, 2010, 2011a, 2011b, 2012a, 2012b, 2014;
Asandei et al., 2008; Mereuta et al., 2008, 2011; Apetrei et
al., 2009; Lundbaek et al., 2010; Efimova et al., 2014).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå äèïîëüíûå ìîäèôèêàòîðû èñïî-
ëüçîâàëè â êà÷åñòâå èíñòðóìåíòîâ äëÿ èññëåäîâàíèÿ êà-
íàëîîáðàçóþùåé àêòèâíîñòè àìèëîèäîãåííûõ (ôðàãìåí-
òîâ AâÏ, ïðåñåíèëèíîâ è ïðèîííîãî áåëêà) è àìèëîèäî-
ïîäîáíûõ ïåïòèäîâ (íåéðîíàëüíûõ áåëêîâ BASP1 è GAP-43
è èõ ôðàãìåíòîâ) è âûÿñíåíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ
èõ ôîðìèðîâàíèÿ è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ð å à ê ò è â û:
1,2-äèîëåîèë-sn- ãëèöåðî-3-ôîñôîõîëèí (ÄÎÔÕ), 1,2-äè-
îëåîèë-sn-ãëèöåðî- 3-ôîñôîýòàíîëàìèí (ÄÎÔÝ), 1,2-äè-
îëåîèë-sn-ãëèöåðî- 3-ôîñôîñåðèí (ÄÎÔÑ), L-á-ôîñôàòè-
äèëèíîçèòîë- 4,5-áèôîñôàò (ÔÈÔ2) è õîëåñòåðèí (Avanti
Polar Lipids, ÑØÀ); ôëîðåòèí, ôëîðèöèí, ãåíèñòåèí,
êâåðöåòèí, 2�,4�,6�-òðèãèäðîêñè-àöåòîôåíîí ìîíîãèäðàò
(ÒÃÀÔ), òèîôëàâèí T, íîíàêòèí, KCl, HEPES, MES, ïåí-
òàí, ýòàíîë, õëîðîôîðì è ãåêñàäåêàí (Sigma, ÑØÀ); RH237
è RH421 (Molecular Probes, ÑØÀ); ôðàãìåíòû AâÏ 1—
42, 25—35, ôðàãìåíò 25—35 ñ àìèíîêèñëîòíîé çàìåíîé â
ïîëîæåíèè 35 (AâÏ(25—35)-[Gly35]) èëè 28 (AâÏ(25—
35)-[Ala28]), ïðåñåíèëèí-1-N (ÏÑ-1) è ôðàãìåíò 106—126
ïðèîííîãî áåëêà ÷åëîâåêà (ïðèîí (106—126)) (Sigma,
ÑØÀ). Áåëêè BASP1, GAP-43 è GAP-43-3 áûëè âûäåëå-
íû èç ìîçãà êîðîâû, êàê îïèñàíî ðàíåå (Zakharov, Mose-
vitsky, 2010). Ïåïòèäû myr-BASP1 (1—13), myr-BASP1
(1—19) è GAP-43 (1—40) áûëè îò ôèðìû GenicBio Limi-
ted (ÊÍÐ).

Ô î ð ì è ð î â à í è å ë è ï è ä í û õ á è ñ ë î é í û õ ì å ì -
á ð à í è è ç ì å ð å í è å è õ ý ë å ê ò ð è ÷ å ñ ê è õ ï à ð à -
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ì å ò ð î â. Ôîðìèðîâàíèå ìåìáðàí ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó
Ìîíòàëëà è Ìþëëåðà (Montall, Mueller, 1972) ïóòåì ñâå-
äåíèÿ êîíäåíñèðîâàííûõ ëèïèäíûõ ìîíîñëîåâ íà îòâåð-
ñòèè â òåôëîíîâîé ïëåíêå, ðàçäåëÿþùåé ýêñïåðèìåíòàëü-
íóþ êàìåðó íà äâà (öèñ- è òðàíñ-) îòäåëåíèÿ. Îáúåì êàæ-
äîãî îòäåëåíèÿ ñîñòàâëÿë 1.5 ìë, òîëùèíà òåôëîíîâîé
ïëåíêè — 10 ìêì, äèàìåòð îòâåðñòèÿ — îêîëî 50 ìêì.
Ïåðåä íà÷àëîì ïðîöåññà ôîðìèðîâàíèÿ áèñëîåâ îòâåð-
ñòèå â òåôëîíîâîé ïëåíêå îáðàáàòûâàëè ðàñòâîðîì ãåêñà-
äåêàíà. Ìîíîñëîè ôîðìèðîâàëè íà ãðàíèöå âîäà—âîçäóõ
èç ðàñòâîðà ëèïèäà â ïåíòàíå (1 èëè 2 ìã/ìë). Äëÿ ôîðìè-
ðîâàíèÿ ìîíîñëîåâ èñïîëüçîâàëè ëèïèäíûå ñìåñè
ÄÎÔÑ/ÄÎÔÝ â ýêâèìîëÿðíîì ñîîòíîøåíèè è ÄÎÔÕ/õî-
ëåñòåðèí/ÔÈÔ2 â ìîëÿðíîì ñîîòíîøåíèè 62/33/5. Èçìå-
ðåíèå êàíàëîîáðàçóþùåé àêòèâíîñòè àìèëîèäîãåííûõ
ïåïòèäîâ ïðîâîäèëè ïðè îäèíàêîâîì èîííîì ñîñòàâå âî-
äíûõ ðàñòâîðîâ ýëåêòðîëèòà (0.1 M KCl), ðÍ ðàñòâîðîâ
7.4 èëè 4.0 ïîääåðæèâàëè áóôåðíîé ñìåñüþ 5 ìÌ HEPES
èëè MES ñîîòâåòñòâåííî.

Êàíàëîîáðàçóþùèå ïåïòèäû äîáàâëÿëè ê âîäíîé
ôàçå öèñ-îòäåëåíèÿ êàìåðû èç âîäíîãî ðàñòâîðà äî êî-
íå÷íûõ êîíöåíòðàöèé â äèàïàçîíå 10—400 ìêÌ. Ôëàâî-
íîèäû (ôëîðåòèí, ôëîðèöèí, ãåíèñòåèí, êâåðöåòèí è
ÒÃÀÔ) ââîäèëè â îáà îòäåëåíèÿ êàìåðû èç ìèëëèìîëÿð-
íûõ ðàñòâîðîâ â ýòàíîëå äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè â
îêîëîìåìáðàííûõ ðàñòâîðàõ 20 ìêÌ, ñòèðèëîâûå êðàñè-
òåëè (RH237 è RH421) — äî êîíöåíòðàöèè 5 ìêÌ, à ìàð-
êåð àìèëîèäíûõ ôèáðèëë òèîôëàâèí Ò — äî êîíöåíòðà-
öèè 10 ìêÌ. Ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèå èçìåðåíèÿ ïðîâî-
äèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.

Èçìåðåíèÿ è îöèôðîâêó òðàíñìåìáðàííûõ òîêîâ
ïðîâîäèëè â ðåæèìå ôèêñàöèè ïîòåíöèàëà ñ ïîìîùüþ
Axopatch 200B è Digidata 1440A (Axon Instruments, ÑØÀ).
Îáðàáîòêó çàïèñåé òðàíñìåìáðàííûõ òîêîâ îñóùåñòâëÿ-
ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî ïàêåòà Clampfit 9.0
(Axon Instruments, ÑØÀ). Èñïîëüçîâàëè 8-ïîëÿðíûé
ôèëüòð Áåññåëÿ (Model 9002, Frequency Devices, ÑØÀ) è
÷àñòîòó ôèëüòðàöèè 1 êÃö. Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïîëó-
÷åííûõ äàííûõ ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû Ori-
gin 8.0 (OriginLab, ÑØÀ). Ñðåäíåå îòíîøåíèå (I

×
/I

×

0)
ðàâíîâåñíîãî èíòåãðàëüíîãî òðàíñìåìáðàííîãî òîêà, èí-
äóöèðîâàííîãî êàíàëîîáðàçóþùèì ïåïòèäîì â ïðèñóòñò-
âèè (I

×
) è â îòñóòñòâèå äèïîëüíîãî ìîäèôèêàòîðà (I

×

0),
îïðåäåëÿëè êàê ñðåäíåå àðèôìåòè÷åñêîå çíà÷åíèå è åãî
ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå ïðè èçìåðåíèè I

×
/I

×

0 îò 3 äî
9 áèñëîåâ.

Î ï ð å ä å ë å í è å è ç ì å í å í è ÿ ä è ï î ë ü í î ã î ï î -
ò å í ö è à ë à ì å ì á ð à í (Äöd). Ïðè èçìåðåíèè Äöd ìåìá-
ðàíû ôîðìèðîâàëè â 0.1 Ì ðàñòâîðàõ KCl ïðè ðÍ 7.4
(5 ìÌ HEPES). Èîíîôîð íîíàêòèí èç ðàñòâîðà â ýòàíîëå
äîáàâëÿëè ê âîäíîé ôàçå îáîèõ îòäåëåíèé êàìåðû äî êî-
íå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10–7—10–6 Ì. Ôëàâîíîèäû ââîäèëè
â îáà îòäåëåíèÿ êàìåðû èç ìèëëèìîëÿðíûõ ðàñòâîðîâ â
ýòàíîëå äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè â äèàïàçîíå îò 2.5 äî
100.0 ìêÌ. Òèîôëàâèí Ò ââîäèëè â îáà îòäåëåíèÿ êàìå-
ðû èç ìèëëèìîëÿðíûõ ðàñòâîðîâ â ýòàíîëå äî êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè â äèàïàçîíå îò 1 äî 100 ìêÌ. Êîíå÷íàÿ
êîíöåíòðàöèÿ ýòàíîëà â êàìåðå íå ïðåâûøàëà 0.1 %. Â òà-
êîé êîíöåíòðàöèè ðàñòâîðèòåëü íå íàðóøàåò öåëîñòíîñòè
è ñòàáèëüíîñòè ëèïèäíûõ áèñëîåâ. Â îòñóòñòâèå èîíîôî-
ðîâ èñïîëüçóåìûå ìîäèôèêàòîðû â óêàçàííûõ êîíöåíò-
ðàöèÿõ íå âëèÿþò íà ïðîâîäèìîñòü ëèïèäíûõ áèñëîåâ.

Ïðîâîäèìîñòü ìåìáðàíû (G) îïðåäåëÿëè êàê îòíîøå-
íèå ñðåäíåãî òîêà, ïðîòåêàþùåãî ÷åðåç áèñëîéíóþ ëè-
ïèäíóþ ìåìáðàíó (I), ê òðàíñìåìáðàííîìó ïîòåíöèàëó

(V), ðàâíîìó 50 ìÂ. Èçìåíåíèå äèïîëüíîãî ïîòåíöèàëà
ïðè ââåäåíèè â ìåìáðàíîîìûâàþùèå ðàñòâîðû ôëàâîíî-
èäîâ îïðåäåëÿëè ïî ôîðìóëå

G
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m

m

d

0 = ⎛
⎝
⎜ ⎞

⎠
⎟exp

Δϕ
, (1)

ãäå G0
m è Gm — çíà÷åíèÿ ðàâíîâåñíîé K+-ïðîâîäèìîñòè

áèñëîÿ, îáóñëîâëåííîé íîíàêòèíîì, äî è ïîñëå ââåäåíèÿ
ôëàâîíîèäà; F — ÷èñëî Ôàðàäåÿ (96 485 Êë/ìîëü); R —
óíèâåðñàëüíàÿ ãàçîâàÿ ïîñòîÿííàÿ (8.31 Äæ/(ìîëü�K));
T — òåðìîäèíàìè÷åñêàÿ òåìïåðàòóðà (294 K) (Andersen
et al., 1976).

Ñðåäíèå âåëè÷èíû èçìåíåíèÿ äèïîëüíîãî ïîòåíöèà-
ëà ìåìáðàí îïðåäåëÿëè êàê ñðåäíèå àðèôìåòè÷åñêèå çíà-
÷åíèÿ Äöd è èõ ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ äëÿ êàæäîé èç
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ñèñòåì ïðè èçìåðåíèè îò 3 äî 7 áèñ-
ëîåâ.

Ý ë å ê ò ð î í í ó þ ì è ê ð î ñ ê î ï è þ ïðèìåíÿëè äëÿ
îïðåäåëåíèÿ âëèÿíèÿ äèïîëüíûõ ìîäèôèêàòîðîâ íà ñòå-
ïåíü îëèãîìåðèçàöèè àìèëîèäîâ è àìèëîèäîïîäîáíûõ
ïåïòèäîâ. Ïðåïàðàòû ãîòîâèëè íà ìåäíûõ ñåòêàõ (200
ìåø), ïîêðûòûõ ôîðìâàð-óãëåðîäíîé ïëåíêîé (EMS,
ÑØÀ) è îáðàáîòàííûõ â òëåþùåì ðàçðÿäå. Ñåòêó ïîìå-
ùàëè íà êàïëþ (15 ìêë) ðàñòâîðà ïåïòèäà ñ êîíöåíòðà-
öèåé 300—500 ìêÌ â 10 ìÌ Na-ôîñôàòíîì áóôåðå,
pH 7.3, â îòñóòñòâèå èëè â ïðèñóòñòâèè ôëîðåòèíà è
îñòàâëÿëè íà 2 ÷ ïðè 37 °C. Ïîñëå ýòîãî ñåòêó ïðîìûâàëè
âîäîé 3 ðàçà ïî 20 ñ è îêðàøèâàëè 1%-íûì óðàíèë-àöåòà-
òîì (Serva, Ãåðìàíèÿ) â òå÷åíèå 1 ìèí. Îáðàçöû èññëåäî-
âàëè íà ïðîñâå÷èâàþùåì ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå
JEM-2100 (JEOL, ßïîíèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ââåäåíèå ôðàãìåíòà 25—35 ÀâÏ â ðàñòâîð öèñ-îòäå-
ëåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîé êàìåðû è ïîñëåäóþùåå ïðèëî-
æåíèå òðàíñìåìáðàííîé ðàçíîñòè ïîòåíöèàëîâ (V) ïðè-
âîäÿò ê ðîñòó òðàíñìåìáðàííîé ïðîâîäèìîñòè, îáóñëîâ-
ëåííîé îáðàçîâàíèåì èîííûõ êàíàëîâ. Ïðèìåð çàïèñè
ôëóêòóàöèé òðàíñìåìáðàííîãî òîêà, ïðîòåêàþùåãî ÷åðåç
ìîäèôèöèðîâàííóþ ÀâÏ(25—35) ìåìáðàíó ÄÎÔÑ/ÄÎÔÝ,
ïðèâåäåí íà ðèñ. 1. Íà ðèñóíêå âèäíî, ÷òî ïðè ôèêñèðî-
âàííîì çíà÷åíèè òðàíñìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà íàáëþ-
äàþòñÿ èîííûå êàíàëû ðàçëè÷íîé ïðîâîäèìîñòè. Ïðèíÿ-
òî ñ÷èòàòü, ÷òî ìíîãîóðîâíåâàÿ ïðîâîäèìîñòü àìèëîèäíûõ
êàíàëîâ îáóñëîâëåíà ðàçëè÷íîé ñòåïåíüþ îëèãîìåðèçà-
öèè ÀâÏ ïðè ôîðìèðîâàíèè èîíïðîâîäÿùèõ ïîð (Arispe
et al., 1993a, 1993b, 1996a, 1996b; Mirzabekov et al., 1994).
×èñëî ïîäóðîâíåé ïðîâîäèìîñòè àìèëîèäíûõ êàíàëîâ â
óñëîâèÿõ ýêñïåðèìåíòà íåêîíòðîëèðóåìî, ÷òî íå ïîçâîëÿ-
åò ïðîàíàëèçèðîâàòü âëèÿíèå äèïîëüíûõ ìîäèôèêàòîðîâ
íà ñâîéñòâà îäèíî÷íûõ àìèëîèäíûõ êàíàëîâ. Ïîýòîìó
íàìè áûëè ïðîâåäåíû èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ äèïîëüíûõ
ìîäèôèêàòîðîâ òîëüêî íà ðàâíîâåñíûé èíòåãðàëüíûé
òðàíñìåìáðàííûé òîê, èíäóöèðîâàííûé ÀâÏ(25—35).

Óñòàíîâëåíî, ÷òî äîáàâêà ôëîðåòèíà â ìåìáðàíî-
îìûâàþùèå ðàñòâîðû äî êîíöåíòðàöèè 20 ìêÌ âûçûâàåò
ñóùåñòâåííîå óâåëè÷åíèå ðàâíîâåñíîãî òðàíñìåìáðàí-
íîãî òîêà (I

×
), èíäóöèðîâàííîãî ôðàãìåíòîì ÀâÏ(25—35)

â áèñëîÿõ ÄÎÔÑ/ÄÎÔÝ (ðèñ. 2, à). Ïðè ýòîì âëèÿíèÿ
äðóãèõ ôëàâîíîèäîâ (ôëîðèöèíà, ãåíèñòåèíà, êâåðöåòèíà
è ÒÃÀÔ) íà I

×
íå óñòàíîâëåíî. Ââåäåíèå ñòèðèëîâîãî
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êðàñèòåëÿ RH421 äî êîíöåíòðàöèè 5 ìêÌ â ðàñòâîðû
ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿåò I

×
(ðèñ. 2, á). Äðóãîé ñòèðèëî-

âûé êðàñèòåëü — RH237 — è ìàðêåð àìèëîèäíûõ ôèáðèëë
òèîôëàâèí Ò ìóëüòèêàíàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀâÏ(25—35)
â ýòèõ ìåìáðàíàõ òîæå íå ìîäèôèöèðóþò. Ñðåäíåå îòíî-
øåíèå ðàâíîâåñíîãî òðàíñìåìáðàííîãî òîêà, èíäóöèðî-
âàííîãî ÀâÏ(25—35), ïîñëå è äî ââåäåíèÿ ðàçëè÷íûõ
ìîäèôèêàòîðîâ (I

×
/I

×

0) ïðè òðàíñìåìáðàííîì íàïðÿæå-
íèè 50 ìÂ ðåçþìèðîâàíî â òàáë. 1.

Ó÷èòûâàÿ ëèòåðàòóðíûå ñâåäåíèÿ î òîì, ÷òî ôëàâî-
íîèäû óìåíüøàþò äèïîëüíûé ïîòåíöèàë äèôèòàíîèë-
ôîñôîõîëèíîâûõ (ÄÔÔÕ) ìåìáðàí (Efimova, Ostroumo-
va, 2012), ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íàáëþäàåìûå èçìå-
íåíèÿ êàíàëîîáðàçóþùåé àêòèâíîñòè ÀâÏ(25—35) ïðè
ââåäåíèè ôëîðåòèíà îáóñëîâëåíû âàðüèðîâàíèåì äèïî-
ëüíîãî ïîòåíöèàëà ìåìáðàí ÄÎÔÑ/ÄÎÔÝ. Â òàáë. 1 òàê-
æå ïðåäñòàâëåíû âåëè÷èíû èçìåíåíèÿ äèïîëüíîãî ïîòåí-
öèàëà áèñëîåâ ÄÎÔÑ/ÄÎÔÝ â ïðèñóòñòâèè â ìåìáðàíîî-
ìûâàþùèõ ðàñòâîðàõ äðóãèõ òåñòèðóåìûõ äèïîëüíûõ
ìîäèôèêàòîðîâ. Òàê, ââåäåíèå â ìåìáðàíîîìûâàþùèå
ðàñòâîðû ôëîðåòèíà ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ äèïîëüíî-
ãî ïîòåíöèàëà ìåìáðàí íà 90 ìÂ (Efimova et al., 2014), à
êâåðöåòèíà, ôëîðèöèíà è ãåíèñòåèíà — íà 50, 40 è 30 ìÂ
ñîîòâåòñòâåííî. Ïðè ýòîì ÒÃÀÔ è òèîôëàâèí Ò ïðàêòè-
÷åñêè íå èçìåíÿþò âåëè÷èíó öd ìåìáðàí ÄÎÔÑ/ÄÎÔÝ
(ñðåäíåå çíà÷åíèå Äöd = 0 ± 5 ìÂ). Äîáàâêà â îêîëîìåìá-
ðàííûå ðàñòâîðû ñòèðèëîâûõ êðàñèòåëåé ñåðèè RH ïðè-
âîäèò ê ñóùåñòâåííîìó ðîñòó äèïîëüíîãî ïîòåíöèàëà îò-

ðèöàòåëüíî çàðÿæåííûõ ôîñôîëèïèäíûõ ìåìáðàí. Ñðàâ-
íåíèå âåëè÷èí, ïðèâåäåííûõ â òàáë. 1, óêàçûâàåò íà îò-
ñóòñòâèå êîððåëÿöèè ìåæäó âëèÿíèåì äèïîëüíûõ ìîäè-
ôèêàòîðîâ íà ðàâíîâåñíûé òðàíñìåìáðàííûé òîê, èíäó-
öèðîâàííûé ÀâÏ(25—35), è äèïîëüíûé ïîòåíöèàë ìåìáðàí.

Ïðè îöåíêå ñêà÷êà ïîòåíöèàëà íà ãðàíèöå ðàçäåëà
ôàç ñëåäóåò ó÷èòûâàòü âîçìîæíûé âêëàä â äèïîëü-äèïî-
ëüíûå âçàèìîäåéñòâèÿ íå òîëüêî äèïîëüíûõ ìîäèôèêàòî-
ðîâ, íî è êàíàëîîáðàçóþùåãî àãåíòà. Ëèòåðàòóðíûå äàí-
íûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî íåêîòîðûå àìèëîèäîãåííûå
ïåïòèäû âëèÿþò íà âåëè÷èíó äèïîëüíîãî ïîòåíöèàëà
ìåìáðàí (Sonkina et al., 2010). Íàìè ïðîàíàëèçèðîâàíî
âëèÿíèå ôðàãìåíòà ÀâÏ(25—35) íà öd è óñòàíîâëåíî, ÷òî
ýòîò ïåïòèä â êîíöåíòðàöèè 65 ìêÌ íå èçìåíÿåò äèïîëü-
íîãî ïîòåíöèàëà îòðèöàòåëüíîçàðÿæåííûõ ôîñôîëèïèä-
íûõ ìåìáðàí (Äöd = 0.6 ± 0.3 ìÂ).

Ñîãëàñíî äàííûì ëèòåðàòóðû, äèïîëüíûå ìîäèôèêà-
òîðû ìåìáðàí ïîìèìî äèïîëüíîãî ïîòåíöèàëà áèñëîÿ
ñïîñîáíû âëèÿòü íà êàíàëîîáðàçóþùóþ àêòèâíîñòü àíòè-
ìèêðîáíûõ àãåíòîâ ïîñðåäñòâîì ëîêàëüíîãî èçìåíåíèÿ
ñïîíòàííîé êðèâèçíû ëèïèäíîãî ìîíîñëîÿ â îáëàñòè ëè-
ïèäíîãî óñòüÿ ïåïòèä-ëèïèäíûõ ïîð (Hwang et al., 2003;
Apetrei et al., 2009). Ïîêàçàíî, ÷òî óâåëè÷åíèå âðåìåíè
æèçíè è ðàâíîâåñíîãî ÷èñëà ãðàìèöèäèíîâûõ êàíàëîâ
ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì âñòðàèâàíèÿ ìîëåêóë ãåíèñòåèíà â
îáëàñòü õàðàêòåðèçóþùåãîñÿ ïîëîæèòåëüíîé ñïîíòàííîé
êðèâèçíîé ëèïèäíîãî óñòüÿ ãðàìèöèäèíîâîé ïîðû
(Hwang et al., 2003). Ñòèðèëîâûé êðàñèòåëü RH421 âëèÿ-
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Ðèñ. 1. Çàïèñè ôëóêòóàöèé òðàíñìåìáðàííîãî òîêà, èíäóöèðîâàííîãî ôðàãìåíòîì ÀbÏ (25—25).

Çäåñü è íà ðèñ. 2: ìåìáðàíû ñôîðìèðîâàíû èç ýêâèìîëÿðíîé ñìåñè ÄÎÔÑ/ÄÎÔÝ è îìûâàþòñÿ ðàñòâîðîì 0.1 Ì KCl (pH 7.4). Òðàíñìåìáðàííîå íà-
ïðÿæåíèå ðàâíî 50 ìÂ.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå äèïîëüíûõ ìîäèôèêàòîðîâ ôëîðåòèíà (à) è RH421 (á) íà ðàâíîâåñíûé èíòåãðàëüíûé òðàíñìåìáðàííûé òîê, èí-
äóöèðîâàííûé ôðàãìåíòîì ÀbÏ (25—25).

Ìîìåíòû ââåäåíèÿ â ìåìáðàíîîìûâàþùèå ðàñòâîðû 20 ìêÌ ôëîðåòèíà è 5 ìêÌ RH421 óêàçàíû ñòðåëêàìè.
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Ò à á ë è ö à 1

Îòíîøåíèå ðàâíîâåñíîãî òðàíñìåìáðàííîãî òîêà, èíäóöèðîâàííîãî ôðàãìåíòîì AâÏ(25—35),
â îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûõ áèñëîÿõ ïîñëå è äî ââåäåíèÿ ðàçëè÷íûõ äèïîëüíûõ ìîäèôèêàòîðîâ (I

×
/I

×

0)
è èçìåíåíèå äèïîëüíîãî ïîòåíöèàëà ìåìáðàí, âûçâàííîå àäñîðáöèåé äèïîëüìîäèôèöèðóþùèõ àãåíòîâ

Äèïîëüíûé
ìîäèôèêàòîð è åãî
êîíöåíòðàöèÿ, ìêÌ

Ôîðìóëà I
×

/I
×

0 Äöd, ìÂ

Ôëîðåòèí, 20 9.7 ± 2.8 –90 ± 10a

Ôëîðèöèí, 20 1.1 ± 0.1 –40 ± 5

Ãåíèñòåèí, 20 1.1 ± 0.1 –30 ± 4

Êâåðöåòèí, 20 1.0 ± 0.2 –50 ± 7

ÒÃÀÔ, 20 1.1 ± 0.1 –4 ± 1

Òèîôëàâèí T, 10 1.2 ± 0.1 0 ± 5

RH421, 5 1.0 ± 0.1 60 ± 10a

RH237, 5 1.2 ± 0.1 100 ± 5a

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ìåìáðàíû ñôîðìèðîâàíû èç ýêâèìîëÿðíîé ñìåñè ÄÎÔÑ/ÄÎÔÝ è îìûâàþòñÿ 0.1 M KCl (pH 7.4). à Âçÿòî èç: Efimova et al.,
2014.



åò íà ñïîíòàííóþ êðèâèçíó ÄÔÔÕ-ìîíîñëîÿ áëàãîäàðÿ
ýëåêòðîñòàòè÷åñêîìó ðàñòàëêèâàíèþ ñóëüôîíàòíûõ ãðóïï
(Apetrei et al., 2009). Èçìåíåíèå ìåõàíè÷åñêèõ ñâîéñòâ
ìåìáðàíû ïðè ââåäåíèè êðàñèòåëÿ ñêàçûâàåòñÿ íà êàíà-
ëîîáðàçóþùåé àêòèâíîñòè àëàìåòèöèíà. Ïîñêîëüêó ãåíè-
ñòåèí è RH421 íå îêàçûâàþò âëèÿíèÿ íà ðàâíîâåñíûé
òîê, èíäóöèðîâàííûé ÀâÏ(25—35), ìîæíî äîïóñòèòü,
÷òî êàíàëîîáðàçóþùàÿ àêòèâíîñòü ýòîãî ïåïòèäà íå çàâè-
ñèò îò ñïîíòàííîé êðèâèçíû ëèïèäíîãî ìîíîñëîÿ.

Ó÷èòûâàÿ, ÷òî ìîëåêóëà ÀâÏ(25—35) íåñåò ïîëîæè-
òåëüíûé çàðÿä, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íàáëþäàåìîå
èçìåíåíèå êàíàëîîáðàçóþùåé àêòèâíîñòè ïåïòèäà ïðè
àäñîðáöèè ôëîðåòèíà ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì åãî ýëåêòðî-
ñòàòè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ñ îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííîé
ôîðìîé äèïîëüíîãî ìîäèôèêàòîðà. Ìîæíî äóìàòü, ÷òî êîì-
ïåíñàöèÿ ïîëîæèòåëüíîãî çàðÿäà äîëæíà ñïîñîáñòâîâàòü
óâåëè÷åíèþ ñòåïåíè îëèãîìåðèçàöèè àìèëîèäíîãî ïåï-
òèäà, à, ñëåäîâàòåëüíî, åãî êàíàëîîáðàçóþùåé àêòèâíîñòè.
Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ áûë ïðîâåäåí ñêðè-
íèíã àìèëîèäíûõ è àìèëîèäîïîäîáíûõ ïåïòèäîâ è áåë-
êîâ ñ ðàçëè÷íûì ñóììàðíûì çàðÿäîì ìîëåêóë. Â òàáë. 2
ñóììèðîâàíû ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû. Êàê âèäíî èç äàí-
íûõ òàáë. 2, àìèëîèäíûå ïåïòèäû ÀâÏ(25—35)-[Gly35] è
ôðàãìåíò ïðèîííîãî áåëêà (106—126), à òàêæå ôðàãìåí-
òû àìèëîèäîïîäîáíûõ áåëêîâ BASP1 (myr-BASP1 (1—13)
è myr-BASP1 (1—19)) è GAP-43 (GAP-43 (1—40)) àíàëî-
ãè÷íî ÀâÏ(25—35) èìåþò ñóììàðíûé ïîëîæèòåëüíûé
çàðÿä ìîëåêóë. Ìîëåêóëû AâÏ(1—42), AâP(25—35)-[Ala28] è
ÏÑ-1 íå çàðÿæåíû, à áåëîê BASP1 è äëèííûé ôðàãìåíò
GAP-43—3 õàðàêòåðèçóþòñÿ îòðèöàòåëüíûì çàðÿäîì ìî-
ëåêóë. Èç äàííûõ òàáë. 2 òàêæå âèäíî, ÷òî, êàê è â ñëó÷àå
ôðàãìåíòà AâÏ(25—35), ôëîðåòèí óâåëè÷èâàåò êàíàëî-
îáðàçóþùóþ àêòèâíîñòü òîëüêî ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåí-
íûõ ïåïòèäîâ. Ïðè ýòîì äîáàâêà 20 ìêÌ ôëîðåòèíà â
ìåìáðàíîîìûâàþùèå ðàñòâîðû ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿåò íà
I
×

, èíäóöèðîâàííûé íåéòðàëüíûìè è îòðèöàòåëüíî çàðÿ-
æåííûìè áåëêàìè è ïåïòèäàìè.

Çíà÷åíèå pKa äëÿ ìîëåêóëû ôëîðåòèíà ðàâíî 7.3 (Le-
Fevre, Marshall, 1959; Jennings, Solomon, 1976). Ïðè íåé-
òðàëüíûõ çíà÷åíèÿõ ðÍ ìåìáðàíîîìûâàþùåãî ðàñòâîðà
ìîëåêóëû ôëîðåòèíà ñîñóùåñòâóþò â äâóõ ôîðìàõ —

íåéòðàëüíîé è îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííîé. Ñòèðèëîâûå
êðàñèòåëè â óêàçàííûõ óñëîâèÿõ ÿâëÿþòñÿ öâèòòåð-èîíà-
ìè. Äëÿ òîãî ÷òîáû óñòàíîâèòü ðîëü ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî
âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó ôëîðåòèíîì è àìèëîèäíûì ïåï-
òèäîì, áûëè ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåíòû ïðè íèçêîì çíà÷å-
íèè ðÍ 4.0. Â ýòèõ óñëîâèÿõ äîëÿ çàðÿæåííûõ ìîëåêóë
ôëîðåòèíà ñîñòàâëÿåò ìåíåå 1 %, ò. å. ïðàêòè÷åñêè âñå
ìîëåêóëû ôëîðåòèíà íàõîäÿòñÿ â íåéòðàëüíîé ôîðìå.
Èçìåðåíèå ðàâíîâåñíîãî òðàíñìåìáðàííîãî òîêà, èíäó-
öèðîâàííîãî AâÏ(25—35) ïðè ðÍ 4.0, ïîêàçàëè, ÷òî äî-
áàâêà ôëîðåòèíà ñóùåñòâåííî íå âëèÿåò íà ìóëüòèêàíà-
ëüíóþ àêòèâíîñòü ôðàãìåíòà (ñðåäíåå çíà÷åíèå I

×
/I

×

0

ðàâíî 1.8 ± 0.8). Ñðàâíåíèå ïîëó÷åííûõ â êèñëîé è íåé-
òðàëüíîé ñðåäàõ ðåçóëüòàòîâ ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó
âûäâèíóòîãî ðàíåå ïðåäïîëîæåíèÿ îá ýëåêòðîñòàòè÷å-
ñêîì âçàèìîäåéñòâèè îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûõ ìîëåêóë
ôëîðåòèíà è ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûõ àìèëîèäîãåííûõ
ïåïòèäîâ, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ïðèâîäèò ê ðîñòó êàíàëîîá-
ðàçóþùåé àêòèâíîñòè ïåïòèäà. Ïî âñåé âåðîÿòíîñòè, ýòî
ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò óâåëè÷åíèÿ ñòåïåíè åãî îëèãîìåðèçà-
öèè.

Â ïîäòâåðæäåíèå ïîñëåäíåãî ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ýëåêò-
ðîííîé ìèêðîñêîïèè ïîêàçàíî, ÷òî ôëîðåòèí âëèÿåò íà
ñòåïåíü è õàðàêòåð àãðåãàöèè àìèëîèäîãåííûõ ïåïòèäîâ
â âîäíîì ðàñòâîðå. Ôðàãìåíòû AâÏ(25—35) è myr-BASP1
(1—13) îáðàçóþò ñåòü èç äëèííûõ ôèáðèëë ïðè èíêóáà-
öèè â 10 ìÌ Na-ôîñôàòíîì áóôåðå (pH 7.3) â òå÷åíèå 2 ÷
ïðè 37 °C (ðèñ. 3, ïàíåëè à, á â ëåâîì ñòîëáöå). Äîáàâëåíèå
ýêâèìîëÿðíîãî ïî îòíîøåíèþ ê ïåïòèäó êîëè÷åñòâà ôëî-
ðåòèíà áëîêèðóåò îáðàçîâàíèå äëèííûõ ôèáðèëë, âìåñòî
êîòîðûõ íàáëþäàåòñÿ íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî êîðîòêèõ
ôèáðèëëÿðíûõ àãðåãàòîâ (ðèñ. 3, ïàíåëè à, á â ñðåäíåì è
ïðàâîì ñòîëáöàõ). Â îòñóòñòâèå ôëîðåòèíà ïåïòèäû
myr-BASP1 (1—19) è GAP-43 (1—40) íå îáðàçóþò àãðå-
ãàòîâ, ðåãèñòðèðóåìûõ ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîé ìèêðî-
ñêîïèè (ðèñ. 3, ïàíåëè â, ã â ëåâîì ñòîëáöå). Äîáàâëåíèå
ôëîðåòèíà ê ïåïòèäó myr-BASP1 (1—19) ïðèâîäèò ê îá-
ðàçîâàíèþ îëèãîìåðîâ è ôèáðèëë (ðèñ. 3, ïàíåëü â, ñðåä-
íèé è ïðàâûé ñòîëáöû). Ïåïòèä GAP-43 (1—40) â ïðè-
ñóòñòâèè ôëîðåòèíà îáðàçóåò ãåòåðîãåííûå ïî ðàçìåðó
îëèãîìåðû (ðèñ. 3, ïàíåëü ã, ñðåäíèé è ïðàâûé ñòîëáöû).
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Ò à á ë è ö à 2

Îòíîøåíèå ðàâíîâåñíîãî òðàíñìåìáðàííîãî òîêà, èíäóöèðîâàííîãî àìèëîèäîãåííûì ïåïòèäîì, â áèñëîÿõ ïîñëå è äî
ââåäåíèÿ 20 ìêÌ ôëîðåòèíà (I

×
/I

×

0)

Êàíàëîîáðàçóþùèé àãåíò Àìèíîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
Ñóììàðíûé çàðÿä

ìîëåêóëû
I
×

/I
×

0

AâÏ(25—35)à GSNKGAIIGLM +1 9.7 ± 2.8

AâÏ(25—35)-[Gly35]à GSNKGAIIGLG +1 6.1 ± 2.4

AâÏ(25—35)-[Ala28]à GSNAGAIIGLM 0 1.3 ± 0.2

AâÏ(1—42)à DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA 0 1.6 ± 0.8

ÏÑ-1à QMSEDNHLSNTVRSQNDNR 0 1.0 ± 0.1

Ïðèîí (106—126)à KTNMKHMAGAAAAGAVVGGLG +3 4.9 ± 3.2

myr-BASP1(1—13)á myr-GGKLSKKKKGYNV +5 4.2 ± 3.2

myr-BASP1(1—19)á myr-GGKLSKKKKGYNVNDEKAK +5 14.0 ± 7.8

GAP-43(1—40)á MLCCMRRTKQVEKNDDDQKIEQDGIKPEDKAHKAATKIQA +1 6.3 ± 3.9

GAP-43-3á SFRGHITRKKLK...EEREADQEHA –21 1.3 ± 0.1

BASP1á myr-GGKLSKKKKG...SDQTVAVKE –22 1.1 ± 0.1

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ìåìáðàíû ñôîðìèðîâàíû èç ñìåñè ÄÎÔÑ/ÄÎÔÝ â ñîîòíîøåíèè 50/50 (à) èëè ñìåñè ÄÎÔÕ/õîëåñòåðèí/ÔÈÔ2 â ìîëÿðíîì ñî-
îòíîøåíèè 62/33/5 (á) è îìûâàþòñÿ 0.1 M KCl (pH 7.4).
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Ðèñ. 3. Ýëåêòðîííûå ìèêðîôîòîãðàôèè àãðåãàòîâ, îáðàçóåìûõ ïåïòèäàìè ÀbÏ (25—25) (à), myr-BASP1 (1—13) (á),
myr-BASP1 (1—19) (â) è GAP-43 (1—40) (ã) â îòñóòñòâèå ôëîðåòèíà (ëåâûé ñòîëáåö) è â ïðèñóòñòâèè ýêâèìîëÿðíîãî êîëè÷åñòâà

ôëîðåòèíà (ñðåäíèé è ïðàâûé ñòîëáöû).

Ïàíåëè à è á â ñðåäíåì è ïðàâîì ñòîëáöàõ äåìîíñòðèðóþò îáðàçîâàíèå êîðîòêèõ ôèáðèëëÿðíûõ àãðåãàòîâ; ïàíåëü â â ñðåäíåì ñòîëáöå ïîêàçûâàåò
ôîðìèðîâàíèå îëèãîìåðîâ; ïàíåëü â â ïðàâîì ñòîëáöå ïðåäñòàâëÿåò îáðàçîâàíèå ôèáðèëë; ïàíåëü ã â ñðåäíåì è ïðàâîì ñòîëáöàõ èçîáðàæàåò ãåòåðî-

ãåííûå ïî ðàçìåðó îëèãîìåðû.



Ïîñêîëüêó âñå èññëåäîâàííûå ôëàâîíîèäû èìåþò
áëèçêèå çíà÷åíèÿ ðKa — îò 7.3 äî 7.7 (LeFevre, Marshall,
1959; Jennings, Solomon, 1976; Salter et al., 1978; Reyes et
al., 1983) è, ñëåäîâàòåëüíî, ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâóþ äîëþ
çàðÿæåííûõ ìîëåêóë ïðè pH 7.4, íî òîëüêî ôëîðåòèí ìî-
äèôèöèðóåò êàíàëîîáðàçóþùèå ñâîéñòâà ïîëîæèòåëüíî
çàðÿæåííûõ àìèëîäèäîãåííûõ ïåïòèäîâ, ìîæíî ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî ïðè ñâÿçûâàíèè åãî ñ êàíàëîîáðàçóþùèìè
ìîëåêóëàìè âàæíîå çíà÷åíèå êðîìå ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî
âçàèìîäåéñòâèÿ èìååò óíèêàëüíàÿ êîíôîðìàöèÿ ìîëåêó-
ëû ôëîðåòèíà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò
î íîâîì ìåõàíèçìå âëèÿíèÿ ôëîðåòèíà íà êàíàëîîáðàçó-
þùóþ àêòèâíîñòü àìèëîèäíûõ è àìèëîèäîïîäîáíûõ
ïåïòèäîâ, çàêëþ÷àþùåìñÿ â íåïîñðåäñòâåííîì âëèÿíèè
íà àãðåãàöèîííóþ ñïîñîáíîñòü ïåïòèäîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé (ïðîåêò 14-04-31738), ïðîãðàììû ïðåçèäåíòà ÐÔ
(ÍØ-1721.2014.4), Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò
14-14-00565) è ïðîãðàììû Ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêó-
ëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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THE INFLUENCE OF DIPOLE MODIFIERS ON THE CHANNEL-FORMING ACTIVITY

OF AMYLOID AND AMYLOID-LIKE PEPTIDES IN LIPID BILAYERS

S. S. Efimova,1, * V. V. Zakharov,2, 3 O. S. Ostroumova1

1 Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, 2 National Research Centre NRC «Kurchatov Institute», Gatchina,
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We have studied the steady-state transmembrane current induced by amyloid and amyloid-like peptides in
lipid bilayers in the presence of dipole modifiers. It has been shown that the addition of dipole modifier, phlore-
tin, to the membrane bathing solutions leads to an increase in the multichannel activity of amyloid â-peptide
fragment 25—35, [Gly35]-amyloid â-peptide fragment 25—35, prion protein fragment 106—126 and amylo-
id-like peptides myr-BASP1 (1—13), myr-BASP1(1—19) and GAP-43(1—40). We have found that the effect
of phloretin is not the result of dipole potential changes due to adsorption of this modifier on the membrane.
Using the various fragments of amyloid â-peptide, presenilin, prion protein and neuronal proteins BASP1 and
GAP-43 allowes to conclude that the steady-state peptide-induced transmembrane current in the case of additi-
on of phloretin is due to the electrostatic interaction between the positively charged channel-forming agents and
negatively charged dipole modifier. The results obtained by electron microscopy have demonstrated that this
interaction increases degree of peptide oligomerization.

K e y w o r d s: bilayer lipid membranes, amyloidogenic peptides, dipole modifiers, membrane dipole po-
tential.
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