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Î. È. Àíòèìîíîâà è äð.
Âçàèìîäåéñòâèå êðàñèòåëÿ Êîíãî êðàñíûé ñ ôèáðèëëàìè ëèçîöèìà, áåòà2-ìèêðîãëîáóëèíà...

Ìåòîäîì ñïåêòðîôîòîìåòðèè èññëåäîâàëè âçàèìîäåéñòâèå êðàñèòåëÿ Êîíãî êðàñíûé (ÊÊ) ñ ôèá-
ðèëëàìè ìîäåëüíûõ áåëêîâ — ëèçîöèìà êóðèíîãî ÿéöà, ðåêîìáèíàíòíîãî áåòà2-ìèêðîãëîáóëèíà (á2Ì)
÷åëîâåêà è ðåêîìáèíàíòíîãî òðàíñòèðåòèíà (ÒÒÐ) ÷åëîâåêà. Îáíàðóæåíî, ÷òî êîììåð÷åñêèé ïðåïàðàò
êðàñèòåëÿ ñîäåðæèò çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî ïðèìåñåé. Ïðåäëîæåíû ìåòîäû î÷èñòêè êðàñèòåëÿ
è îïðåäåëåí åãî ìîëÿðíûé êîýôôèöèåíò ïîãëîùåíèÿ ïðè 490 íì (e490), êîòîðûé ñîñòàâëÿåò
3.3�104 Ì–1�ñì–1 ïðè pH > 6.0. Îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà ÊÊ ñ ôèáðèëëàìè ñîïðîâîæäàåòñÿ èçìåíåíèåì
ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ êðàñèòåëÿ â âèäèìîé îáëàñòè. Ïî äàííûì òèòðîâàíèÿ ðàñòâîðîâ ôèáðèëë èçáûòêîì
êðàñèòåëÿ, ÊÊ ñâÿçûâàåòñÿ ñ ôèáðèëëàìè ëèçîöèìà â ñîîòíîøåíèè ïðèìåðíî 5 ìîëåêóë íà ìîíîìåð
áåëêà â ñîñòàâå ôèáðèëë, ñ ôèáðèëëàìè á2Ì — ïðèìåðíî 4 ìîëåêóëû íà ìîíîìåð, ñ ôèáðèëëàìè
ÒÒÐ — ïðèìåðíî 4 ìîëåêóëû íà ñóáúåäèíèöó áåëêà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àìèëîèäîçû, àìèëîèäîãåííûå áåëêè, ëèçîöèì, áåòà2-ìèêðîãëîáóëèí, òðàíñ-
òèðåòèí, Êîíãî êðàñíûé, ñïåêòðîôîòîìåòðèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: á2Ì — áåòà2-ìèêðîãëîáóëèí, ÊÊ — Êîíãî êðàñíûé, ÔÑÁ — ôîñôàò-
íî-ñîëåâîé áóôåð, ÒÒÐ(L55P) — òðàíñòèðåòèí ñ çàìåíîé L55P, ÒÒÐ(WT) — òðàíñòèðåòèí äèêîãî òèïà.

Çàáîëåâàíèÿ, ïàòîãåíåç êîòîðûõ îáóñëîâëåí îáðàçî-
âàíèåì áåëêîâ ñ àíîìàëüíîé ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçà-
öèåé è èõ ïîñëåäóþùåé àãðåãàöèåé, èçâåñòíû ïîä íàçâà-
íèåì «àìèëîèäîçû» èëè «êîíôîðìàöèîííûå ïðîòåîïà-
òèè» (Øàâëîâñêèé, 2010). Â îñíîâå ýòèõ çàáîëåâàíèé
ëåæèò ôèáðèëëîãåíåç íåêîòîðûõ áåëêîâ èëè ïåïòèäîâ
(ôîðìèðîâàíèå íèò÷àòûõ ñòðóêòóð â ðåçóëüòàòå àãðåãà-
öèè áåëêîâ ñ èçìåíåííîé êîíôîðìàöèåé), êîòîðûé ìîæåò
ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê àâòîêàòàëèòè÷åñêèé ïðîöåññ, ïðèâî-
äÿùèé ê íàðóøåíèþ òðåõìåðíîé ñòðóêòóðû ïîëèïåïòè-
äîâ. Âïåðâûå äàííûé âèä ïàòîëîãèè áûë îïèñàí â
XIX â. âûäàþùèìèñÿ ìîðôîëîãàìè Ðîêèòàíñêèì (Roki-
tansky, 1842) è Âèðõîâûì (Virchow, 1854, 1855). Ïîñëåä-
íèé è ïðåäëîæèë òåðìèí «àìèëîèä» äëÿ õàðàêòåðíûõ
îêðàøèâàþùèõñÿ èîäîì îòëîæåíèé, îáðàçóþùèõñÿ â
òêàíÿõ áîëüíûõ. Èçíà÷àëüíî àìèëîèäîç ðàññìàòðèâàëè
êàê åäèíóþ ïàòîëîãèþ, ïðè÷èíîé êîòîðîé ÿâëÿëèñü õðî-
íè÷åñêèå âîñïàëèòåëüíûå ïðîöåññû. Îäíàêî ïîñëå òîãî,
êàê áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî àìèëîèä ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçû-
âàåò íåêîòîðûå êðàñèòåëè, â ÷àñòíîñòè ÊÊ (Picken, 2010),

ðàçðàáîòàëè ïðîñòîé ñïîñîá ãèñòîõèìè÷åñêîé èäåíòèôè-
êàöèè àìèëîèäà â ïîðàæåííûõ òêàíÿõ. Ïîñëå âûÿñíè-
ëîñü, ÷òî â äîïîëíåíèå ê êëàññè÷åñêîìó àìèëîèäîçó,
âûçûâàåìîìó õðîíè÷åñêèìè âîñïàëèòåëüíûìè ïðîöåññà-
ìè, ñóùåñòâóåò öåëàÿ ãðóïïà çàáîëåâàíèé, õàðàêòåðíîé
îñîáåííîñòüþ êîòîðûõ òàêæå ÿâëÿåòñÿ âíåêëåòî÷íîå
ôîðìèðîâàíèå àìèëîèäà. Ïðè ýòîì â ñîñòàâå àìèëîèä-
íûõ îáðàçîâàíèé îáíàðóæåíû ðàçëè÷íûå áåëêè è ïåïòè-
äû. Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ÷èñëî èçâåñòíûõ èñòèííûõ
àìèëîèäîçîâ ó ÷åëîâåêà äîñòèãëî 31 (Sipe et al., 2014).
Ïîìèìî ýòîãî, ñóùåñòâóåò îêîëî äåñÿòêà àìèëîèäîçîïî-
äîáíûõ çàáîëåâàíèé (íàïðèìåð, áîëåçíü Ãåíòèíãòîíà, áî-
ëåçíü Ïàðêèíñîíà è äð.), õàðàêòåðèçóþùèõñÿ âíóòðèêëå-
òî÷íûì îáðàçîâàíèåì àìèëîèäà. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî äèà-
ãíîñòèêà àìèëîèäîçîâ äîñòàòî÷íî õîðîøî ðàçðàáîòàíà,
äîñòîâåðíàÿ èäåíòèôèêàöèÿ àìèëîèäà â áèîïòàòàõ èëè â
ñåêöèîííîì ìàòåðèàëå âñå åùå ìîæåò âûçûâàòü çàòðóä-
íåíèÿ. Ýòî ñâÿçàíî ñ îòíîñèòåëüíîé ñïåöèôè÷íîñòüþ
îêðàñêè àìèëîèäà ÊÊ èëè ôëóîðåñöåíòíûìè òèîôëàâè-
íàìè (Ïîëÿêîâ, Øàâëîâñêèé, 2014). Ïîýòîìó ðàçðàáîòêà
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ýôôåêòèâíîé èäåíòèôèêàöèè àìèëîèäà â ñðåçàõ òêàíåé
äî ñèõ ïîð ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíîé.

ÊÊ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé àíèîííûé àçîêðàñèòåëü, ïî-
ëó÷àåìûé ïóòåì ñî÷åòàíèÿ äèàçîïðîèçâîäíîãî áåíçèäèíà
ñ äâóìÿ ìîëåêóëàìè íàôòèîíîâîé êèñëîòû. Îí èìååò
ñèììåòðè÷íóþ ñòðóêòóðó è ñîäåðæèò öåíòðàëüíûé ãèä-
ðîôîáíûé áèôåíèëüíûé ôðàãìåíò, ðàñïîëîæåííûé ìåæ-
äó îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûìè ñóëüôîãðóïïàìè. Âçàèìî-
äåéñòâèå ÊÊ ñ íåêîòîðûìè âèäàìè àìèëîèäíûõ ôèáðèëë
îïèñàíî â ëèòåðàòóðå. Íàïðèìåð, ïðîâåäåíû èññëåäîâà-
íèÿ ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòåëÿ ñ ôèáðèëëàìè èíñóëèíà, ïî-
ëè-L-ëèçèíîì (Klunk et al., 1989) è ôèáðèëëàìè áåòà-àìè-
ëîèäà (Klunk et al., 1999). ÊÊ íàðÿäó ñ äðóãèìè ìåòîäàìè
èñïîëüçóåòñÿ äëÿ îáíàðóæåíèÿ ôèáðèëë â ýêñïåðèìåíòàõ
íà ìîäåëüíûõ ôèáðèëëîãåííûõ áåëêàõ, òàêèõ êàê ëèçî-
öèì (Krebs et al., 2004). Êðîìå òîãî, èìåþòñÿ ñâåäåíèÿ î
ñïîñîáíîñòè ÊÊ ïðåïÿòñòâîâàòü àãðåãàöèè ìîëåêóë àìè-
ëîèäîãåííûõ áåëêîâ (Lendel, 2009). Îäíàêî èñïîëüçîâà-
íèå êðàñèòåëÿ îãðàíè÷èâàåòñÿ åãî òîêñè÷íîñòüþ: äàííîå
ñîåäèíåíèå îáëàäàåò öèòîòîêñè÷åñêèì, ãåíîòîêñè÷åñêèì,
ãåìàòîòîêñè÷åñêèì è íåéðîòîêñè÷åñêèì äåéñòâèåì, ìî-
æåò âûçûâàòü àëëåðãè÷åñêèå ðåàêöèè (Yaneva, Georgieva,
2012), îáëàäàåò êàíöåðîãåííûì è ìóòàãåííûì äåéñòâèåì
(Yaneva, Georgieva, 2012; Lade, 2015). Îäèí èç ïîäõîäîâ ê
óâåëè÷åíèþ ýôôåêòèâíîñòè îáíàðóæåíèÿ àìèëîèäà è
ôèáðèëë àìèëîèäîãåííûõ áåëêîâ çàêëþ÷àåòñÿ â ïîèñêå
íîâûõ àíàëîãîâ ÊÊ, íàïðèìåð ñ èçìåíåííûì ÷èñëîì àðî-
ìàòè÷åñêèõ êîëåö â öåíòðàëüíîì ôðàãìåíòå ìîëåêóëû.
Èçó÷åíèå èõ âëèÿíèÿ íà ïðîöåññ ôèáðèëëîãåíåçà ïðåä-
ñòàâëÿåò çíà÷èòåëüíûé èíòåðåñ, òàê êàê ìåíåå òîêñè÷íûå
àíàëîãè ÊÊ ìîãóò âûñòóïàòü ïîòåíöèàëüíûìè èíãèáèòî-
ðàìè ôîðìèðîâàíèÿ àìèëîèäà.

Íåîáõîäèìûì ýòàïîì èññëåäîâàíèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ
àíàëîãîâ êðàñèòåëÿ ñ àìèëîèäîì ÿâëÿåòñÿ âûÿñíåíèå ìå-
õàíèçìîâ ñâÿçûâàíèÿ ñàìîãî ÊÊ ñ ìîäåëüíûìè ôèáðèë-
ëàìè. Íåñìîòðÿ íà øèðîêîå ïðàêòè÷åñêîå ïðèìåíåíèå
ýòîãî êðàñèòåëÿ, äåòàëüíîìó èçó÷åíèþ åãî âçàèìîäåéñò-
âèÿ ñ áåëêàìè è èõ ôèáðèëëÿðíûìè ïðîèçâîäíûìè ïî-
ñâÿùåíî êðàéíå íåçíà÷èòåëüíîå ÷èñëî ðàáîò, è ìîëå-
êóëÿðíûå îñíîâû âçàèìîäåéñòâèÿ ÊÊ ñ àìèëîèäîì íå ñî-
âñåì ïîíÿòíû. Ê íàñòîÿùåìó ìîìåíòó ïðåäëîæåíî
íåñêîëüêî ìîäåëåé. Ñîãëàñíî îäíîé èç íèõ, ìîëåêóëà ÊÊ
ðàñïîëàãàåòñÿ ïåðïåíäèêóëÿðíî ïîëèïåïòèäíûì öå-
ïÿì (è ïàðàëëåëüíî îñè ôèáðèëëû) àìèëîèäíîãî áåëêà,
èìåþùåãî áåòà-ñêëàä÷àòóþ ñòðóêòóðó, è âçàèìîäåéñòâó-
åò ñ ýòèì áåëêîì ïîñðåäñòâîì ñâÿçåé ìåæäó ñâîèìè
äâóìÿ îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûìè ñóëüôîãðóïïàìè è
äâóìÿ ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûìè àìèíîêèñëîòíûìè
îñòàòêàìè äâóõ îòäåëüíûõ áåëêîâûõ ìîëåêóë (Klunk
et al., 1989); äðóãèå ìîäåëè ïðåäïîëàãàþò èíòåðêàëÿöèþ
ìîëåêóë ÊÊ ìåæäó áåòà-ñëîÿìè àìèëîèäíûõ ôèáðèëë
èëè êîìáèíàöèþ âîäîðîäíûõ ñâÿçåé, ãèäðîôîáíûõ è
ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ âçàèìîäåéñòâèé (Klunk et al., 1999;
Sereikaite, Bumelis, 2006). Òàêæå áûëà ïðåäëîæåíà ìî-
äåëü, â ñîîòâåòñòâèè ñ êîòîðîé ÊÊ (è äðóãèå ñïîñîáíûå ê
âçàèìîäåéñòâèþ ñ àìèëîèäàìè êðàñèòåëè) îáðàçóþò â ðå-
çóëüòàòå ïðîöåññà ñàìîñáîðêè íàäìîëåêóëÿðíûå êîìï-
ëåêñû, ñîñòîÿùèå èç íåñêîëüêèõ ìîëåêóë ñîåäèíåíèÿ è
ñâÿçûâàþùèåñÿ ñ ôèáðèëëàìè êàê åäèíûé ëèãàíä (Stopa
et al., 2003).

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêîå
èññëåäîâàíèå âçàèìîäåéñòâèÿ î÷èùåííîãî êîììåð÷åñêî-
ãî êðàñèòåëÿ ÊÊ ñ ôèáðèëëàìè ëèçîöèìà, à òàêæå ðåêîì-
áèíàíòíûõ á2Ì è ÒÒÐ ÷åëîâåêà è îöåíêà ñòåõèîìåòðèè
ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòåëÿ ñ ôèáðèëëàìè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: Êîíãî êðàñíûé è
ÄÌÑÎ (Sigma, ÑØÀ); ëèçîöèì áåëêà êóðèíîãî ÿéöà (He-
licon, Ðîññèÿ); Tris è ãëèöèí (Amresco, ÑØÀ); 1-ïðîïà-
íîë, óêñóñíàÿ êèñëîòà è àììèàê âîäíûé (Âåêòîí, Ðîññèÿ);
íèêåëü-àãàðîçíûé ñîðáåíò Ni-NTA Agarose (QIAGEN
GmbH, Ãåðìàíèÿ).

Ï î ë ó ÷ å í è å ð å ê î ì á è í à í ò í û õ Ò Ò Ð ÷ å ë î â å -
ê à è á 2 Ì ÷ å ë î â å ê à. Ðàíåå íà îñíîâå ïëàçìèäíîãî âåê-
òîðà pET-22b(+) (Novagen, ÑØÀ) ìû ñäåëàëè ãåíåòè÷å-
ñêèå êîíñòðóêöèè äëÿ ýêñïðåññèè â áàêòåðèàëüíîé ñèñòå-
ìå, êîäèðóþùèå áåëêè ÒÒÐ(WT), ÒÒÐ ñ çàìåíîé L55P
(ÒÒÐ(L55P)) (Ñîëîâüåâ è äð., 2006) è á2Ì (Ïîëÿêîâ è äð.,
2011), ñîäåðæàùèå 6 ãèñòèäèíîâûõ îñòàòêîâ íà C-êîíöå.
Äàííûå êîíñòðóêöèè ïðåäóñìàòðèâàþò âûäåëåíèå íàòèâíûõ
áåëêîâ èç ïåðèïëàçìû è èõ î÷èñòêó íà íèêåëü-àãàðîçíîì
ñîðáåíòå. ÒÒÐ è á2Ì ïîëó÷àëè èç êëåòîê øòàììà E. coli
BL21(DE3); î÷èñòêó áåëêîâ îñóùåñòâëÿëè ïîñðåäñòâîì
àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà íèêåëü-àãàðîçå â ñîîòâåòñò-
âèè ñ ïðîòîêîëîì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Äëÿ ïîâûøåíèÿ
âûõîäà öåëåâûõ áåëêîâ èñïîëüçîâàëè èíêóáàöèþ áàêòåðè-
àëüíûõ êëåòîê â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 42 °C (òåïëîâîé øîê)
ïåðåä èíäóêöèåé ñèíòåçà áåëêà (Solovyov et al., 2012).

Ï î ë ó ÷ å í è å ì î ä å ë ü í û õ ô è á ð è ë ë. Ôèáðèëëû
ëèçîöèìà áåëêà êóðèíîãî ÿéöà ïîëó÷àëè ïóòåì èíêóáà-
öèè áåëêà ïðè íèçêèõ çíà÷åíèÿõ pH è 55 °C, êàê îïèñàíî
ðàíåå (Krebs et al., 2004). Ôèáðèëëû ÒÒÐ(WT) âûðàùèâà-
ëè â 50 ìM ãëèöèí-HCl (pH 2.0) â òå÷åíèå 7 ñóò ïðè 37 °C
ñ ïåðåìåøèâàíèåì ïðè 500 îá/ìèí â òåðìîøåéêåðå
TS-100 (Biosan, Ëàòâèÿ). Ôèáðèëëû ÒÒÐ(L55P) âûðàùè-
âàëè â 50 ìM àöåòàòå íàòðèÿ (pH 4.5) â òå÷åíèå 24 ÷ ïðè
37 °C ñ ïåðåìåøèâàíèåì ïðè 500 îá/ìèí. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ
ôèáðèëë á2Ì áåëîê èíêóáèðîâàëè â 150 ìÌ ãëèöèí-HCl
(pH 2.0) â òå÷åíèå 14 ñóò ïðè 37 °C ñ ïåðåìåøèâàíèåì
ïðè 500 îá/ìèí. Íàëè÷èå ôèáðèëë ïîäòâåðæäàëè ñ ïîìî-
ùüþ ýëåêòðîííîé è àòîìíî-ñèëîâîé ìèêðîñêîïèè (Ñîëî-
âüåâ è äð., 2006; Ïîëÿêîâ è äð., 2010à, 2011; Solovyov
et al., 2011; Àðòååâà è äð., 2013).

À í à ë è ç Ê Ê ï î ñ ð å ä ñ ò â î ì Ò Ñ Õ è Â Ý Æ Õ.
Êîììåð÷åñêèé ïðåïàðàò ÊÊ õðîìàòîãðàôèðîâàëè â òîí-
êîì ñëîå ñèëèêàãåëÿ íà ïëàñòèíàõ Silufol UV 254 (Avalier,
×åõèÿ) â ñèñòåìå 1-ïðîïàíîë : CH3COOH : H2O (89 : 2 : 9,
ïî îáúåìó) è â ñèñòåìå 1-ïðîïàíîë : âîäíûé NH3 (28 %) :
H2O (6 : 1 : 2.5, ïî îáúåìó). Àíàëèòè÷åñêóþ ÂÝÆÕ âû-
ïîëíÿëè íà îáðàùåííîôàçíîé êîëîíêå YMC-Triart C18
250 � 4.6 ìì, 3 ìêì, 12 íì. Õðîìàòîãðàôèðîâàíèå ïðîâî-
äèëè â ãðàäèåíòíîì ðåæèìå. Ïîäâèæíàÿ ôàçà èìåëà ñî-
ñòàâ AB, ãäå A — 25 ìÌ Tris (pH 8.6), B — àöåòîíèòðèë.
Ñîñòàâ ïîäâèæíîé ôàçû èçìåíÿëè îò 95 % A + 5 % B äî
5 % A + 95 % B. Äëÿ àíàëèçà èñïîëüçîâàëè ðàñòâîð âåùå-
ñòâà ñ êîíöåíòðàöèåé 0.7 ìã/ìë â ñìåñè âîäà : ÄÌÑÎ
(1 : 1, ïî îáúåìó). Äåòåêöèþ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ
ïðîòî÷íîãî ñïåêòðîôîòîìåòðà, íàñòðîåííîãî íà äëèíû
âîëí 360, 480 è 550 íì.

Ñ â ÿ ç û â à í è å Ê Ê ñ ô è á ð è ë ë à ì è ì î ä å ë ü í û õ
á å ë ê î â. Î÷èùåííûå ïðåïàðàòû ÊÊ ðàñòâîðÿëè â äèñ-
òèëëèðîâàííîé âîäå äî êîíöåíòðàöèè 500 ìêÌ (èñõîä-
íûé ðàñòâîð). Ê ðàñòâîðàì ôèáðèëë ñ êîíöåíòðàöèåé
1—10 ìêÌ â áóôåðíîì ðàñòâîðå 50 ìÌ ôîñôàòà íàòðèÿ
(pH 8.0) äîáàâëÿëè íåîáõîäèìûå îáúåìû èñõîäíîãî ðàñ-
òâîðà ÊÊ òàê, ÷òîáû êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ êðàñèòåëÿ
ñîñòàâëÿëà 5—70 ìêÌ, èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïåðåìåøèâàëè è ðåãèñò-
ðèðîâàëè ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ îáðàçöîâ íà ïðèáîðå

Âçàèìîäåéñòâèå êðàñèòåëÿ Êîíãî êðàñíûé ñ ôèáðèëëàìè ëèçîöèìà, áåòà2-ìèêðîãëîáóëèíà... 157



NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, ÑØÀ). Äëÿ îöåíêè ñòå-
õèîìåòðèè ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòåëÿ ñ ôèáðèëëàìè êðàñíûå
àññîöèàòû, îáðàçóþùèåñÿ ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå
30 ìèí, îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì â òå÷åíèå 20 ìèí
ïðè 18 000 g íà öåíòðèôóãå Microfuge 22R (Beckman Co-
ulter, ÑØÀ) è ðåãèñòðèðîâàëè ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ñó-
ïåðíàòàíòîâ.

Ðåçóëüòàòû

Î ÷ è ñ ò ê à è ñ ï å ê ò ð à ë ü í û å õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê è
Ê Ê. Äëÿ õàðàêòåðèñòèêè âçàèìîäåéñòâèÿ ÊÊ ñ ìîäåëüíû-
ìè ôèáðèëëàìè íåîáõîäèìî èìåòü ïðåäñòàâëåíèå î ñïåê-
òðàëüíûõ ñâîéñòâàõ ñàìîãî êðàñèòåëÿ. Ê ñîæàëåíèþ,
äàæå òàêîé ïàðàìåòð, êàê ìîëÿðíûé êîýôôèöèåíò ïîãëî-
ùåíèÿ ÊÊ â âîäíûõ ðàñòâîðàõ, ñóùåñòâåííî ðàçíèòñÿ îò
ðàáîòû ê ðàáîòå (Klunk et al., 1989, 1999; Sladewski et al.,
2006; Zhou et al., 2011; Yaneva, Georgieva, 2012). Ïî-âèäè-
ìîìó, ýòî ñâÿçàíî ñ íåäîñòàòî÷íîé ñòåïåíüþ î÷èñòêè
êîììåð÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ êðàñèòåëÿ. Äåéñòâèòåëüíî,
÷èñòîòà òàêèõ ïðåïàðàòîâ (íàïðèìåð, îò êîìïàíèè Sigma)
÷àùå âñåãî íå ïðåâûøàåò 40 % ñîãëàñíî ñïåöèôèêàöèè.
Èìåííî ýòè ïðåïàðàòû èñïîëüçóþò â ìîðôîëîãè÷åñêèõ
ëàáîðàòîðèÿõ. Èçó÷àòü ñòåõèîìåòðèþ ñâÿçûâàíèÿ êðàñè-
òåëÿ ñ ôèáðèëëàìè íå ïðåäñòàâëÿëîñü âîçìîæíûì áåç îä-
íîçíà÷íîãî çíàíèÿ ìîëÿðíîãî êîýôôèöèåíòà ïîãëîùåíèÿ
êðàñèòåëÿ ñ ïîïðàâêîé íà óñëîâèÿ åãî èçìåðåíèÿ.

Ïðåäâàðèòåëüíûå îïûòû ïî îïðåäåëåíèþ ñòåïåíè
÷èñòîòû êîììåð÷åñêîãî îáðàçöà ÊÊ ïîñðåäñòâîì ÂÝÆÕ
ïîêàçàëè âûñîêóþ ñòåïåíü ñðîäñòâà êðàñèòåëÿ ê ñîðáåíòó
è íåâîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ñòàíäàðòíûõ ñèñòåì
ýëþöèè äëÿ ðàçäåëåíèÿ îòäåëüíûõ êîìïîíåíòîâ ïðåïàðà-
òà êðàñèòåëÿ. Ïîýòîìó ïðåäïðèíÿëè ïîïûòêó õðîìàòîãðà-
ôèè ÊÊ íà òîíêîì ñëîå ñèëèêàãåëÿ. Â ñèñòåìå 1-ïðîïà-
íîë : CH3COOH : H2O êðàñèòåëü ìèãðèðîâàë â âèäå òðåõ
çîí: ñ ôðîíòîì ðàñòâîðèòåëÿ ïåðåìåùàëàñü øèðîêàÿ ïî-
ëîñà, ñëàáî îêðàøåííàÿ â îðàíæåâûé öâåò (Rf = 1), äàëåå
ìèãðèðîâàëà çîíà â âèäå ðàñïëûâ÷àòîãî ïÿòíà ñåðî-ôèî-
ëåòîâîãî öâåòà, Rf = 0.63. ×àñòü ìàòåðèàëà îñòàâàëàñü
ñòðîãî íà ñòàðòå (Rf = 0). Ýòà ÷àñòü ìàòåðèàëà èìåëà êðàñ-
íóþ îêðàñêó è îáëàäàëà èíòåíñèâíîé êðàñíîé ôëóîðåñ-
öåíöèåé â óëüòðàôèîëåòîâîì ñâåòå. Ìàòåðèàë çîí ñ Rf = 0
è Rf = 0.63, ïîëó÷åííûõ â êèñëîé ñèñòåìå, ïðè íàíåñåíèè
íà íîâóþ ïëàñòèíêó è ïîìåùåíèè â ñèñòåìó 1-ïðîïàíîë :

âîäíûé NH3 : H2O ïåðåìåùàëñÿ â âèäå åäèíñòâåííîé
îêðàøåííîé â êðàñíûé öâåò çîíû, Rf = 0.70. Áîëåå òîãî,
ìàòåðèàë êàæäîé èç äâóõ ýòèõ çîí ïðè ïîâòîðíîé õðîìà-
òîãðàôèè â êèñëîé ñèñòåìå ñíîâà ðàçäåëÿëñÿ íà äâå
çîíû — ìèãðèðóþùóþ â âèäå ôèîëåòîâîãî ïÿòíà è îñòà-
þùóþñÿ íà ñòàðòå. Òàêèì îáðàçîì, çà èñêëþ÷åíèåì ìàòå-
ðèàëà, êîòîðûé ïåðåìåùàëñÿ â êèñëîé ñèñòåìå ñ ôðîíòîì
ðàñòâîðèòåëÿ, â ñîñòàâå êîììåð÷åñêîãî ïðåïàðàòà êðàñè-
òåëÿ ñîäåðæàëèñü êîìïîíåíòû, ïîâòîðíî ðàçäåëÿþùèåñÿ
â ïðîöåññå ÒÑÕ â ñèñòåìå 1-ïðîïàíîë : CH3COOH : H2O
íà ìèãðèðóþùèé è îñòàþùèéñÿ íåïîäâèæíûì. Ñîîòâåò-
ñòâóþùèå ýòèì êîìïîíåíòàì çîíû ñîäåðæàëè îäíî è òî
æå âåùåñòâî. Ïî-âèäèìîìó, â äàííîì ñëó÷àå ìû èìååì
äåëî ñ ðàçëè÷èÿìè â ñòåïåíè àññîöèàöèè ìîëåêóë ñàìîãî
ÊÊ. Íåñïîñîáíûé ê ïåðåìåùåíèþ â êèñëîé ñðåäå ìàòåðè-
àë ìîæåò ïðåäñòàâëÿòü ñîáîé äèìåðû èëè àññîöèàòû áî-
ëåå âûñîêîãî ïîðÿäêà. Íà àãðåãàöèþ ìîëåêóë êðàñèòåëÿ
óêàçûâàåò òàêæå ôëóîðåñöåíöèÿ íåïîäâèæíîãî ìàòåðèà-
ëà, êîòîðàÿ ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñî ñòàáèëèçàöèåé êðàñè-
òåëÿ â îïðåäåëåííîé êîíôîðìàöèè.

Ñ ó÷åòîì âûøåñêàçàííîãî ïðîâîäèëè î÷èñòêó êîì-
ìåð÷åñêîãî ÊÊ ïóòåì ýêñòðàêöèè ïðèìåñíûõ ñîåäèíåíèé
ñìåñüþ 1-ïðîïàíîë : CH3COOH : H2O (89 : 2 : 9, ïî îáúå-
ìó) ñ ïîñëåäóþùèì ðàñòâîðåíèåì îñíîâíîãî âåùåñòâà â
ÄÌÑÎ è îñàæäåíèåì ýòàíîëîì â ïðèñóòñòâèè HCl. Â ðå-
çóëüòàòå ïîëó÷èëè ïðîäóêò â âèäå òåìíî-ñèíåãî îñàäêà
(ãèäðîõëîðèä ÊÊ), êîòîðûé ïîñëå ïðîìûâêè õîëîäíûì
ýòàíîëîì âûñóøèâàëè â âàêóóìå äî ïîñòîÿííîé ìàññû.
Ïî äàííûì ÒÑÕ â êèñëîé ñèñòåìå, ïîëó÷åííûé ïðåïà-
ðàò ñîäåðæàë òîëüêî ìàòåðèàë, ïðåäñòàâëåííûé çîíàìè ñ
Rf = 0 è Rf = 0.63. Òàêæå îïðîáîâàëè äðóãîé ñïîñîá î÷è-
ñòêè ÊÊ, çàêëþ÷àâøèéñÿ â ïåðåîñàæäåíèè êðàñèòåëÿ
â èñïîëüçóåìîé äëÿ ÒÑÕ êèñëîé ñèñòåìå. Äëÿ ýòîãî íàâå-
ñêó ÊÊ (1 ÷àñòü ïî ìàññå) ðàñòâîðÿëè â ìèíèìàëüíîì
îáúåìå ÄÌÑÎ (10 ÷àñòåé ïî îáúåìó) è äàëåå ïîñëå ôèëü-
òðîâàíèÿ ÷åðåç áóìàæíûé ôèëüòð ðàçáàâëÿëè â 10 ðàç
ñèñòåìîé 1-ïðîïàíîë : CH3COOH : H2O. Ïðè ýòîì îáðà-
çîâûâàëñÿ ìåëêîäèñïåðñíûé îñàäîê òåìíî-ñèíåãî öâåòà
(óêñóñíîêèñëàÿ ñîëü ÊÊ). Îñàäîê îòäåëÿëè îò ñóïåðíà-
òàíòà êðàñíî-êîðè÷íåâîãî öâåòà öåíòðèôóãèðîâàíèåì â
òå÷åíèå 20 ìèí ïðè 10 000 g è ïîâòîðíî ñóñïåíäèðîâàëè
â òîì æå îáúåìå êèñëîé ñèñòåìû. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâà-
íèÿ îñàäîê âûñóøèâàëè â âàêóóìå äî ïîñòîÿííîé ìàññû.
Âûõîä ñóõîãî ÊÊ ñîñòàâëÿë 40 % îò ïåðâîíà÷àëüíîé ìàñ-
ñû êðàñèòåëÿ. Òàêèì îáðàçîì, èç êîììåð÷åñêîãî ïðåïàðà-
òà ñ ó÷åòîì ïîòåðü óäàëÿåòñÿ îêîëî 50 % ñîëåé è ïðèìåñ-
íûõ îðãàíè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé. Ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèé
àíàëèç îòäåëüíûõ ôðàêöèé ïîêàçàë, ÷òî â õîäå ýêñòðàê-
öèè èëè ïåðåîñàæäåíèÿ îòäåëÿëñÿ ïðèìåñíûé êîìïî-
íåíò, ñóùåñòâåííî îòëè÷àþùèéñÿ ïî ñïåêòðó ïîãëîùå-
íèÿ â ÓÔ è âèäèìîé îáëàñòÿõ îò î÷èùåííîãî ÊÊ (ðèñ. 1).
Ñïåêòðû ðàñòâîðîâ äâóõ ïîëó÷åííûõ î÷èùåííûõ ïðåïà-
ðàòîâ ÊÊ ñ ðàâíûìè ìîëÿðíûìè êîíöåíòðàöèÿìè áûëè
ïðàêòè÷åñêè èäåíòè÷íû.

ÂÝÆÕ-àíàëèç î÷èùåííûõ ïðåïàðàòîâ êðàñèòåëÿ âû-
ÿâèë åäèíñòâåííûé êîìïîíåíò, ýëþèðóåìûé â âèäå ñèì-
ìåòðè÷íîãî ïèêà ñ îáúåìîì óäåðæèâàíèÿ 10.33 ìë. Ïî-
ñòîðîííèõ ïðèìåñåé â îáðàçöå îáíàðóæåíî íå áûëî.

Â ïðåäâàðèòåëüíûõ îïûòàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì íåî÷è-
ùåííîãî êîììåð÷åñêîãî ÊÊ êàæóùèéñÿ ìîëÿðíûé êîýô-
ôèöèåíò ïîãëîùåíèÿ ýòîãî ïðåïàðàòà â ìàêñèìóìå ïî-
ãëîùåíèÿ ïðè 490 íì (e490) â áóôåðíîì ðàñòâîðå 50 ìÌ
ôîñôàòà íàòðèÿ (pH 8.0) èìåë çíà÷åíèå 2.1�104 Ì–1�ñì–1.
Çíà÷åíèå e490 î÷èùåííîãî êðàñèòåëÿ ïðè pH > 6.0 ñîñòàâ-
ëÿëî 3.3�104 Ì–1�ñì–1, ò. å. ïðèìåðíî â 1.6 ðàçà ïðåâûøà-

158 Î. È. Àíòèìîíîâà è äð.

Ðèñ. 1. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ êîìïîíåíòîâ êîììåð÷åñêîãî ïðå-
ïàðàòà Êîíãî êðàñíîãî (ÊÊ).

1 — îòäåëåííàÿ ïðèìåñü, 2 — ÊÊ ïîñëå î÷èñòêè.



ëî e490 èñõîäíîãî êðàñèòåëÿ. Áîëüøå âñåãî ïîëó÷åííûé
êîýôôèöèåíò ñîîòâåòñòâóåò ïðèâåäåííîìó â ðàáîòå
(Klunk et al., 1989).

Ç à â è ñ è ì î ñ ò ü e490 Ê Ê î ò p H è ñ î ñ ò à â à á ó-
ô å ð í î ã î ð à ñ ò â î ð à. Ñ öåëüþ âûáîðà áóôåðíîãî ðàñ-
òâîðà äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ ñ ôèáðèëëàìè áåëêîâ èçó÷àëè
âëèÿíèå ñîñòàâà è pH ðàñòâîðà íà ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ ÊÊ.
Çíà÷åíèå e490 î÷èùåííîãî ïðåïàðàòà ÊÊ èçìåíÿëîñü â çà-
âèñèìîñòè îò pH (ðèñ. 2). Ìèíèìàëüíîå çíà÷åíèå e490,
ðàâíîå 1.2�104 Ì–1�ñì–1, íàáëþäàëè ïðè pH 3.0 (50 ìM
ãëèöèí-HCl) è 4.0 (50 ìÌ àöåòàò íàòðèÿ). Ïðè pH 6.0
(50 ìÌ àöåòàò íàòðèÿ) e490 ñîñòàâëÿë 3.3�104 Ì–1�ñì–1.
Ýòà âåëè÷èíà îñòàâàëàñü ïîñòîÿííîé â ôîñôàòíûõ áóôåð-
íûõ ðàñòâîðàõ ñ áîëåå âûñîêèì çíà÷åíèåì pH (ÔÑÁ,
pH 7.4, è 50 ìÌ ôîñôàò íàòðèÿ, pH 8.0 è 9.0). Çíà÷åíèå
e490 â áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ 50 ìM ãëèöèí-HCl è 50 ìÌ
Tris-HCl ñ pH âûøå 5.0 äîñòèãàëî 4.1�104 Ì–1�ñì–1 (íà
ðèñóíêå íå ïîêàçàíî).

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ óêàçûâàëè íà íåîáõîäè-
ìîñòü ïðîâåäåíèÿ ïîñëåäóþùèõ ýêñïåðèìåíòîâ ïðè ñòðî-
ãîì êîíòðîëå óðîâíÿ pH è ñîñòàâà áóôåðíîãî ðàñòâîðà.
Äëÿ èçó÷åíèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ÊÊ ñ ôèáðèëëàìè ìîäåëü-
íûõ áåëêîâ ðåøèëè èñïîëüçîâàòü 50 ìÌ ôîñôàò íà-
òðèÿ (pH 8.0), â êîòîðîì e490 êðàñèòåëÿ ñîñòàâëÿåò
3.3�104 Ì–1�ñì–1.

Â ç à è ì î ä å é ñ ò â è å Ê Ê ñ ô è á ð è ë ë à ì è ë è ç î -
ö è ì à. Ñâÿçûâàíèå ÊÊ ñ ôèáðèëëàìè ëèçîöèìà îöåíèâà-
ëè ïóòåì ñðàâíåíèÿ ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ êðàñèòåëÿ â îò-
ñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè ôèáðèëë (ðèñ. 3, à), êàê îïèñàíî
ðàíåå (Klunk et al., 1989, 1999). Ïîñêîëüêó êîìïëåêñû
êðàñèòåëÿ ñ ôèáðèëëàìè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé àãðåãàòû,
âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ ó÷èòûâàëè âêëàäû îáóñëîâëåííî-
ãî ôèáðèëëàìè ðàññåÿíèÿ. Ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ ÊÊ â ïðè-
ñóòñòâèè ôèáðèëë èçìåíÿëñÿ: èìåëè ìåñòî ñäâèã ìàêñè-
ìóìà ïîãëîùåíèÿ â âèäèìîé îáëàñòè îò 490 äî 500 íì è
íåêîòîðîå âîçðàñòàíèå èíòåíñèâíîñòè ïîãëîùåíèÿ, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâîâàëî î ñâÿçûâàíèè êðàñèòåëÿ ñ ôèáðèëëà-
ìè. Ðàçíîñòíûé ñïåêòð (ïîëó÷åííûé â ðåçóëüòàòå âû÷èòà-
íèÿ ñïåêòðà ñàìîãî ÊÊ èç ñïåêòðà êðàñèòåëÿ ïîñëå èíêó-
áàöèè ñ ôèáðèëëàìè) õàðàêòåðèçîâàëñÿ íàëè÷èåì ìàêñè-
ìóìà ïðè 540 íì. Ïðè äîáàâëåíèè ê ðàñòâîðó ÊÊ
ìîíîìåðà áåëêà âûðàæåííûõ èçìåíåíèé ñïåêòðà íå íà-
áëþäàëîñü. ×åðåç íåêîòîðîå âðåìÿ (îêîëî 30 ìèí) ïîñëå
ñìåøèâàíèÿ ÊÊ ñ ôèáðèëëàìè ïðîèñõîäèëî îáðàçîâàíèå

êðàñíûõ âçâåøåííûõ õëîïüåâ, êîòîðûå ïðè ïåðåìåøèâà-
íèè ðàñòâîðà äåçàãðåãèðîâàëè è çàòåì âíîâü ôîðìèðîâà-
ëèñü. Öåíòðèôóãèðîâàíèå êîìïëåêñà ôèáðèëë ñ
êðàñèòåëåì ïðèâîäèëî ê ïîëó÷åíèþ îñàäêà êðàñíîãî öâå-
òà, ïðè ýòîì ñóïåðíàòàíò â çàâèñèìîñòè îò ìîëÿðíîãî ñî-
îòíîøåíèÿ ÊÊ : ôèáðèëëû èìåë ðàçëè÷íóþ èíòåíñèâ-
íîñòü îêðàñêè. Íåñâÿçàâøèéñÿ êðàñèòåëü ïî ñïåêòðàëü-
íûì õàðàêòåðèñòèêàì íå îòëè÷àëñÿ îò èñõîäíîãî
ñâîáîäíîãî ÊÊ. Âîçìîæíîñòü îñàæäåíèÿ êîìïëåêñà ïî-
çâîëèëà îïðåäåëèòü ñòåõèîìåòðèþ âçàèìîäåéñòâèÿ êðà-
ñèòåëÿ ñ ôèáðèëëàìè.

Äëÿ âûÿñíåíèÿ ñòåõèîìåòðèè ñâÿçûâàíèÿ ÊÊ ñ ôèá-
ðèëëàìè ëèçîöèìà áûëî ïðåäïðèíÿòî òèòðîâàíèå ïîñòî-
ÿííîãî êîëè÷åñòâà ôèáðèëë (â ïåðåñ÷åòå íà ìîëÿðíóþ
ìàññó ìîíîìåðà áåëêà) âîçðàñòàþùèìè êîëè÷åñòâàìè
êðàñèòåëÿ ñ ïîñëåäóþùèì îñàæäåíèåì êîìïëåêñà êðàñè-
òåëÿ ñ ôèáðèëëàìè è îïðåäåëåíèåì ïîãëîùåíèÿ ïðè 490
íì â ñóïåðíàòàíòå (A490 sup). Ïðè ìîëÿðíîì ñîîòíîøåíèè
ÊÊ : ôèáðèëëû âûøå 4 : 1 â ñóïåðíàòàíòå íà÷èíàë îñòà-
âàòüñÿ ñâîáîäíûé êðàñèòåëü. Èñïîëüçóÿ çíà÷åíèÿ A490

sup, îöåíèâàëè ÷èñëî ìîëåêóë êðàñèòåëÿ, ïðèõîäÿùèõñÿ
íà 1 ìîëåêóëó ìîíîìåðà áåëêà â ñîñòàâå ôèáðèëë (ðèñ. 3,
á). Îêàçàëîñü, ÷òî ñ 1 ìîëü ëèçîöèìà â ñîñòàâå ôèáðèëë
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Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü ìîëÿðíîãî êîýôôèöèåíòà ïîãëîùåíèÿ ÊÊ
(e490) îò âåëè÷èíû pH áóôåðíîãî ðàñòâîðà.

Âåðòèêàëüíûìè îòðåçêàìè ïðåäñòàâëåíû îøèáêè ñðåäíåãî.

Ðèñ. 3. Ïàðàìåòðû âçàèìîäåéñòâèÿ ÊÊ ñ ôèáðèëëàìè ëèçîöèìà (ÔË).

a — ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ñâîáîäíîãî ÊÊ â ðàñòâîðå (êðèâàÿ 1), ÊÊ â ïðèñóòñòâèè ÔË (êðèâàÿ 2) è ðàçíîñòíûé ñïåêòð (êðèâàÿ 3); á — ãðàôèê, ïîçâîëÿ-
þùèé îöåíèòü ñòåõèîìåòðèþ âçàèìîäåéñòâèÿ ÊÊ ñ ÔË ïî èçìåíåíèþ ïîãëîùåíèÿ â ñóïåðíàòàíòå, ïîëó÷åííîì ïîñëå óäàëåíèÿ ÊÊ, ñâÿçàâøåãîñÿ ñ

ÔË (çäåñü è íà ðèñ. 4, 5 — A490 sup).



ñâÿçûâàëîñü ïðèáëèçèòåëüíî 5 ìîëü ÊÊ. Âçàèìîäåéñòâèå
êðàñèòåëÿ ñ ôèáðèëëàìè õàðàêòåðèçîâàëîñü îáðàçîâàíè-
åì âåñüìà ïðî÷íûõ ñâÿçåé. Îðãàíè÷åñêèå ðàñòâîðèòåëè
(ýòàíîë, àöåòîí, õëîðîôîðì, ÄÌÑÎ è äð.) áûëè íåñïî-
ñîáíû ýêñòðàãèðîâàòü ÊÊ èç êîìïëåêñà ñ ôèáðèëëàìè.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëèëè ïðåäïîëîæèòü,
÷òî îñàæäåíèå êîìïëåêñà êðàñèòåëÿ ñ ôèáðèëëàìè õàðàê-
òåðèçóåòñÿ âûñîêîé èçáèðàòåëüíîñòüþ â îòíîøåíèè ôèá-
ðèëëÿðíîãî ñîñòîÿíèÿ è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî ïðè
èññëåäîâàíèè ïðîöåññîâ ôèáðèëëîãåíåçà. Ñ öåëüþ âûÿñ-
íåíèÿ âîçìîæíîñòè èçó÷åíèÿ ôèáðèëëîãåíåçà äðóãèõ
áåëêîâ â êà÷åñòâå ìîäåëüíûõ îáúåêòîâ áûëè âûáðàíû ïî-
ëó÷àåìûå â íàøåé ëàáîðàòîðèè ðåêîìáèíàíòíûå á2Ì è
ÒÒÐ ÷åëîâåêà.

Â ç à è ì î ä å é ñ ò â è å Ê Ê ñ ô è á ð è ë ë à ì è ð å -
ê î ì á è í à í ò í î ã î á 2 Ì ÷ å ë î â å ê à. Ïðè èçó÷åíèè
âçàèìîäåéñòâèÿ êðàñèòåëåé ñ ôèáðèëëàìè á2Ì íåîáõî-
äèìî èìåòü â âèäó, ÷òî ýòè ôèáðèëëû ôîðìèðóþòñÿ â
êèñëûõ óñëîâèÿõ, à â íåéòðàëüíîé è ùåëî÷íîé ñðåäàõ —
òîëüêî ïðè íàëè÷èè îïðåäåëåííûõ äîïîëíèòåëüíûõ ôàê-
òîðîâ (Myers et al., 2006; Ïîëÿêîâ è äð., 2010á, 2011). Êàê
è â ñëó÷àå ôèáðèëë ëèçîöèìà, èíêóáàöèÿ ÊÊ ñ ôèáðèëëà-
ìè á2Ì ñîïðîâîæäàëàñü èçìåíåíèåì ñïåêòðà ïîãëî-
ùåíèÿ êðàñèòåëÿ è äîñòàòî÷íî áûñòðûì îáðàçîâàíèåì

õëîïüåâ êðàñíîãî öâåòà. Öåíòðèôóãèðîâàíèå êîìïëåêñà
ôèáðèëë ñ êðàñèòåëåì ïðèâîäèëî ê îáðàçîâàíèþ êðàñíî-
ãî îñàäêà. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî èçìåíåíèÿ ñïåêòðà ïî-
ãëîùåíèÿ ÊÊ â ïðèñóòñòâèè ôèáðèëë á2Ì — ñäâèã ìàê-
ñèìóìà ïîãëîùåíèÿ îò 490 äî 515 íì è âîçðàñòàíèå èí-
òåíñèâíîñòè ïîãëîùåíèÿ — áûëè áîëåå âûðàæåííûìè,
÷åì äëÿ ôèáðèëë ëèçîöèìà (ðèñ. 4, à). Ðàçíîñòíûé ñïåêòð
õàðàêòåðèçîâàëñÿ íàëè÷èåì ìàêñèìóìà ïðè 545 íì.
Â ïðèñóòñòâèè ìîíîìåðíîé ôîðìû áåëêà ñïåêòð ïîãëî-
ùåíèÿ êðàñèòåëÿ íå èçìåíÿëñÿ.

Îïðåäåëåíèå ñòåõèîìåòðèè âçàèìîäåéñòâèÿ ÊÊ ñ
ôèáðèëëàìè á2Ì ïðîâîäèëè ïóòåì òèòðîâàíèÿ ôèáðèëë
âîçðàñòàþùèìè êîëè÷åñòâàìè êðàñèòåëÿ àíàëîãè÷íî
îïûòó ñ ôèáðèëëàìè ëèçîöèìà. Óñòàíîâèëè, ÷òî ÊÊ ñâÿ-
çûâàëñÿ ñ ôèáðèëëàìè á2Ì â ñîîòíîøåíèè ïðèìåðíî
4 ìîëü êðàñèòåëÿ : 1 ìîëü ìîíîìåðà á2Ì â ñîñòàâå ôèá-
ðèëë (ðèñ. 4, á).

Ñïîñîáíîñòü ôèáðèëë á2Ì ê âçàèìîäåéñòâèþ ñ ÊÊ
èñïîëüçîâàëè äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñòàáèëüíîñòè äàííûõ
ôèáðèëë â ñëàáîùåëî÷íîé ñðåäå. Ôèáðèëëû ïîìåùàëè â
ÔÑÁ (pH 7.4) è ïåðåìåøèâàëè ïðè 500 îá/ìèí è 37 °C â
òå÷åíèå 24 ÷. Àíàëèç ñïåêòðîâ ÊÊ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ê îá-
ðàáîòàííûì òàêèì îáðàçîì ôèáðèëëàì ïîêàçàë, ÷òî â ðå-
çóëüòàòå èíêóáàöèè ïðè pH > 7.0 ïîñëåäíèå ïåðåñòàâàëè

160 Î. È. Àíòèìîíîâà è äð.

Ðèñ. 4. Ïàðàìåòðû âçàèìîäåéñòâèÿ ÊÊ ñ ôèáðèëëàìè áåòà2-ìèêðîãëîáóëèíà (á2Ìôèáð).

a — ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ñâîáîäíîãî ÊÊ â ðàñòâîðå (êðèâàÿ 1), ÊÊ â ïðèñóòñòâèè ôèáðèëë á2Ì (êðèâàÿ 2) è ðàçíîñòíûé ñïåêòð (êðèâàÿ 3); á — ãðàôèê,
ïîçâîëÿþùèé îöåíèòü ñòåõèîìåòðèþ âçàèìîäåéñòâèÿ ÊÊ ñ ôèáðèëëàìè.

Ðèñ. 5. Ïàðàìåòðû âçàèìîäåéñòâèÿ ÊÊ ñ ôèáðèëëàìè òðàíñòèðåòèíà äèêîãî òèïà (ÒÒÐ(WT)ôèáð) è c òåòðàìåðîì ÒÒÐ(WT).

a — ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ñâîáîäíîãî ÊÊ (êðèâàÿ 1), ÊÊ â ïðèñóòñòâèè òåòðàìåðà ÒÒÐ(WT) (êðèâàÿ 2), ÊÊ â ïðèñóòñòâèè ôèáðèëë ÒÒÐ(WT) (êðèâàÿ 3)
è ðàçíîñòíûé ñïåêòð (êðèâàÿ 4); á — ãðàôèê, ïîçâîëÿþùèé îöåíèòü ñòåõèîìåòðèþ âçàèìîäåéñòâèÿ ÊÊ ñ ôèáðèëëàìè. Êðèâàÿ 1 — èçìåíåíèå óðîâíÿ
ïîãëîùåíèÿ ñâîáîäíîãî ÊÊ â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè ïðè 490 íì (A490 ÊÊ); êðèâûå 2, 3 — ïîãëîùåíèå ïðè 490 íì â ñóïåðíàòàíòå, ïîëó÷åííîì

ïîñëå óäàëåíèÿ ñâÿçàâøåãîñÿ ñ ôèáðèëëàìè ÊÊ.



ñâÿçûâàòü êðàñèòåëü; òàêæå íå ïðîèñõîäèëî ôîðìèðîâà-
íèÿ îêðàøåííîãî îñàäêà ïðè öåíòðèôóãèðîâàíèè. Â òî
æå âðåìÿ â ïàðàëëåëüíîì ýêñïåðèìåíòå èíêóáàöèÿ óæå
îáðàçîâàâøåãîñÿ êîìïëåêñà ÊÊ ñ ôèáðèëëàìè á2Ì â
èäåíòè÷íûõ óñëîâèÿõ íå ïðèâîäèëà ê èçìåíåíèþ ñïåêòðà
ïîãëîùåíèÿ êîìïëåêñà (ðèñ. 4, à, êðèâàÿ 2) íà ïðîòÿæå-
íèè íåñêîëüêèõ ñóòîê, ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî î ñòàáèëè-
çàöèè ôèáðèëë êðàñèòåëåì.

Â ç à è ì î ä å é ñ ò â è å Ê Ê ñ ô è á ð è ë ë à ì è ð å -
ê î ì á è í à í ò í î ã î Ò Ò Ð ÷ å ë î â å ê à. Åùå îäíèì ìî-
äåëüíûì ôèáðèëëîãåííûì áåëêîì ÿâëÿëñÿ ðåêîìáè-
íàíòíûé ÒÒÐ(WT). Àíàëîãè÷íî ôèáðèëëàì äâóõ äðóãèõ
áåëêîâ ôèáðèëëû ÒÒÐ(WT) äåìîíñòðèðîâàëè âçàèìîäåé-
ñòâèå ñ êðàñèòåëåì, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâîâàëè ñäâèã ìàê-
ñèìóìà ïîãëîùåíèÿ îò 490 äî 500 íì è íåêîòîðîå âîçðàñ-
òàíèå èíòåíñèâíîñòè ïîãëîùåíèÿ (ðèñ. 5, à). Ðàçíîñòíûé
ñïåêòð õàðàêòåðèçîâàëñÿ íàëè÷èåì ìàêñèìóìà ïðè
535 íì. Â îòëè÷èå îò îïûòîâ ñ íåôèáðèëëÿðíûìè ìîíî-
ìåðíûìè ôîðìàìè ëèçîöèìà è á2Ì äîáàâëåíèå ê ðàñòâî-
ðó ÊÊ íåôèáðèëëÿðíîé ôîðìû ÒÒÐ(WT), ïðåäñòàâ-
ëÿþùåé ñîáîé òåòðàìåð, âûçûâàëî ñäâèã ìàêñèìóìà ïî-
ãëîùåíèÿ äî 492 íì áåç èçìåíåíèÿ èíòåíñèâíîñòè
ïîãëîùåíèÿ. ×åðåç íåêîòîðîå âðåìÿ ïîñëå èíêóáàöèè ÊÊ
ñ ôèáðèëëàìè ïðîèñõîäèëî îáðàçîâàíèå êðàñíîãî õëîïü-
åâèäíîãî îñàäêà, íî îñàäîê íå ïîÿâëÿëñÿ ïðè ñìåøè-
âàíèè êðàñèòåëÿ ñ íàòèâíûì ÒÒÐ(WT). Ôèáðèëëû ðåêîì-
áèíàíòíîãî ÒÒÐ(WT) è ôèáðèëëû ðåêîìáèíàíòíîãî
ÒÒÐ(L55P) — íàèáîëåå ôèáðèëëîãåííîãî ìóòàíòíîãî âà-
ðèàíòà — ïî èçìåíåíèÿì ñïåêòðà ÊÊ íå ðàçëè÷àëèñü.

Ïðè òèòðîâàíèè ôèáðèëë ÒÒÐ(WT) êðàñèòåëåì ïîëó-
÷èëè êðèâóþ çàâèñèìîñòè A490 sup îò ìîëÿðíîãî ñîîòíî-
øåíèÿ ÊÊ : ñóáúåäèíèöà ÒÒÐ, êîòîðàÿ èìåëà òî÷êó ïåðå-
ãèáà ïðè ìîëÿðíîì ñîîòíîøåíèè, ñîñòàâëÿþùåì ïðèáëè-
çèòåëüíî 4 : 1 (ðèñ. 5, á). Ïî ñðàâíåíèþ ñ ôèáðèëëàìè
äðóãèõ ìîäåëüíûõ áåëêîâ óãîë íàêëîíà ïðÿìîé A490 sup
äî òî÷êè ïåðåãèáà (ðèñ. 5, á, êðèâàÿ 2) â ñëó÷àå ÒÒÐ(WT)
áûë ñóùåñòâåííî ìåíüøå. Íàêëîí ïðÿìîé A490 sup ïîñëå
òî÷êè ïåðåãèáà áûë áëèçîê ê íàêëîíó ïðÿìîé A490 ñàìîãî
êðàñèòåëÿ (ðèñ. 5, á, êðèâûå 1, 3). Ýòè äàííûå óêàçûâàþò
íà òî, ÷òî ñ 1 ìîëü áåëêà â ñîñòàâå ôèáðèëë (â ðàñ÷åòå
íà ñóáúåäèíèöó ÒÒÐ) ñâÿçûâàëîñü ïðèìåðíî 4 ìîëü êðà-
ñèòåëÿ.

Èíòåðåñíîå íàáëþäåíèå ñäåëàëè ïðè èññëåäîâàíèè
âçàèìîäåéñòâèÿ ÊÊ ñ ôèáðèëëàìè ÒÒÐ(L55P). Â íàøèõ
ýêñïåðèìåíòàõ óêàçàííûå ôèáðèëëû îáðàçîâûâàëèñü
íàèáîëåå áûñòðî è ôîðìèðîâàëè êðóïíûå, âèçóàëüíî

îïðåäåëÿåìûå àãðåãàòû. Â ñïåêòðå ÊÊ â ïðèñóòñòâèè
ôèáðèëë ÒÒÐ(L55P) íàðÿäó ñî ñäâèãîì ìàêñèìóìà ïîãëî-
ùåíèÿ â äëèííîâîëíîâóþ îáëàñòü îòìå÷àëè óìåíüøåíèå
èíòåíñèâíîñòè ïîãëîùåíèÿ ïðè 490—500 íì â òå÷åíèå
20—30 ìèí ïîñëå íà÷àëà èíêóáàöèè ôèáðèëë ñ êðàñèòå-
ëåì. Ïîñêîëüêó â ïðîöåññå ðåãèñòðàöèè ñïåêòðîâ ðàñòâî-
ðû ïåðåìåøèâàëè íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä êàæäûì èçìå-
ðåíèåì, òàêîå óìåíüøåíèå èíòåíñèâíîñòè, âåðîÿòíî, íå
áûëî ñâÿçàíî ñ îñàæäåíèåì êîìïëåêñà ÊÊ ñ ôèáðèëëàìè.
Äëÿ èçó÷åíèÿ äàííîãî ÿâëåíèÿ èññëåäîâàëè êèíåòèêó èç-
ìåíåíèÿ ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ êðàñèòåëÿ â ïðèñóòñòâèè
ôèáðèëë. Îêàçàëîñü, ÷òî óìåíüøåíèå èíòåíñèâíîñòè ïî-
ãëîùåíèÿ ïðîèñõîäèëî è â äðóãèõ îáëàñòÿõ ñïåêòðà
(ðèñ. 6). Ïðèáëèçèòåëüíî ÷åðåç 20—30 ìèí ïîñëå äîáàâ-
ëåíèÿ ôèáðèëë ê ðàñòâîðó ÊÊ èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè
ïîãëîùåíèÿ ïðè ðàçëè÷íûõ äëèíàõ âîëí ïðåêðàùàëîñü.
Â êîíòðîëüíîì ðàñòâîðå ôèáðèëë ÒÒÐ(L55P) áåç êðàñèòå-
ëÿ íåêîòîðîå ñíèæåíèå èíòåíñèâíîñòè ïîãëîùåíèÿ òàêæå
íàáëþäàëîñü, íî â çíà÷èòåëüíî ìåíüøåé ñòåïåíè.

Îáñóæäåíèå

Ìû ïðîâåëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêîå èññëåäîâàíèå
âçàèìîäåéñòâèÿ ôèáðèëëÿðíûõ ôîðì ðÿäà ìîäåëüíûõ
àìèëîèäîãåííûõ áåëêîâ ñ êðàñèòåëåì ÊÊ, êîòîðûé øèðî-
êî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ âûÿâëåíèÿ àìèëîèäà â îáðàçöàõ òêà-
íåé áîëüíûõ ñ ïîäîçðåíèåì íà àìèëîèäîç. Íàñ èíòåðåñî-
âàëè êàê ñàì ôàêò ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòåëÿ ñ ôèáðèëëàìè è
íåôèáðèëëÿðíûìè íàòèâíûìè ôîðìàìè áåëêîâ â ðàñòâî-
ðå, òàê è ñòåõèîìåòðèÿ ñâÿçûâàíèÿ. Ðåçóëüòàòû íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòû ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ ïîñëåäóþùåé
õàðàêòåðèñòèêè äðóãèõ ïîëó÷åííûõ íàìè ñèíòåòè÷åñêèõ
àíàëîãîâ ÊÊ.

Ïðåæäå âñåãî íåîáõîäèìî áûëî óñòàíîâèòü ïðè÷èíû
ðàçëè÷èé â îöåíêå ìîëÿðíîãî êîýôôèöèåíòà ïîãëîùåíèÿ
ÊÊ â ìàêñèìóìå ïîãëîùåíèÿ ïðè 490 íì (e490), çíà÷åíèÿ
êîòîðîãî ïðèâåäåíû â ëèòåðàòóðå. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî
èñïîëüçîâàííûé êîììåð÷åñêèé ïðåïàðàò ñîäåðæèò äîñòà-
òî÷íî áîëüøîå êîëè÷åñòâî ïðèìåñåé, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ
êàê îðãàíè÷åñêèå ñîåäèíåíèÿ, òàê è, ïî-âèäèìîìó, íåîð-
ãàíè÷åñêèå ñîëè. Êðîìå òîãî, âåëè÷èíà e490 â çíà÷èòåëü-
íîé ñòåïåíè çàâèñåëà îò pH (÷òî íåóäèâèòåëüíî, ïîñêîëü-
êó ÊÊ, êàê è ìíîãèå äðóãèå êðàñèòåëè, ÿâëÿåòñÿ êèñëîò-
íî-îñíîâíûì èíäèêàòîðîì) è ïðèñóòñòâèÿ îðãàíè÷åñêèõ
êîìïîíåíòîâ áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ, òàêèõ êàê Tris è ãëè-
öèí. Ïîýòîìó èçó÷åíèå ïàðàìåòðîâ âçàèìîäåéñòâèÿ êðà-
ñèòåëÿ ñ ôèáðèëëàìè ñëåäîâàëî îñóùåñòâëÿòü â áóôåð-
íîì ðàñòâîðå ñ îïðåäåëåííûì pH è ñîñòàâîì.

Ïðîâåäåííîå èññëåäîâàíèå ïîçâîëÿåò ðàçðàáîòàòü
ñïîñîá îöåíêè ñîäåðæàíèÿ ôèáðèëëÿðíûõ ôîðì áåëêà
ïóòåì òèòðîâàíèÿ êðàñèòåëåì è îñàæäåíèÿ íåðàñòâîðè-
ìûõ îêðàøåííûõ êîìïëåêñîâ. Èññëåäîâàíèå ôèáðèëë èñ-
ïîëüçîâàííûõ íàìè ìîäåëüíûõ áåëêîâ ïîêàçàëî, ÷òî âíå
çàâèñèìîñòè îò ïðèðîäû áåëêà ôèáðèëëû ñâÿçûâàëè ïðè-
áëèçèòåëüíî ðàâíîå êîëè÷åñòâî êðàñèòåëÿ â ðàñ÷åòå íà
ïîëèïåïòèäíóþ öåïü, ÷òî åùå ðàç óêàçûâàåò íà ñõîäñòâî
ñòðîåíèÿ èññëåäîâàííûõ ôèáðèëë è èõ ñâîéñòâî âçàèìî-
äåéñòâîâàòü ñ íèçêîìîëåêóëÿðíûìè êðàñèòåëÿìè. Ìîíî-
ìåðíûå ôîðìû áåëêîâ êðàñèòåëü ïðàêòè÷åñêè íå ñâÿçû-
âàë (â ñëó÷àå òåòðàìåðà ÒÒÐ ñïåêòðàëüíûå èçìåíåíèÿ
áûëè ìèíèìàëüíû), ïðè ýòîì îêðàøåííûé îñàäîê íå îá-
ðàçîâûâàëñÿ. Áîëåå ïëàâíîå èçìåíåíèå ïîãëîùåíèÿ â ñó-
ïåðíàòàíòå ïðè 490 íì â îïûòàõ ïî òèòðîâàíèþ ôèáðèëë
ÒÒÐ(WT) â êàêîé-òî ñòåïåíè ìîæåò îáúÿñíÿòü îòíîñè-
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Ðèñ. 6. Èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ïîãëîùåíèÿ ÊÊ â ïðèñóòñò-
âèè ôèáðèëë ÒÒÐ(L55P) â ïåðâûå ìèíóòû ïîñëå íà÷àëà èíêó-

áàöèè.



òåëüíî ñëàáîå âîçðàñòàíèå ôëóîðåñöåíöèè òèîôëàâèíà T
ïðè èíêóáàöèè ñ ôèáðèëëàìè ÒÒÐ ïî ñðàâíåíèþ ñ ôèá-
ðèëëàìè äðóãèõ áåëêîâ (Ñîëîâüåâ è äð., 2006; Biancalana,
Koide, 2010; Groenning, 2010; Kuznetsova et al., 2012). Âå-
ëè÷èíû ìîëÿðíîãî ñîîòíîøåíèÿ ìîíîìåð (ñóáúåäèíèöà)
áåëêà : êðàñèòåëü, ïî-âèäèìîìó, óêàçûâàþò íà òî, ÷òî
ñâÿçàííûå ñ áåëêîì ìîëåêóëû ÊÊ ñïîñîáíû ê äàëüíåéøå-
ìó ïðèñîåäèíåíèþ äîïîëíèòåëüíûõ ìîëåêóë êðàñèòåëÿ.
Òàêàÿ àññîöèàöèÿ, âîçìîæíî, îáúÿñíÿåò ïëîõóþ ðàñòâî-
ðèìîñòü è ñïîñîáíîñòü ê àãðåãàöèè êîìïëåêñîâ ÊÊ ñ ôèá-
ðèëëàìè.

Ê èíòåðåñíûì íàáëþäåíèÿì òàêæå ìîæíî îòíåñòè
ôàêò ñòàáèëèçàöèè ôèáðèëë á2Ì çà ñ÷åò ñâÿçûâàíèÿ ñ
ìîëåêóëàìè êðàñèòåëÿ. Â îòñóòñòâèå ÊÊ ôèáðèëëû ýòîãî
áåëêà äîñòàòî÷íî áûñòðî äèññîöèèðîâàëè ïðè ïîìåùå-
íèè â ñëàáîùåëî÷íîé ðàñòâîð. Äàííîå îáñòîÿòåëüñòâî
óêàçûâàåò íà èçìåíåíèå ñâîéñòâ ôèáðèëë ïîñëå ïðèñîå-
äèíåíèÿ êðàñèòåëÿ. Â ñëó÷àå ôèáðèëë ÒÒÐ(L55P) îêà-
çàëîñü, ÷òî íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ âçàèìîäåéñòâèÿ ÊÊ, âå-
ðîÿòíî, ïðîèñõîäèò ðàçðóøåíèå êðóïíûõ àññîöèàòîâ
ôèáðèëë, êîòîðîå îáúÿñíÿåò äèíàìèêó èçìåíåíèÿ ïîãëî-
ùåíèÿ â ïåðâûå ìèíóòû èíêóáàöèè êðàñèòåëÿ ñ ôèáðèë-
ëàìè. Ïðîïîðöèîíàëüíîñòü ñíèæåíèÿ ïîãëîùåíèÿ ïðè
ðàçíûõ äëèíàõ âîëí (280, 340 è 500 íì) ìîæåò áûòü îáó-
ñëîâëåíà óìåíüøåíèåì ðàçìåðîâ èñõîäíûõ àãðåãàòîâ
ÒÒÐ(L55P) è îäíîâðåìåííûì óâåëè÷åíèåì ðàçìåðîâ êîì-
ïëåêñîâ ôèáðèëë ñ êðàñèòåëåì, êîíå÷íûì ðåçóëüòàòîì
êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ îáðàçîâàíèå îêðàøåííîãî îñàäêà. Òà-
êèì îáðàçîì, ïðèñîåäèíåíèå ÊÊ, ñ îäíîé ñòîðîíû, ñòàáè-
ëèçèðóåò ôèáðèëëû, à ñ äðóãîé ñòîðîíû, ñêîðåå âñåãî,
ñïîñîáñòâóåò äåçàãðåãàöèè êðóïíûõ íàäôèáðèëëÿðíûõ
ñòðóêòóð. Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ äîëæíû ðåøèòü âî-
ïðîñ î âîçìîæíîì áëîêèðîâàíèè ðîñòà ôèáðèëë â ïðè-
ñóòñòâèè êðàñèòåëåé — êàê ÊÊ, òàê è åãî àíàëîãîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû «Ïðîòåîì ÷åëîâåêà» è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóí-
äàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêòû 14-04-01912 è
14-04-31145).
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INTERACTION OF THE DYE CONGO RED WITH FIBRILS OF LYSOZYME,

BETA2-MICROGLOBULIN AND TRANSTHYRETIN
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By means of spectrophotometric assay we investigated interaction of the dye Congo red (CR) with fibrils
of model proteins — hen egg white lysozyme, recombinant human beta2-microglobulin (b2M) and recombi-
nant human transthyretin (TTR). The commercial dye sample was found to contain a significant amount of im-
purities. Methods for the dye purification are disclosed and CR molar extinction coefficient at 490 nm (e490)
was determined to be 3.3�104 M–1�cm–1 at pH above 6.0. Formation of the CR-fibril complex results in chan-
ges in the dye visible absorption spectrum. According to the data on titration of fibril solutions with excess of
the dye, CR binds to lysozyme fibrils at a ratio of about 5 molecules per protein monomer within fibril structu-
re, to b2M fibrils — about 4 molecules per monomer, to TTR fibrils — about 4 molecules per subunit of the
protein.

K e y w o r ds: amyloidoses, amyloidogenic proteins, lysozyme, beta2-microglobulin, transthyretin, Congo
red, spectrophotometry.
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