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Â. Â. Ãóñåëüíèêîâà è äð.
Èñïîëüçîâàíèå äèíàòðèåâîé ñîëè ïðîèçâîäíîãî ôëóîðåíà â êà÷åñòâå íîâîãî ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ...

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ñòàëà ðàçðàáîòêà íîâîãî ñïîñîáà âûÿâëåíèÿ àìèëîèäíûõ îòëîæåíèé, îá-
íàðóæèâàåìûõ ó ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ, ïðè ïîìîùè àíàëîãà êîíãî êðàñíîãî, ñèíòåçèðîâàííîãî íà
îñíîâå äèàìèíîôëóîðåíà. Àíàëîã ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé äèíàòðèåâóþ ñîëü 2,7-(1-àìèíî-4-ñóëüôî-2-íàô-
òèëàçî)ôëóîðåíà (ÄÑÍÀÔ). Ìàòåðèàëîì äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè îáðàçöû ìèîêàðäà ìûøåé ëèíèè
mdx îáîåãî ïîëà â âîçðàñòå îò 1 äî 1.5 ãîäà (n = 8). Ðåçóëüòàòîì ïðîâåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ ñòàëà ðàçðà-
áîòêà îïòèìàëüíîãî ïðîòîêîëà îêðàñêè àìèëîèäà ðàñòâîðîì ÄÑÍÀÔ. Ïîêàçàíî, ÷òî ïî ÷óâñòâèòåëüíîñòè
è ñïåöèôè÷íîñòè âûÿâëåíèÿ àìèëîèäà ðàçðàáîòàííûé ìåòîä ñîïîñòàâèì ñ îêðàñêîé êîíãî êðàñíûì. Ïðè
ýòîì íåñîìíåííûìè ïðåèìóùåñòâàìè èñïîëüçîâàíèÿ ÄÑÍÀÔ ÿâëÿþòñÿ óñòîé÷èâîñòü ïîëó÷àåìîãî îêðà-
øèâàíèÿ, âûñîêàÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè àìèëîèäíûõ ñêîïëåíèé è ïîëíîå îòñóòñòâèå ôîíîâîé
ôëóîðåñöåíöèè, ÷òî çíà÷èòåëüíî óïðîùàåò ïðîöåäóðó êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ.
Ìåòîä îêðàñêè àìèëîèäà ÄÑÍÀÔ õàðàêòåðèçóåòñÿ ïðîñòîòîé è õîðîøåé âîñïðîèçâîäèìîñòüþ. Âñå ýòî
äåëàåò ðàçðàáîòàííûé ñïîñîá î÷åíü óäîáíûì äëÿ âûÿâëåíèÿ àìèëîèäíûõ ñêîïëåíèé íà ãèñòîëîãè÷å-
ñêèõ ñðåçàõ òêàíåé ó ìûøåé, à äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëÿò ñóäèòü î âîçìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ
äàííîãî ìåòîäà îêðàñêè äëÿ äèàãíîñòèêè àìèëîèäîçà â ïðàêòèêå êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àìèëîèä, êîíãî êðàñíûé, 2,7-(1-àìèíî-4-ñóëüôî-2-íàôòèëàçî)ôëóîðåí, ìû-
øè mdx, ìèîêàðä, êîíôîêàëüíàÿ ëàçåðíàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÑÍÀÔ — äèíàòðèåâàÿ ñîëü 2,7-(1-àìèíî-4-ñóëüôî-2-íàôòèëà-
çî)ôëóîðåíà.

Àìèëîèä — îáùåå íàçâàíèå âíåêëåòî÷íûõ àãðåãàòîâ,
ãëàâíûì êîìïîíåíòîì êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ áåëêè, ñïî-
ñîáíûå ôîðìèðîâàòü íèòåâèäíûå ñòðóêòóðû — ôèáðèë-
ëû (Øàâëîâñêèé, 2010; Gillmore, Hawkins, 2013). Â íàñ-
òîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî 36 áåëêîâ ÷åëîâåêà, êîòîðûå
îáíàðóæåíû â êà÷åñòâå ãëàâíûõ êîìïîíåíòîâ â ñîñòàâå
àìèëîèäîâ (Sipe et al., 2016). Îòëîæåíèå àìèëîèäà ïåð-
âîíà÷àëüíî íå ñîïðîâîæäàåòñÿ êàêèìè-ëèáî ñïåöèôè÷-
íûìè ïðîÿâëåíèÿìè, ïîýòîìó äèàãíîñòèêà àìèëîèäîçà
ïîëíîñòüþ çàâèñèò îò ãèñòîëîãè÷åñêîé èäåíòèôèêàöèè
àìèëîèäà â òêàíÿõ. ×òîáû îòëè÷èòü àìèëîèä îò äðó-
ãèõ îòëîæåíèé, ÷àùå âñåãî ïðèìåíÿþò ãèñòîõèìè÷å-
ñêèå ìåòîäû, ñðåäè êîòîðûõ íàèáîëåå øèðîêî èñïîëü-
çóåìûì ÿâëÿåòñÿ îêðàøèâàíèå êîíãî êðàñíûì (Êîðæåâ-
ñêèé, Ãèëÿðîâ, 2010; Ðûáàêîâà è äð., 2013; Raghunathan
et al., 2017). Äàííûé êðàñèòåëü ñïîñîáåí ðåãóëÿðíî âñòðà-

èâàòüñÿ ìåæäó àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè, ÷òî ïðèäàåò
êðàñíîå îêðàøèâàíèå àìèëîèäó ïðè ñâåòîâîé ìèêðî-
ñêîïèè è çåëåíûé öâåò ïðè ìèêðîñêîïèè â ïîëÿðèçî-
âàííîì ñâåòå (Bennhold, 1922; Sipe et al., 2016). Èìåííî
îêðàñêà êîíãî êðàñíûì ÿâëÿåòñÿ íà ñåãîäíÿøíèé äåíü
ñòàíäàðòîì äèàãíîñòèêè àìèëîèäîçà (Êîðæåâñêèé, Ñó-
õîðóêîâà, 2013; Real de As*ua et al., 2014; Sipe et al., 2016).
Îäíàêî íåñìîòðÿ íà ïîâñåìåñòíîå ïðèìåíåíèå, äàí-
íûé ìåòîä èäåíòèôèêàöèè àìèëîèäíûõ îòëîæåíèé èìååò
ðÿä íåäîñòàòêîâ, ñðåäè êîòîðûõ ìîæíî îòìåòèòü ïðè-
ñóòñòâèå ôîíîâîãî îêðàøèâàíèÿ íåàìèëîèäíîãî êîìïî-
íåíòà òêàíè, íåïîñòîÿíñòâî çåëåíîãî îòòåíêà àìèëî-
èäíûõ ñêîïëåíèé â ïîëÿðèçîâàííîì ñâåòå, à òàêæå ïðè-
ñóòñòâèå ôîíîâîé ôëóîðåñöåíöèè (ïðè èñïîëüçîâàíèè
ìåòîäîâ ôëóîðåñöåíòíîé èëè êîíôîêàëüíîé ìèêðî-
ñêîïèè).
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Íàëè÷èå äàííûõ íåäîñòàòêîâ îáóñëîâëèâàåò òîò
ôàêò, ÷òî îêðàøèâàíèå àìèëîèäà òðåáóåò íàëè÷èÿ áîëü-
øîãî îïûòà ïðîâåäåíèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ ãèñòîõèìè÷å-
ñêèõ èññëåäîâàíèé, ïðè îòñóòñòâèè êîòîðîãî âîçðàñòàåò
ðèñê ïîëó÷åíèÿ ëîæíîïîëîæèòåëüíûõ èëè ëîæíîîòðèöà-
òåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ. Â ñëó÷àå êëèíè÷åñêîé äèàãíîñòèêè
àìèëîèäîçîâ âîçíèêàþùèå òðóäíîñòè îò÷àñòè óäàåòñÿ
ðåøèòü áëàãîäàðÿ ïðèìåíåíèþ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèõ
ìåòîäîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê îñíîâíûì òèïàì
àìèëîèäîãåííûõ áåëêîâ (Kebbel, Rocken, 2006). Îäíàêî
âñëåäñòâèå âèäîñïåöèôè÷íîñòè äàííûõ àíòèòåë èõ ïðè-
ìåíåíèå íåâîçìîæíî ïðè ïðîâåäåíèè èññëåäîâàíèé íà
ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ, â ÷àñòíîñòè íà ìûøàõ, êîòîðûå
íà ïðîòÿæåíèè ìíîãèõ ëåò èñïîëüçóþòñÿ äëÿ ñîçäàíèÿ
áèîëîãè÷åñêèõ ìîäåëåé çàáîëåâàíèé, ñâÿçàííûõ ñ íàêîï-
ëåíèåì àìèëîèäà (Solomon et al., 1999; Buxbaum, 2009).
Â ñâÿçè ñ ýòèì àêòóàëüíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ ñîçäàíèå íî-
âûõ ïðîñòûõ è ÷óâñòâèòåëüíûõ ìåòîäîâ ñåëåêòèâíîé
îêðàñêè àìèëîèäà.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ñòàëà ðàçðàáîòêà íîâîãî ñïîñî-
áà âûÿâëåíèÿ àìèëîèäíûõ îòëîæåíèé, îáíàðóæèâàåìûõ
ó ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ, ïðè ïîìîùè àíàëîãà êîíãî
êðàñíîãî, ñèíòåçèðîâàííîãî íà îñíîâå ôëóîðåíà. Ðàíåå
ìû ïîêàçàëè, ÷òî ó ìûøåé ëèíèè mdx, èñïîëüçóåìûõ â
êà÷åñòâå ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëè ìûøå÷íîé äèñòðî-
ôèè Äþøåííà, ïðè ñòàðåíèè íàáëþäàåòñÿ íàêîïëåíèå
àìèëîèäà âî âíóòðåííèõ îðãàíàõ (ïðåèìóùåñòâåííî â
ñåðäöå è ïî÷êàõ) (Ãóñåëüíèêîâà è äð., 2016). Â ñâÿçè
ñ ýòèì èñïîëüçîâàíèå ìûøåé mdx ïðåäñòàâëÿåòñÿ óäîá-
íûì äëÿ ñðàâíèòåëüíîãî èññëåäîâàíèÿ îñîáåííîñòåé
èäåíòèôèêàöèè àìèëîèäà ðàçíûìè ìåòîäàìè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û é ï ð å ï à ð à ò, ïðåäñòàâëÿþùèé
ñîáîé äèíàòðèåâóþ ñîëü 2,7-(1-àìèíî-4-ñóëüôî-2-íàô-
òèëàçî)ôëóîðåíà (ÄÑÍÀÔ), ïîëó÷èëè â ðåçóëüòàòå ñèí-
òåçà è î÷èñòêè öåëåâîãî ñîåäèíåíèÿ â ëàáîðàòîðíûõ
óñëîâèÿõ ñ ïîñëåäóþùèì àíàëèçîì ñèíòåçèðîâàííîãî
âåùåñòâà ñ ïðèìåíåíèåì ìåòîäà ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè.
Ïðåäâàðèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî â ïðèñóò-
ñòâèè ôèáðèëë àìèëîèäîãåííûõ áåëêîâ íàáëþäàåòñÿ ñó-
ùåñòâåííîå âîçðàñòàíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
êðàñèòåëÿ (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû).

Ì à ò å ð è à ë î ì ä ë ÿ ã è ñ ò î õ è ì è ÷ å ñ ê î ã î è ñ -
ñ ë å ä î â à í è ÿ ñëóæèëè îáðàçöû ìèîêàðäà ìûøåé mdx
îáîåãî ïîëà â âîçðàñòå îò 1 äî 1.5 ãîäà (n = 8). Ñ æèâîò-
íûìè îáðàùàëèñü â ñîîòâåòñòâèè ñ «Ðóêîâîäñòâîì ïî ðà-
áîòå ñ ëàáîðàòîðíûìè æèâîòíûìè» Íàöèîíàëüíîãî èí-
ñòèòóòà çäîðîâüÿ ÑØÀ. Ñðàçó ïîñëå öåðâèêàëüíîé äèñ-
ëîêàöèè îáðàçöû ìèîêàðäà ëåâîãî è ïðàâîãî æåëóäî÷êîâ
è ïðåäñåðäèé ìûøåé ôèêñèðîâàëè â öèíê-ýòàíîë-ôîðìà-
ëüäåãèäå (Korzhevskii et al., 2015) èëè 10%-íîì çàáóôå-
ðåííîì ôîðìàëèíå. Ïîñëå ñòàíäàðòíîé ãèñòîëîãè÷åñêîé
ïðîâîäêè ìàòåðèàë çàëèâàëè â ïàðàôèíîâûå áëîêè ïî îá-
ùåïðèíÿòîé ìåòîäèêå è äåëàëè ñðåçû òîëùèíîé 5 ìêì.
×àñòü ñðåçîâ îêðàøèâàëè 0.5%-íûì âîäíûì ðàñòâî-
ðîì êîíãî êðàñíîãî (Sigma-Aldrich, ÑØÀ) ïî ìåòîäèêå,
èñïîëüçîâàííîé ðàíåå (Ãóñåëüíèêîâà è äð., 2016), äðóãèå
ñðåçû (òåõ æå ñëó÷àåâ) îêðàøèâàëè âîäíûì ðàñòâîðîì
ÄÑÍÀÔ.

Èäåíòèôèêàöèþ àìèëîèäíûõ îòëîæåíèé ïî ðåçóëü-
òàòàì ãèñòîõèìè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ìèêðîñêîïèè ïðîõîäÿùåãî ñâåòà, ôëóîðåñ-

öåíòíîé ìèêðîñêîïèè è ìèêðîñêîïèè â ïîëÿðèçîâàííîì
ñâåòå. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèé â êîíôîêàëüíîì ìèê-
ðîñêîïå èñïîëüçîâàëè îäèíî÷íûé îïòè÷åñêèé ñðåç, äëÿ
âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè — ëàçåð 561 íì, äëÿ âîç-
áóæäåíèÿ àâòîôëóîðåñöåíöèè ìûøå÷íîé òêàíè — äèîä-
íûé ëàçåð 405 íì.

Ðåçóëüòàòû

Ïðåäâàðèòåëüíîå èçó÷åíèå ñâîéñòâ ÄÑÍÀÔ ïîêàçà-
ëî, ÷òî â âîäíîì ðàñòâîðå ýòî ñîåäèíåíèå ïðîÿâëÿåò
ñâîéñòâà ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ. Ïðè ýòîì ïðè âçàè-
ìîäåéñòâèè êðàñèòåëÿ ñ ôèáðèëëàìè ìîäåëüíûõ àìèëîè-
äîãåííûõ áåëêîâ in vitro íàáëþäàëè óñèëåíèå ôëóîðåñ-
öåíöèè êðàñèòåëÿ (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû). Ýòè äàííûå
ïîñëóæèëè îñíîâàíèåì äëÿ ïðåäïîëîæåíèÿ î âîçìîæíî-
ñòè ýôôåêòèâíîãî èñïîëüçîâàíèÿ äàííîãî âåùåñòâà â êà-
÷åñòâå ôëóîðåñöåíòíîé ïðîáû íà àìèëîèä. Â õîäå îòðà-
áîòêè ìåòîäèêè îêðàøèâàíèÿ ïîëó÷èëè îïòèìàëüíûé
ïðîòîêîë îêðàñêè àìèëîèäà ðàñòâîðîì ÄÑÍÀÔ. Ïîñëå
äåïàðàôèíèçàöèè è ðåãèäðàòàöèè ñðåçîâ îáû÷íûì ñïîñî-
áîì ñðåçû ïðîìûâàëè â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå â òå÷åíèå
5 ìèí, ïîñëå ÷åãî íà íèõ íàíîñèëè íåîáõîäèìîå êî-
ëè÷åñòâî ðàñòâîðà ãåìàòîêñèëèíà (íàïðèìåð, êâàñöîâîãî
ãåìàòîêñèëèíà Äæèëëà) (Êîðæåâñêèé, 2007) è èíêóáèðî-
âàëè 1 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå óäàëåíèÿ
ðàñòâîðà ãåìàòîêñèëèíà ñî ñðåçîâ ñòåêëà èíêóáèðîâàëè â
ùåëî÷íîé âîäå (70 ìêë 10%-íîãî âîäíîãî ðàñòâîðà àììè-
àêà íà 100 ìë äèñòèëëèðîâàííîé âîäû) â òå÷åíèå 1 ìèí è
ïðîìûâàëè â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå. Íà ñðåçû íàíîñèëè
0.035—0.2%-íûé âîäíûé ðàñòâîð ÄÑÍÀÔ, ïåðåìåùàëè
ïðåïàðàòû âî âëàæíóþ êàìåðó è èíêóáèðîâàëè ïðè 27 °Ñ
â òå÷åíèå 5 ìèí. Çàòåì êðàñèòåëü óäàëÿëè è ïðîìûâàëè
ïðåïàðàòû â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå â òå÷åíèå 10 ìèí.
Îêðàøåííûå ïðåïàðàòû ïîìåùàëè â âîäîðàñòâîðèìóþ
çàêëþ÷àþùóþ ñðåäó Fluorescent Mounting Medium (Dako,
ÑØÀ) ïîä ïîêðîâíîå ñòåêëî.

Àíàëèç ïðåïàðàòîâ ìèîêàðäà ìûøåé ëèíèè mdx,
îêðàøåííûõ êîíãî êðàñíûì è åãî àíàëîãîì, ïðîâîäèëè ñ
ïðèìåíåíèåì ìåòîäîâ ñâåòîâîé (ñì. ðèñóíîê, à, á) è ôëóî-
ðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè (ñì. ðèñóíîê, â). Â ðåçóëüòàòå
àíàëèçà ðàçëè÷èé â õàðàêòåðå ðàñïðåäåëåíèÿ àìèëîèäíûõ
ñêîïëåíèé ïðè îêðàñêå ñðåçîâ ÄÑÍÀÔ â ñðàâíåíèè ñ
îêðàøèâàíèåì êîíãî êðàñíûì íå îáíàðóæèëè. Âî âñåõ
èññëåäîâàííûõ ñëó÷àÿõ îáøèðíûå ñêîïëåíèÿ àìèëîèäà
îáíàðóæåíû â ìèîêàðäå ëåâîãî æåëóäî÷êà ñåðäöà ìû-
øåé mdx (ñì. ðèñóíîê). Â ìèîêàðäå ïðàâîãî æåëóäî÷êà è
ïðåäñåðäèé àìèëîèä òàêæå ïðèñóòñòâîâàë, íî â çíà÷è-
òåëüíî ìåíüøåì êîëè÷åñòâå. Ñêîïëåíèÿ àìèëîèäà âûÿâ-
ëåíû â ìåæìûøå÷íûõ ïðîñëîéêàõ ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè
è ïåðèâàñêóëÿðíî (ïðåèìóùåñòâåííî â ñóáýíäîêàðäèàëü-
íîé îáëàñòè) (ñì. ðèñóíîê). Àìèëîèä ïðèñóòñòâîâàë è íå-
ïîñðåäñòâåííî â òîëùå ìèîêàðäà ëåâîãî æåëóäî÷êà. Ñâå-
äåíèÿ î ëîêàëèçàöèè îòëîæåíèé àìèëîèäà â ñåðäöå ìû-
øåé ëèíèè mdx ïîëíîñòüþ ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè,
ïîëó÷åííûìè ðàíåå ñ ïðèìåíåíèåì êëàññè÷åñêîãî ìåòîäà
îêðàñêè êîíãî êðàñíûì (Ãóñåëüíèêîâà è äð., 2016à).

Ñîïîñòàâëåíèå ðåçóëüòàòîâ îêðàñêè ïðåïàðàòîâ êîí-
ãî êðàñíûì ñ ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åííûìè ïðè èñïîëüçî-
âàíèè ðàçðàáîòàííîãî àíàëîãà, ïîçâîëèëî îòìåòèòü ðÿä
ðàçëè÷èé. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè â
ñëó÷àå ïðèìåíåíèÿ ÄÑÍÀÔ ñêîïëåíèÿ àìèëîèäà õàðàê-
òåðèçîâàëèñü áîëåå íàñûùåííûì êðàñíîâàòî-ðîçîâûì
îêðàøèâàíèåì (ñì. ðèñóíîê, á), â òî âðåìÿ êàê ïðè èñ-
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ïîëüçîâàíèè êîíãî êðàñíîãî àìèëîèä èìåë îðàíæåâî-ðî-
çîâûé öâåò (ñì. ðèñóíîê, à). Ïðè ýòîì ýêâèâàëåíòíîå ïî
èíòåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèå äîñòèãàëîñü ïðè èñïîëüçî-
âàíèè íîâîãî êðàñèòåëÿ â êîíöåíòðàöèè 0.2 %. Ìûøå÷-
íàÿ òêàíü ñåðäöà, â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ êëàññè÷åñêîé
îêðàñêè èìåþùàÿ ãîëóáîâàòî-ñåðûé öâåò (ñì. ðèñóíîê,
à), ïðè èñïîëüçîâàíèè íîâîãî êðàñèòåëÿ õàðàêòåðèçîâà-
ëàñü áîëåå òåìíûì ñèíèì îòòåíêîì, ÷òî, âåðîÿòíî, ñâÿçà-
íî ñ ïîëíûì îòñóòñòâèåì ôîíîâîé îêðàñêè. Ýòîò ýôôåêò
âèçóàëüíî óâåëè÷èâàë êîíòðàñòíîñòü àìèëîèäà (ñì. ðèñó-
íîê, á), ÷òî ìîæåò èìåòü çíà÷åíèå ïðè âûÿâëåíèè åãî íå-
çíà÷èòåëüíûõ àãðåãàòîâ â òêàíÿõ.

Ïðè èñïîëüçîâàíèè ìåòîäà êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêî-
ïèè îòìå÷åíî, ÷òî ïðèìåíåíèå ÄÑÍÀÔ ïîçâîëÿåò ïîëó-

÷èòü î÷åíü âûñîêóþ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè àìè-
ëîèäà â êðàñíîì äèàïàçîíå ñïåêòðà (600—650 íì) (ñì.
ðèñóíîê, â). Ïðè ýòîì íåñîìíåííûìè ïðåèìóùåñòâàìè
äàííîãî êðàñèòåëÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êëàññè÷åñêîé îêðàñ-
êîé êîíãî êðàñíûì ÿâëÿþòñÿ åãî âûñîêàÿ ñåëåêòèâíîñòü
è ïîëíîå îòñóòñòâèå ôîíîâîé ôëóîðåñöåíöèè. Êîíòðàñò-
íîñòü ôëóîðåñöåíòíîé âèçóàëèçàöèè àìèëîèäà ìîæíî ïî-
âûñèòü, âîçáóæäàÿ àâòîôëóîðåñöåíöèþ ìûøå÷íîé òêàíè
ëàçåðîì ñ äëèíîé âîëíû 405 íì. Â ýòîì ñëó÷àå êðàñíàÿ
ôëóîðåñöåíöèÿ àìèëîèäà âûãëÿäèò î÷åíü êîíòðàñòíî íà
ôîíå ãîëóáîé àâòîôëóîðåñöåíöèè ìûøå÷íîé òêàíè (ñì.
ðèñóíîê, â).

Â õîäå îòðàáîòêè ìåòîäèêè îêðàøèâàíèÿ àìèëîèäà
ÄÑÍÀÔ ïðîòåñòèðîâàíî íåñêîëüêî ðàñòâîðîâ êðàñèòåëÿ
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ðàñòâîðîì êîíãî êðàñíîãî (à) è 0.2%-íûì ðàñòâîðîì äèíàòðèåâîé ñîëè 2,7-(1-àìèíî-4-ñóëüôî-2-íàôòèëàçî)ôëóîðåíà (á, â).
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ðàçíîé êîíöåíòðàöèè. Ïîìèìî 0.2%-íîãî ðàñòâîðà èñ-
ïîëüçîâàëè 0.035%-íûé è 0.01%-íûé ðàñòâîðû ÄÑÍÀÔ.
Ïðèìåíåíèå ÄÑÍÀÔ â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ ïîêàçà-
ëî, ÷òî îïòèìàëüíîãî óðîâíÿ ôëóîðåñöåíöèè ìîæíî äî-
ñòè÷ü ïðè èñïîëüçîâàíèè 0.035%-íîãî ðàñòâîðà êðàñè-
òåëÿ. Ïðè ýòîì ïðèìåíåíèå áîëåå êîíöåíòðèðîâàííîãî
0.2%-íîãî ðàñòâîðà ñïîñîáíî óñèëèòü ôëóîðåñöåíöèþ
àìèëîèäà áåç óñèëåíèÿ ôîíîâîé ôëóîðåñöåíöèè. Îäíà-
êî ïðè èñïîëüçîâàíèè ìèêðîñêîïèè â ïðîõîäÿùåì ñâåòå
â ñëó÷àå ïðèìåíåíèÿ 0.035%-íîãî ðàñòâîðà èíòåíñèâ-
íîñòü îêðàñêè àìèëîèäà áûëà ñóùåñòâåííî íèæå ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åííûìè ïðè èñïîëüçîâà-
íèè 0.2%-íîãî ðàñòâîðà ÄÑÍÀÔ èëè 0.5%-íîãî ðàñòâîðà
êîíãî êðàñíîãî. Îêðàñêà àìèëîèäà, ïîëó÷åííàÿ ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè 0.01%-íîãî ðàñòâîðà ÄÑÍÀÔ, íå âèçóàëè-
çèðîâàëàñü ïðè íàáëþäåíèè ïðåïàðàòîâ â ïðîõîäÿ-
ùåì ñâåòå è õàðàêòåðèçîâàëàñü ñëàáîé èíòåíñèâíîñòüþ
ïðè èñïîëüçîâàíèè êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè. Â ñâÿ-
çè ñ ýòèì àâòîðû ðåêîìåíäóþò èñïîëüçîâàòü 0.035—
0.2%-íûé ðàñòâîð ÄÑÍÀÔ ïðè ïðîâåäåíèè ôëóîðåñöåíò-
íîé ìèêðîñêîïèè.

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî íåñêîëüêî ñïîñîáîâ ãèñ-
òîõèìè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ àìèëîèäà. Çîëîòûì ñòàíäàð-
òîì åãî èäåíòèôèêàöèè ïðèíÿòî ñ÷èòàòü îêðàøèâàíèå
êîíãî êðàñíûì (Êîðæåâñêèé, Ñóõîðóêîâà, 2013; Real de
As*ua et al., 2014; Sipe et al., 2016), ñðåäè íåäîñòàòêîâ êî-
òîðîãî ñëåäóåò îòìåòèòü ïðèñóòñòâèå ôîíîâîãî îêðàøè-
âàíèÿ, çàòðóäíÿþùåãî àíàëèç ïðåïàðàòîâ â ïðîõîäÿùåì
ñâåòå, à òàêæå íàëè÷èå ôîíîâîé ôëóîðåñöåíöèè, ïðîÿâëÿ-
þùåéñÿ ïðè àíàëèçå ïðåïàðàòîâ ìåòîäàìè ôëóîðåñöåíò-
íîé è êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè. Ñíèçèòü ôîíîâîå
îêðàøèâàíèå, óâåëè÷èòü èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
àìèëîèäà è îïòèìèçèðîâàòü ñîîòíîøåíèå ñèãíàë/ôîí ïî-
çâîëÿåò ìîäèôèêàöèÿ êëàññè÷åñêîé ìåòîäèêè îêðàøèâà-
íèÿ êîíãî êðàñíûì, êîòîðàÿ òðåáóåò ââåäåíèÿ â ïðîòîêîë
îêðàñêè äîïîëíèòåëüíîãî ýòàïà íàãðåâàíèÿ ñðåçîâ â óê-
ñóñíîé êèñëîòå (Ãóñåëüíèêîâà è äð., 2016á). Èçâåñòåí
òàêæå ñïîñîá îêðàñêè àìèëîèäà òèîôëàâèíàìè (Biancala-
naa, Koidec, 2010). Ïðè ýòîì îòìå÷åíî, ÷òî îêðàñêà òèî-
ôëàâèíîì Ò, ïðè êîòîðîé îïðåäåëÿþò ñâåòëî-çåëåíóþ
ôëóîðåñöåíöèþ, áîëåå ÷óâñòâèòåëüíà, íî ìåíåå ñïåöè-
ôè÷íà ïî ñðàâíåíèþ ñ îêðàñêîé êîíãî êðàñíûì. Ñõîäíûå
äàííûå ïîëó÷åíû ïðè èñïîëüçîâàíèè äëÿ èäåíòèôèêàöèè
àìèëîèäà îëèãîòèîôåíîâ (Sjolander et al., 2015) — íà
ôîíå âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè äàííîãî ìåòîäà (98 %)
òàêæå îòìå÷àåòñÿ åãî îòíîñèòåëüíî íèçêàÿ ïî ñðàâíåíèþ
ñ îêðàñêîé êîíãî êðàñíûì ñïåöèôè÷íîñòü (41 %). Â ñâÿçè
ñ ýòèì äëÿ áîëåå òî÷íîé äèàãíîñòèêè àìèëîèäîçà ðåêî-
ìåíäóþò ïðèìåíÿòü ñî÷åòàíèå ìåòîäîâ (êîíãî êðàñ-
íûé/òèîôëàâèíû èëè êîíãî êðàñíûé/îëèãîòåîôåíû), ÷òî
ñóùåñòâåííî óñëîæíÿåò ïðîöåäóðó èäåíòèôèêàöèè àìè-
ëîèäà è óâåëè÷èâàåò âðåìÿ åå ïðîâåäåíèÿ.

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè íàìè ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ
îêðàñêè àìèëîèäà ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî ïðîèçâîäíîå
ôëóîðåíà ÄÑÍÀÔ, êîòîðîå ðàíåå íèêîãäà íå ïðèìåíÿ-
ëîñü äëÿ îêðàøèâàíèÿ àìèëîèäà íà ãèñòîëîãè÷åñêèõ ñðå-
çàõ. Ïî ÷óâñòâèòåëüíîñòè è ñïåöèôè÷íîñòè âûÿâëåíèÿ
àìèëîèäà ðàçðàáîòàííûé ìåòîä ñîïîñòàâèì ñ îêðàñêîé
êîíãî êðàñíûì. Ïðè ýòîì íåñîìíåííûìè ïðåèìóùåñòâà-
ìè èñïîëüçîâàíèÿ ÄÑÍÀÔ äëÿ èäåíòèôèêàöèè àìèëîèäà
ÿâëÿþòñÿ âûñîêàÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè àìèëî-

èäíûõ ñêîïëåíèé ïðè ïîëíîì îòñóòñòâèè ôîíîâîé ôëóî-
ðåñöåíöèè, à òàêæå óñòîé÷èâîñòü ïîëó÷àåìîé îêðàñêè
àìèëîèäà.

Ïðåäëîæåííûé ñïîñîá îêðàøèâàíèÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ
õîðîøåé âîñïðîèçâîäèìîñòüþ è ïðîñòîòîé, ÷òî íå ïðåä-
ïîëàãàåò íåïðåðûâíîãî êîíòðîëÿ äèôôåðåíöèðîâêè îêðà-
øèâàíèÿ ïîä ìèêðîñêîïîì. Âñå ýòî äåëàåò ðàçðàáîòàí-
íûé ñïîñîá îêðàñêè àìèëîèäà î÷åíü óäîáíûì äëÿ âûÿâ-
ëåíèÿ àìèëîèäíûõ ñêîïëåíèé íà ãèñòîëîãè÷åñêèõ ñðåçàõ
òêàíåé ó ìûøåé. Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ, â ÷àñòíî-
ñòè îöåíêà ýôôåêòèâíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ äàííîãî êðàñè-
òåëÿ äëÿ âûÿâëåíèÿ àìèëîèäà â ðàçëè÷íûõ òêàíÿõ ÷åëîâå-
êà, ïîçâîëÿò ñóäèòü î âîçìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ ðàçðàáî-
òàííîãî ìåòîäà îêðàñêè äëÿ äèàãíîñòèêè àìèëîèäîçà â
ïðàêòèêå êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé.
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FLUORENE DERIVATIVE DISODIUM SALT AS A NEW FLUORESCENT DYE

FOR IDENTIFICATION OF AMYLOID DEPOSITS IN THE MYOCARDIUM OF mdx MICE

V. V. Gusel’nikova,1, * O. I. Antimonova,1, 2 E. A. Fedorova,1 M. M. Shavloskii,1, 3—5 A. N. Krutikov,2

E. V. Mikhailova,4 E. V. Kaminskaya,4 A. Ya. Gudkova,2, 3 D. E. Korzhevskii,1, 3 V. M. Mikhailov4

1 Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, 197376,
2 V. A. Almazov North-Western Federal Medical Research Center, Ministry of Public Health of the Russian Federation,

St. Petersburg, 197341,
3 St. Petersburg I. P. Pavlov State Medical University, Ministry of Public Health of the Russian Federation,

St. Petersburg, 197022,
4 Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064, and

5 North-Western State Medical University named after I. I. Mechnikov under the Ministry of Public Health

of the Russian Federation, St. Petersburg, 195067;

* e-mail: Guselnicova.Valeriia@yandex.ru

The aim of this study was to develop a new method for the detection of amyloid deposits found in laborato-
ry animals using the analogue of Congo red, synthesized on the basis of diaminofluorene. The analogue is the
disodium salt of 2,7-(1-amino-4-sulfo-2-naphthylazo)fluorene (DSNAF). Myocardial samples from mdx mice
of both genders aged 1 to 1.5 years (n = 8) were used as the material for this study. As the main result of presen-
ted study, the optimal protocol for amyloid staining with DSNAF was developed. It has been shown that the
sensitivity and specificity of amyloid detection by developed method is comparable with the Congo red stai-
ning. The undoubted advantages of DSNAF using are the stability of the resulting staining, high fluorescence
intensity of amyloid deposits and complete absence of background fluorescence that greatly simplifies the pro-
cedure of quantitative evaluation of obtained results. The method of amyloid staining with DSNAF is charac-
terized by simplicity and good reproducibility. Further research will allow to access to the future application of
this method for diagnosis of amyloidosis in the practice of clinical research.

K e y w o r d s: amyloid, Congo red, 7-(1-amino-4-sulfo-2-naphthylazo)fluorene, mdx mice, myocardium,
confocal laser microscopy.
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