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Ôîòîôèçè÷åñêèå ñâîéñòâà íîâîãî àíàëîãà òèîôëàâèíà Ò...

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàíû ôîòîôèçè÷åñêèå ñâîéñòâà íîâîãî àíàëîãà ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà
òèîôëàâèíà Ò (ThT), òðàíñ-2-[4-(äèìåòèëàìèíî)ñòèðèë]-3-ýòèë-1,3-áåíçîòèàçîëèÿ ïåðõëîðàòà (DMA-
SEBT), â ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè â âîäíûõ ðàñòâîðàõ è ïðè ñâÿçûâàíèè ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè. Ïî-
ëó÷åíî ïîäòâåðæäåíèå ñòàáèëüíîñòè êðàñèòåëÿ â øèðîêîì äèàïàçîíå pH ðàñòâîðà, â òîì ÷èñëå â óñ-
ëîâèÿõ ïîëó÷åíèÿ èññëåäóåìûõ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèàëüíî ðàçðàáîòàííîãî
ïîäõîäà, îñíîâàííîãî íà ñïåêòðîñêîïè÷åñêîì èññëåäîâàíèè îáðàçöîâ, ïîäãîòîâëåííûõ ìåòîäîì ðàâíî-
âåñíîãî ìèêðîäèàëèçà, ïîêàçàíî, ÷òî âñòðàèâàíèå DMASEBT â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû íà îñíîâå èíñó-
ëèíà ïðèâîäèò ê äëèííîâîëíîâîìó ñäâèãó ñïåêòðà åãî ïîãëîùåíèÿ, à òàêæå ê çíà÷èòåëüíîìó âîçðàñòà-
íèþ êâàíòîâîãî âûõîäà è âðåìåíè çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ. Êðîìå òîãî, ïîêàçàíî, ÷òî êîí-
ñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ ThT è DMASEBT ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè íà îñíîâå èíñóëèíà èìåþò îäèí è òîò
æå ïîðÿäîê. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ñäåëàíî çàêëþ÷åíèå: DMASEBT îáëàäàåò ñâîéñòâà-
ìè ìîëåêóëÿðíîãî ðîòîðà (÷òî ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ìîìåíòîì äëÿ ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà), èìååò ñõîä-
íûé ñ ThT ìåõàíèçì âçàèìîäåéñòâèÿ ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè è óëó÷øåííûå ïî ñðàâíåíèþ ñ ThT
ñïåêòðàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè, ñäâèíóòûå â îáëàñòü «îêíà ïðîçðà÷íîñòè» áèîëîãè÷åñêèõ òêàíåé; DMA-
SEBT ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì äèàãíîñòè÷åñêèì àãåíòîì äëÿ èçó÷åíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àìèëîèäíûå ôèáðèëëû, ôëóîðåñöåíòíûå çîíäû, òèîôëàâèí Ò (ThT),
òðàíñ-2-[4-(äèìåòèëàìèíî)ñòèðèë]-3-ýòèë-1,3-áåíçîòèàçîëèÿ ïåðõëîðàò (DMASEBT), ôîòîôèçè÷åñêèå
ñâîéñòâà, ïàðàìåòðû ñâÿçûâàíèÿ

Äëÿ èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðû è ìåõàíèçìîâ îáðàçîâàíèÿ
àìèëîèäíûõ ôèáðèëë, íàêîïëåíèå êîòîðûõ ñîïóòñòâóåò
øèðîêîìó ñïåêòðó ñåðüåçíûõ çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà, òà-
êèõ êàê áîëåçíè Ïàðêèíñîíà è Àëüöãåéìåðà, ãåìîäèàëèç-
íûé àìèëîèäîç è äð., ýôôåêòèâíî ïðèìåíÿþò ôëóîðåñ-
öåíòíûå çîíäû, èç êîòîðûõ íàèáîëåå èçâåñòíûì ÿâëÿåòñÿ
áåíçòèàçîëüíûé êðàñèòåëü òèîôëàâèí Ò (ThT) (Naiki
et al., 1989; LeVine, 1993, 1999). Ýòî îáóñëîâëåíî ñïîñîá-
íîñòüþ ThT ôîðìèðîâàòü èíòåíñèâíî ôëóîðåñöèðóþùèå
êîìïëåêñû ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ ôèáðèëëàìè. Ïðè ýòîì,
ñîãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàííûì, çà èñêëþ÷åíèåì àöåòèë-
õîëèíýñòåðàçû (De Ferrari et al., 2001) è ñûâîðîòî÷íûõ
àëüáóìèíîâ (Rovnyagina et al., 2018), ThT íå ñâÿçûâàåòñÿ
ñ áåëêàìè â íàòèâíîì, ðàçâåðíóòîì è ÷àñòè÷íîñâåðíóòûõ
ñîñòîÿíèÿõ, ñ îëèãîìåðàìè è àìîðôíûìè àãðåãàòàìè áåë-
êîâ, ò. å. âçàèìîäåéñòâèå êðàñèòåëÿ ñ ôèáðèëëàìè î÷åíü
ñïåöèôè÷íî.

Îäíàêî íåñìîòðÿ íà î÷åâèäíûå ïðåèìóùåñòâà èñ-
ïîëüçîâàíèÿ ThT äëÿ èññëåäîâàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë
in vitro, ñïåêòðàëüíûå ñâîéñòâà ýòîãî êðàñèòåëÿ îãðà-
íè÷èâàþò âîçìîæíîñòü åãî ïðèìåíåíèÿ äëÿ ïðîâåäåíèÿ
íåïîñðåäñòâåííîé äèàãíîñòèêè àìèëîèäíûõ áëÿøåê â

æèâûõ êëåòêàõ è òêàíÿõ. Ýòî îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî ñïåêò-
ðû ïîãëîùåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè ThT ðàñïîëîæåíû â ôèî-
ëåòîâîé è ñèíåé îáëàñòÿõ ñïåêòðà (ñì., íàïðèìåð: Sulat-
skaya et al., 2017), ñîîòâåòñòâóþùèõ àâòîôëóîðåñöåíöèè
êëåòîê. Â ñâÿçè ñ ýòèì â íàñòîÿùåå âðåìÿ àêòóàëüíû-
ìè ÿâëÿþòñÿ ñèíòåç è èññëåäîâàíèå ïðîèçâîäíûõ ThT,
èìåþùèõ ñïåêòðàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè, ñìåùåííûå â
îáëàñòü «îêíà ïðîçðà÷íîñòè» áèîëîãè÷åñêèõ òêàíåé. Îä-
íèì èç òàêèõ êðàñèòåëåé ÿâëÿåòñÿ íîâûé ôëóîðåñöåíò-
íûé çîíä òðàíñ-2-[4-(äèìåòèëàìèíî)ñòèðèë]-3-ýòèë-1,3-
áåíçîòèàçîëèÿ ïåðõëîðàò (DMASEBT) (Lavysh et al.,
2014).

Ñòðóêòóðà DMASEBT îòëè÷àåòñÿ îò ñòðóêòóðû ThT
íàëè÷èåì äëèííîé öåïî÷êè ñîïðÿæåííûõ ñâÿçåé ìåæäó
áåíçòèàçîëüíûì è àìèíîáåíçîëüíûì êîëüöàìè, à òàêæå
çàìåíàìè ìåòèëüíîé ãðóïïû áåíçòèàçîëüíîãî êîëüöà íà
âîäîðîä è ìåòèëüíîé ãðóïïû ïðè àòîìå N5 ïèðîëüíîãî
êîëüöà íà ýòèëüíóþ. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íàëè÷èå
ýòèõ ìîäèôèêàöèé îáóñëîâëèâàåò ñóùåñòâåííûé ñäâèã
ñïåêòðàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê àíàëîãà îòíîñèòåëüíî õà-
ðàêòåðèñòèê ThT â äëèííîâîëíîâóþ îáëàñòü (Lavysh
et al., 2014). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè âëèÿíèå pH
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ðàñòâîðà íà ñòàáèëüíîñòü DMASEBT, åãî ïàðàìåòðû ñâÿ-
çûâàíèÿ ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè èíñóëèíà è ôîòî-
ôèçè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ñâÿçàííîãî êðàñèòåëÿ ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ðàñòâîðîâ, ïîäãîòîâëåííûõ ìåòîäîì ðàâ-
íîâåñíîãî ìèêðîäèàëèçà (Kuznetsova et al., 2012).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ì à ò å ð è à ë û. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè òèîôëàâèí Ò
(ThT) (UltraPure Grade, AnaSpec, ÑØÀ), êðàñèòåëü AT-
TO-425 (ATTO-TEC, Ãåðìàíèÿ) è èíñóëèí è êîìïîíåíòû
äëÿ ïîäãîòîâêè áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ (Sigma, ÑØÀ).
DMASEBT ñèíòåçèðîâàí è ïðåäîñòàâëåí ñîòðóäíèêàìè
Ãðîäíåíñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà èì. ßíêè
Êóïàëû (Ãðîäíî, Áåëàðóñü). Âåëè÷èíó pH áóôåðíûõ ðàñ-
òâîðîâ êîíòðîëèðîâàëè pH-ìåòðîì HI 9024 (HANNA Inst-
ruments, ÑØÀ).

Ñ ï å ê ò ð û ï î ã ë î ù å í è ÿ áûëè çàðåãèñòðèðîâàíû ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñïåêòðîôîòîìåòðà U-3900H (Hitachi,
ßïîíèÿ). Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè è âîçáóæäåíèÿ ôëóî-
ðåñöåíöèè èçìåðÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåêòðîôëóî-
ðèìåòðà Cary Eclipse (Varian, Àâñòðàëèÿ). Çàðåãèñòðèðî-
âàííûå ñïåêòðàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè áûëè ñêîððåêòè-
ðîâàíû ñ ó÷åòîì ïåðâè÷íîãî ýôôåêòà âíóòðåííåãî
ôèëüòðà ñ ïðèìåíåíèåì ìåòîäèêè, ðàçðàáîòàííîé ðàíåå
(Fonin et al., 2014). Äëÿ îöåíêè âðåìåíè æèçíè âîçáóæ-
äåííîãî ñîñòîÿíèÿ DMASEBT â ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè è
ïðè ñâÿçûâàíèè ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè èçìåðÿëè
êðèâûå çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ñïåêòðîìåòðîâ FluoTime 300 (PicoQuant GmbH,
Ãåðìàíèÿ) è FOG-100 (ÎÎÎ «ÊÄÏ», Ðîññèÿ).

À ì è ë î è ä í û å ô è á ð è ë ë û íà îñíîâå èíñóëèíà
áûëè ïîëó÷åíû ïóòåì èíêóáàöèè áåëêà â êîíöåíòðàöèè
2 ìã/ìë â 20%-íîé (ïî îáúåìó) óêñóñíîé êèñëîòå â ïðè-
ñóòñòâèè 100 ìÌ NaCl (pH 2.0) ïðè 37 °C è ïîñòîÿííîì
ïåðåìåøèâàíèè â òå÷åíèå 24 ÷.

Ð à â í î â å ñ í û é ì è ê ð î ä è à ë è ç ïðîâîäèëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ïðèñïîñîáëåíèé ôèðìû Harvard Appara-
tus/Amika (ÑØÀ), êîòîðûå ñîñòîÿò èç äâóõ êàìåð ðàâíîãî
îáúåìà (ïî 500 ìë), ðàçäåëåííûõ ìåìáðàíîé, íåïðîíèöà-
åìîé äëÿ ÷àñòèö ìàññîé áîëüøå 10 000 Äà.

Äëÿ âèçóàëèçàöèè âçàèìîäåéñòâèÿ DMASEBT ñ àìè-
ëîèäíûìè ôèáðèëëàìè èñïîëüçîâàëè êîíôîêàëüíûé ëà-
çåðíûé ñêàíèðóþùèé ìèêðîñêîï Olympus FV 3000
(Olympus, ßïîíèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ñ ò à á è ë ü í î ñ ò ü D M A S E B T â â î ä í û õ ð à ñ ò -
â î ð à õ ñ ø è ð î ê è ì ä è à ï à ç î í î ì p H. Äëÿ ðåãèñò-
ðàöèè ñïåêòðàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê DMASEBT ãîòîâèëè
áóôåðíûå ðàñòâîðû ñ ðàçëè÷íûìè çíà÷åíèÿìè pH:
KCl—HCl (1.0—2.2), ãëèöèí—HCl (2.2—3.2), ëèìîííàÿ
êèñëîòà—Na2HPO4 (2.6—7.6), Tris—HCl (7.2—9.0), ãëè-
öèí—NaOH (8.7—10.4), Na2CO3—NaHCO3 (9.5—10.5),
Na2HPO4—NaOH (11—12.5) è KCl—NaOH (12—13).
Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè è âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè
êðàñèòåëÿ áûëè ñêîððåêòèðîâàíû íà ïåðâè÷íûé ýôôåêò
âíóòðåííåãî ôèëüòðà (Fonin et al., 2014). Ïîëó÷åííûå ðå-
çóëüòàòû ïîäòâåðäèëè äëèííîâîëíîâûé ñäâèã ñïåêòðîâ
ïîãëîùåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè èññëåäóåìîãî êðàñèòåëÿ
(lïîãë = 512 íì, lôë = 590 íì) ïî ñðàâíåíèþ ñî ñïåêòðàëü-
íûìè õàðàêòåðèñòèêàìè ThT (lïîãë = 412 íì, lôë = 490 íì),

÷òî îáóñëîâëåíî óâåëè÷åííîé ñèñòåìîé p-ñîïðÿæåííûõ
ñâÿçåé DMASEBT.

Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîãëîùåíèå (A) è èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè (F) DMASEBT ÷óâñòâèòåëüíû ê âåëè÷èíå
pH ðàñòâîðà òîëüêî ïðè åå êðèòè÷åñêèõ çíà÷åíèÿõ (ìåíåå
2 è âûøå 9) (ðèñ. 1), ÷òî ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî èçìåíå-
íèåì çàðÿäà è êîíôîðìàöèè ìîëåêóëû êðàñèòåëÿ. Íóæíî
îòìåòèòü, ÷òî ñòàáèëüíîñòü â øèðîêîì äèàïàçîíå pH ðàñò-
âîðà ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ òðåáîâàíèé ê êðàñèòå-
ëÿì, ïðèìåíÿåìûì â êà÷åñòâå òåñòà íà îáðàçîâàíèå àìèëî-
èäíûõ ôèáðèëë è ïðè èññëåäîâàíèè èõ ñòðóêòóðû, ïîñêîëü-
êó äëÿ ïîëó÷åíèÿ ýòèõ áåëêîâûõ àãðåãàòîâ in vitro çà÷àñ-
òóþ èñïîëüçóþòñÿ êðèòè÷åñêèå çíà÷åíèÿ pH ðàñòâîðà.
Ïðèìåíèìîñòü DMASEBT â êà÷åñòâå èíñòðóìåíòà äëÿ
èññëåäîâàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë â òàêèõ óñëîâèÿõ
(20%-íàÿ óêñóñíàÿ êèñëîòà (ïî îáúåìó) è 100 ìÌ NaCl,
pH 2) ïðîâåðÿëè íà ïðèìåðå ôèáðèëë íà îñíîâå èíñóëèíà.

Â ç à è ì î ä å é ñ ò â è å D M A S E B T ñ à ì è ë î è ä -
í û ì è ô è á ð è ë ë à ì è. Â ïåðâóþ î÷åðåäü áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî DMASEBT íå âçàèìîäåéñòâóåò ñ èíñóëèíîì â íà-
òèâíîì ñîñòîÿíèè, è ýòî ïîäòâåðæäàåòñÿ íåèçìåííîñòüþ
åãî ôîòîôèçè÷åñêèõ ñâîéñòâ â ïðèñóòñòâèè ìîíîìåðíîãî
áåëêà (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû). Äàëåå ñ èñïîëüçîâàíèåì
ðàñòâîðîâ, ïîäãîòîâëåííûõ ìåòîäîì ðàâíîâåñíîãî ìèê-
ðîäèàëèçà (Kuznetsova, Sulatskaya, 2012), îïðåäåëÿëè
ñïåêòðàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè DMASEBT, ñâÿçàííîãî ñ
àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè èíñóëèíà (ðèñ. 2, à—â), êîí-
ñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ (Kbi) è ÷èñëî ìåñò ñâÿçûâàíèÿ (ni) êðà-
ñèòåëÿ ñ ôèáðèëëàìè â óñëîâèÿõ èõ ïîëó÷åíèÿ (pH 2) (ñì.
òàáëèöó). Âçàèìîäåéñòâèå DMASEBT ñ èññëåäóåìûìè
àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè áûëî ïîäòâåðæäåíî êîíôî-
êàëüíîé ìèêðîñêîïèåé (ðèñ. 2, ã). Ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàñ-
ñ÷èòàííûõ ïàðàìåòðîâ ñâÿçûâàíèÿ, à òàêæå îïòè÷åñêîé
ïëîòíîñòè (À) è ñêîððåêòèðîâàííîé íà ïåðâè÷íûé ýô-
ôåêò âíóòðåííåãî ôèëüòðà èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè (E) ðàñòâîðîâ, ïîäãîòîâëåííûõ ìåòîäîì ðàâíîâåñíî-
ãî ìèêðîäèàëèçà, îïðåäåëÿëè ôîòîôèçè÷åñêèå õàðàêòåðè-
ñòèêè ñâÿçàííîãî êðàñèòåëÿ — êîýôôèöèåíòû ìîëÿðíîé
ýêñòèíêöèè (åi) è êâàíòîâûå âûõîäû ôëóîðåñöåíöèè (qi)
(ñì. òàáëèöó).
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Ðèñ. 1. Ôîòîôèçè÷åñêèå ñâîéñòâà êðàñèòåëåé DMASEBT è ThT
â ðàñòâîðàõ ñ ðàçëè÷íûìè çíà÷åíèÿìè ðH, à òàêæå èõ ñòðóê-

òóðíûå ôîðìóëû.

Ïðåäñòàâëåíû çàâèñèìîñòè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (À) DMASEBT
(lïîãë = 512 íì; áåëûå òðåóãîëüíèêè) è ThT (lïîãë = 412 íì; áåëûå êðóæ-

êè) è èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (F) DMASEBT (lâîçá = 512 íì, lðåã =
= 605 íì; ÷åðíûå òðåóãîëüíèêè) è ThT (lâîçá = 412 íì, lðåã = 490 íì; ÷åð-

íûå êðóæêè) îò ðÍ ðàñòâîðà.



836 À. È. Ñóëàöêàÿ è äð.

Ïàðàìåòðû ñâÿçûâàíèÿ DMASEBT è ThT ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè èíñóëèíà
è õàðàêòåðèñòèêè ñâîáîäíûõ è ñâÿçàííûõ êðàñèòåëåé

Êðàñèòåëü Óñëîâèÿ lïîãë, íì lôë, íì �t�, íñ Ìîäà
Kbi�10–5,

M–1
ni

åi�10–4,
M–1ñì–1

qi

DMASEBT Ôèáðèëëû
èíñóëèíà

562 598 2.2 1
2

72
0.12

0.01
0.42

7.2
1.5

0.97
0.77

Ñâîáîäíûé, âîäíûé
ðàñòâîð

514 590 0.013 — — — 1.9 0.01

ThT Ôèáðèëëû
èíñóëèíà

450 488 1.8 1
2

78
0.35

0.02
0.14

7.9
2.3

0.72
0.27

Ñâîáîäíûé, âîäíûé
ðàñòâîð

412 490 0.001 — — — 3.2 10–4

Ï ð è ì å ÷ à í è å. lïîãë è lôë — ìàêñèìóìû ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè ñîîòâåòñòâåííî, �t�— âðåìÿ æèçíè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ,
i — ÷èñëî ìîä ñâÿçûâàíèÿ, Kbi — êîíñòàíòà ñâÿçûâàíèÿ ñ êàæäîé èç ìîä ñâÿçûâàíèÿ (i), ni — ÷èñëî ìåñò ñâÿçûâàíèÿ â ïåðåñ÷åòå íà ìîëåêóëó áåëêà,
åi — êîýôôèöèåíò ìîëÿðíîé ýêñòèíêöèè, qi — êâàíòîâûé âûõîä ôëóîðåñöåíöèè. Õàðàêòåðèñòèêè è ïàðàìåòðû ñâÿçûâàíèÿ ñ ôèáðèëëàìè äëÿ ThT âçÿ-
òû èç: Kuznetsova et al., 2012, 2016; Sulatskaya et al., 2017.

Ðèñ. 2. Ìåòîäèêà îïðåäåëåíèÿ ïàðàìåòðîâ ñâÿçûâàíèÿ DMASEBT c àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè íà îñíîâå èíñóëèíà è ñïåêòðàëü-
íûõ õàðàêòåðèñòèê ñâÿçàííîãî êðàñèòåëÿ.

à — êàìåðû 1 è 2 äëÿ ïîäãîòîâêè èññëåäóåìûõ îáðàçöîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàâíîâåñíîãî ìèêðîäèàëèçà: ïðåäñòàâëåíî ñîñòîÿíèå ðàâíîâåñèÿ, êîãäà
êîíöåíòðàöèè ñâîáîäíîãî DMASEBT (Ñf ) â êàìåðàõ 1 è 2 ðàâíû, à ñóììàðíàÿ êîíöåíòðàöèÿ êðàñèòåëÿ â êàìåðå 2 ðàâíà ñóììå Ñf è êîíöåíòðàöèè ñâÿ-
çàííîãî ñ ôèáðèëëàìè êðàñèòåëÿ (Cb). á — ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ (øòðèõîâûå êðèâûå) è ôëóîðåñöåíöèè (ñïëîøíûå êðèâûå) ñâîáîäíîãî DMASEBT â
êàìåðå 1 (ñèíèå êðèâûå) è ñóììàðíûå ñïåêòðû ñâîáîäíîãî è ñâÿçàííîãî ñ ôèáðèëëàìè êðàñèòåëÿ â êàìåðå 2 (çåëåíûå êðèâûå). â — íîðìèðîâàííûå
ñïåêòðû DMASEBT ñâîáîäíîãî (ñèíèå êðèâûå) è ñâÿçàííîãî ñ ôèáðèëëàìè (êðàñíûå êðèâûå). ã — êîíôîêàëüíîå èçîáðàæåíèå àìèëîèäíûõ ôèáðèëë
èíñóëèíà, îêðàøåííûõ DMASEBT; A — ïîãëîùåíèå è F — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè DMASEBT. ä — çàâèñèìîñòü Ñêåò÷àðäà (Cp — êîíöåíòðà-
öèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë ïî áåëêó), íåëèíåéíîñòü êîòîðîé ïîêàçûâàåò ñóùåñòâîâàíèå êàê ìèíèìóì äâóõ ìîä (òèïîâ) ñâÿçûâàíèÿ DMASEBT ñ àìè-

ëîèäíûìè ôèáðèëëàìè.



Ìîæíî çàìåòèòü, ÷òî DMASEBT àíàëîãè÷íî ThT
èìååò äâå ìîäû ñâÿçûâàíèÿ ñ ôèáðèëëàìè íà îñíîâå èí-
ñóëèíà (÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ íåëèíåéíîñòüþ çàâèñèìîñòè
Ñêåò÷àðäà (ðèñ. 2, ä)) è âûñîêóþ àôôèííîñòü ê ýòèì àìè-
ëîèäíûì ôèáðèëëàì. Êðîìå òîãî, èíêîðïîðèðîâàíèå
àíàëîãà â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû ñîïðîâîæäàåòñÿ äëèí-
íîâîëíîâûì ñäâèãîì ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ êðàñèòåëÿ
(ðèñ. 2, â), à òàêæå ñóùåñòâåííûì âîçðàñòàíèåì êâàíòîâî-
ãî âûõîäà ôëóîðåñöåíöèè è âðåìåíè æèçíè âîçáóæäåí-
íîãî ñîñòîÿíèÿ êðàñèòåëÿ (ñì. òàáëèöó).

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ âçàèìîäåé-
ñòâèÿ DMASEBT ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè íà îñíîâå
èíñóëèíà ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñèíòåçèðîâàííûé
êðàñèòåëü îáëàäàåò ïðåèìóùåñòâàìè ThT (ñòàáèëü-
íîñòüþ â øèðîêîì äèàïàçîíå pH ðàñòâîðà, ñïåöèôè÷íî-
ñòüþ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ôèáðèëëàìè è èçìåíåíèåì ôîòî-
ôèçè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ íèìè).
Ïðè ýòîì îí èìååò ñïåêòðàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè, ñóùå-
ñòâåííî ñäâèíóòûå îòíîñèòåëüíî õàðàêòåðèñòèê ThT â
äëèííîâîëíîâóþ îáëàñòü (ïðèìåðíî íà 100 íì). Â ñâÿçè ñ
ýòèì ñäåëàíî çàêëþ÷åíèå î ïåðñïåêòèâíîñòè èñïîëüçîâà-
íèÿ çîíäà DMASEBT äëÿ äåòåêöèè àìèëîèäíûõ ôèá-
ðèëë. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ìîãóò áûòü âîñòðåáîâàíû
ïðè ðàçðàáîòêå ôëóîðåñöåíòíûõ çîíäîâ äëÿ äèàãíîñòèêè
âîçíèêíîâåíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë â îáëàñòè «îêíà
ïðîçðà÷íîñòè» áèîëîãè÷åñêèõ òêàíåé in vivo.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 16-04-01614) è ñòèïåíäèè Ïðåçèäåíòà ÐÔ
(ÑÏ-841.2018.4).
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PHOTOPHYSICAL PROPERTIES OF A NEW THIOFLAVIN T ANALOGUE,

FLUORESCENT DYE DMASEBT, IN WATER SOLUTIONS AND BOUND TO AMYLOID FIBRILS

A. I. Sulatskaya,1, * O.I . Povarova,1 M. I. Sulatsky,1 N. P. Rodina,1

I. M. Kuznetsova,1 K. K. Turoverov1, 2
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The photophysical properties of a new analogue of the fluorescent probe thioflavin T (ThT), trans-2-[4-(di-
methylamino)styryl]-3-ethyl-1,3-benzothiazolium perchlorate (DMASEBT), were investigated. A confirmation
of the dye stability in a wide range of the solution pH was obtained, including, under the conditions of the tested
amyloid fibrils preparation. Using a specially developed approach based on the spectroscopic study of samples
prepared by the equilibrium microdialysis, it was shown that incorporation of DMASEBT into insulin amyloid
fibrils results in a long-wave shift of its absorption spectrum, as well as a significant increase in the dye fluores-
cence quantum yield and lifetime. In addition, it was shown that the binding constants of ThT and DMASEBT
to insulin amyloid fibrils based are of the same order. Based on the obtained results, it was concluded that
DMASEBT has the properties of the molecular rotor (what is the key point for the fluorescent probe), has a si-
milar to ThT mechanism of interaction with amyloid fibrils and the improved spectral properties compared to
ThT shifted to the «transparency window» of the biological tissues. Thus, it has been shown that DMASEBT is
a perspective diagnostic agent for the study of amyloid fibrils.

K e y w o r d s: amyloid fibrils, fluorescent probes, thioflavin T (ThT), trans-2-[4-(dimethylamino)sty-
ryl]-3-ethyl-1,3-benzothiazolium perchlorate (DMASEBT), photophysical properties, binding parameters
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