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Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëè èññëåäîâàíû êðèâûå çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè áåíçòèàçîëüíîãî êðàñèòå-
ëÿ òèîôëàâèíà Ò (ThT) â âîäíî-ãëèöåðèíîâûõ ñìåñÿõ â óñëîâèÿõ ìàêðîìîëåêóëÿðíîãî êðàóäèíãà, èìè-
òèðóþùèõ êëåòî÷íóþ ñðåäó, è â àìèëîèäíûõ ôèáðèëëàõ íà îñíîâå èíñóëèíà è ôðàãìåíòà äðîææåâîãî
ïðèîííîãî áåëêà Sup35 (Sup35NM). Ïîêàçàíî, ÷òî àíèçîòðîïèÿ ôëóîðåñöåíöèè ñâîáîäíîãî êðàñèòåëÿ â
ðàñòâîðàõ ñ âûñîêîé âÿçêîñòüþ â ïðèñóòñòâèè êðàóäèíã-àãåíòîâ è âñòðîåííîãî â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû
èìååò ïðåäåëüíî âûñîêîå çíà÷åíèå è ïðàêòè÷åñêè íå îòëè÷àåòñÿ îò àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè ThT â
âîäíîì ðàñòâîðå. Ïðè ýòîì âðåìåíà çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ThT, ñâÿçàííîãî ñ ôèáðèëëàìè íà îñíîâå
èíñóëèíà è Sup35NMp, ðàçëè÷àþòñÿ ìåæäó ñîáîé è íà íåñêîëüêî ïîðÿäêîâ ïðåâûøàþò âðåìÿ æèçíè
ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ â âîäíûõ ðàñòâîðàõ. Ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ðåçóëüòàòû îáóñëîâ-
ëåíû ìîëåêóëÿðíî-ðîòîðíîé ïðèðîäîé êðàñèòåëÿ. Íà îñíîâàíèè äàííûõ ðàáîòû ñäåëàíî çàêëþ÷åíèå î
òîì, ÷òî èçìåðåíèå âðåìåíè æèçíè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ ThT (íî íå àíèçîòðîïèè åãî ôëóîðåñöåí-
öèè) ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî äëÿ èññëåäîâàíèÿ êèíåòèêè îáðàçîâàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë è èõ ïî-
ëèìîðôèçìà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ôëóîðåñöåíòíûå çîíäû, òèîôëàâèí Ò (ThT), àìèëîèäíûå ôèáðèëëû, àíèçî-
òðîïèÿ ôëóîðåñöåíöèè, âðåìÿ æèçíè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ, êðèâûå çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè, èí-
ñóëèí, Sup35NMp

Ôëóîðåñöåíöèÿ ÿâëÿåòñÿ ÷óâñòâèòåëüíûì ìåòîäîì
äëÿ èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðû, äèíàìèêè è ôóíêöèé áèîëîãè-
÷åñêèõ ìàêðîìîëåêóë. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ øèðîêî èñïî-
ëüçóþòñÿ ðàçëè÷íûå ôëóîðîôîðû, èçìåíÿþùèå ñâîè ôî-
òîôèçè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ îáú-
åêòîì èññëåäîâàíèÿ. Îäíèì èç øèðîêî è ýôôåêòèâíî
ïðèìåíÿåìûõ çîíäîâ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ äèàãíîñòèêè îá-
ðàçîâàíèÿ è èññëåäîâàíèÿ ñòðóêòóðû àìèëîèäíûõ ôèá-
ðèëë, íàêîïëåíèå êîòîðûõ â òêàíÿõ è îðãàíàõ ïðèâîäèò ê
âîçíèêíîâåíèþ ðÿäà òÿæåëûõ çàáîëåâàíèé, òàêèõ êàê áî-
ëåçíè Àëüöãåéìåðà, Ïàðêèíñîíà è äð., ÿâëÿåòñÿ áåíçòèà-
çîëüíûé êðàñèòåëü òèîôëàâèí Ò (ThT) (ñì., íàïðèìåð:
LeVine, 1993, 1999). Äëÿ äåòåêòèðîâàíèÿ àìèëîèäíûõ
ôèáðèëë óæå äîëãîå âðåìÿ èñïîëüçóåòñÿ ðåãèñòðàöèÿ
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ýòîãî êðàñèòåëÿ. Òåì
íå ìåíåå â ðÿäå íåäàâíèõ ðàáîò áûë ïðåäëîæåí íîâûé è,
ñîãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàííûì, áîëåå ÷óâñòâèòåëü-

íûé ïîäõîä ê èññëåäîâàíèþ êèíåòèêè îáðàçîâàíèÿ àìè-
ëîèäíûõ ôèáðèëë, îñíîâàííûé íà ðåãèñòðàöèè êðèâûõ
çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ThT è îïðåäåëåíèè âðåìå-
íè æèçíè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ è àíèçîòðîïèè ôëóî-
ðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ (Sabate, Saupe, 2007; Mohanty et al.,
2012). Îäíàêî äëÿ óñïåøíîãî ïðèìåíåíèÿ ïðåäëî-
æåííîãî ïîäõîäà è êîððåêòíîé èíòåðïðåòàöèè ïîëó÷àå-
ìûõ ñ åãî ïîìîùüþ ðåçóëüòàòîâ íåîáõîäèìî ïðîâåäåíèå
êîìïëåêñíîãî èññëåäîâàíèÿ, ïîçâîëÿþùåãî îïðåäåëèòü
âðåìÿ çàòóõàíèÿ è àíèçîòðîïèþ ôëóîðåñöåíöèè äëÿ íå
ñâÿçàííîé ñ ôèáðèëëàìè ìîëåêóëû ThT è ïîíÿòü ïðè÷è-
íû èçìåíåíèÿ ýòèõ õàðàêòåðèñòèê ïðè âçàèìîäåéñòâèè
êðàñèòåëÿ ñ ôèáðèëëàìè. Â ñâÿçè ñ ýòèì â íàñòîÿùåé
ðàáîòå èçó÷àëè ïðîÿâëåíèå òîðñèîííîé è ñîëüâàòíîé ðå-
ëàêñàöèè â êèíåòèêå çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ThT â ðàç-
ëè÷íûõ óñëîâèÿõ, â òîì ÷èñëå è â àìèëîèäíûõ ôèá-
ðèëëàõ.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ì à ò å ð è à ë û. Èñïîëüçîâàíû òèîôëàâèí Ò (ThT) Ult-
raPure Grade (AnaSpec, ÑØÀ), èíñóëèí, PEG-400 è êîì-
ïîíåíòû áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ (Sigma, ÑØÀ), ãëèöåðèí
(Merk, Ãåðìàíèÿ).

Â ð å ì ÿ - ð à ç ð å ø å í í à ÿ ñ ï å ê ò ð î ñ ê î ï è ÿ. Äëÿ
îöåíêè âðåìåíè æèçíè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ è àíè-
çîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè ThT 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 í à î ñ í î â å è í ñ ó -
ë è í à (Sigma, ÑØÀ) ïîëó÷àëè, èíêóáèðóÿ áåëîê â êîí-
öåíòðàöèè 2 ìã/ìë â 20%-íîé (ïî îáúåìó) óêñóñíîé êèñ-
ëîòå, â ïðèñóòñòâèè 100 ìÌ NaCl (pH 2.0) ïðè 37 °C è ïî-
ñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè â òå÷åíèå 24 ÷ (Ñóëàöêàÿ è äð.,
2013).

Àìèëîèäíûå ôèáðèëëû íà îñíîâå äðîææåâîãî ïðè-
îííîãî áåëêà Sup35NM ïîëó÷àëè ïóòåì èíêóáèðîâàíèÿ
áåëêà (0.5 ìã/ìë) â êàëèé-ôîñôàòíîì áóôåðå (5 ìÌ,
pH 7.4) â ïðèñóòñòâèè 150 ìÌ NaCl ïðè 26 °C è ïîñòîÿí-
íîì ïåðåìåøèâàíèè â òå÷åíèå 24 ÷ (Sulatskaya et al.,
2016). Ïðåäâàðèòåëüíî áåëîê áûë î÷èùåí èç êóëüòóðû

Escherichia coli (øòàìì BL21, òðàíñôîðìèðîâàííûé
ïëàçìèäîé pET20b-SUP35NM-(His6)) â äåíàòóðèðóþùèõ
óñëîâèÿõ ïî ïðîòîêîëó, îïèñàííîìó ðàíåå (Serio et al.,
1999).

Ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ (Ý Ì). Çðåëûå àìè-
ëîèäíûå ôèáðèëëû â èññëåäóåìûõ îáðàçöàõ âèçóàëèçè-
ðîâàëè ñ ïîìîùüþ ÝÌ. ÝÌ-ôîòîãðàôèè ïîëó÷àëè ìåòî-
äîì íåãàòèâíîãî êîíòðàñòèðîâàíèÿ 1%-íûì âîäíûì
ðàñòâîðîì óðàíèë-àöåòàòà. Ôèáðèëëû áûëè íàíåñåíû íà
ìåäíûå ñåòêè, ïîêðûòûå êîëëîäèåâîé ïëåíêîé-ïîäëîæ-
êîé ñ íàïûëåíèåì óãëåðîäîì.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ê ð è â û å ç à ò ó õ à í è ÿ ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è è T h T â
ñ â î á î ä í î ì ñ î ñ ò î ÿ í è è â ð à ç ë è ÷ í û õ ð à ñ ò â î -
ð è ò å ë ÿ õ. Áûëè çàðåãèñòðèðîâàíû êðèâûå çàòóõàíèÿ
ôëóîðåñöåíöèè ThT â âîäíî-ãëèöåðèíîâûõ ñìåñÿõ (ñî-
äåðæàíèå ãëèöåðèíà ñîñòàâëÿëî 0, 20, 50, 70 è 99 % (ïî
îáúåìó)) è â óñëîâèÿõ ìàêðîìîëåêóëÿðíîãî êðàóäèíãà
(×åáîòàðåâà è äð., 2004), èìèòèðóþùèõ êëåòî÷íóþ ñðåäó
(ðèñ. 1, à, á). Äëÿ ñîçäàíèÿ ýòèõ óñëîâèé èñïîëüçîâàëè
êðàóäèíã-àãåíò ïîëèýòèëåíãëèêîëü c ìîë. ìàññîé 400 êÄà
â êîíöåíòðàöèè 400 ìã/ìë. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè óâåëè-
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Ðèñ. 1. Îïðåäåëåíèå âðåìåíè æèçíè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ è àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè (r) ThT â ñâîáîäíîì è ñâÿçàííîì ñ
àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè ñîñòîÿíèÿõ.

Êðèâàÿ 1 (à—ã) — ôóíêöèÿ ëàçåðà íàêà÷êè (IRF). a: 2 è 4 — çàðåãèñòðèðîâàííûå êðèâûå çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ThT ñîîòâåòñòâåííî â âîäå è
PEG-400, 3 è 5 — êðèâûå, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå àïïðîêñèìàöèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ; N (t) — çàâèñèìîñòü ÷èñëà ðåãèñò-
ðèðóåìûõ èìïóëüñîâ îò âðåìåíè (t), íîðìàëèçîâàííàÿ íà 1 â ìàêñèìóìå. á: 2, 4 è 6 — çàðåãèñòðèðîâàííûå êðèâûå çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ThT ñî-
îòâåòñòâåííî â 99%-íîì ãëèöåðèíå, â àìèëîèäíûõ ôèáðèëëàõ íà îñíîâå Sup35NMp è èíñóëèíà; 3, 5 è 7 — êðèâûå, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå àïïðîê-
ñèìàöèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ. â: 2 è 4 — çàðåãèñòðèðîâàííûå êðèâûå çàòóõàíèÿ âåðòèêàëüíîé è ãîðèçîíòàëüíîé ñîñòàâëÿ-
þùèõ ôëóîðåñöåíöèè ThT â PEG-400; 3 è 5 — êðèâûå, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå àïïðîêñèìàöèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ; 6 —
çàâèñèìîñòü àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè ThT îò âðåìåíè. ã: 2 è 4 — çàðåãèñòðèðîâàííûå êðèâûå çàòóõàíèÿ âåðòèêàëüíîé è ãîðèçîíòàëüíîé ñîñòàâ-
ëÿþùèõ ôëóîðåñöåíöèè ThT, âñòðîåííîãî â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû íà îñíîâå Sup35NMp; 3 è 5 — êðèâûå, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå àïïðîêñèìàöèè

ñîîòâåòñòâóþùèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ; 6 — çàâèñèìîñòü àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè ThT îò âðåìåíè.



÷åíèè âÿçêîñòè ðàñòâîðèòåëÿ, à òàêæå â óñëîâèÿõ ìàêðî-
ìîëåêóëÿðíîãî êðàóäèíãà ïðîèñõîäèò çíà÷èòåëüíîå óâå-
ëè÷åíèå âðåìåíè æèçíè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ ìîëå-
êóë ThT (ñì. òàáëèöó). Ýòî óêàçûâàåò íà ñóùåñòâîâàíèå
âíóòðèìîëåêóëÿðíîé ïîäâèæíîñòè, êîòîðàÿ ïðèâîäèò ê
áåçûçëó÷àòåëüíîé äåçàêòèâàöèè ýíåðãèè âîçáóæäåííîãî
ñîñòîÿíèÿ ìîëåêóë êðàñèòåëÿ â ðàñòâîðèòåëÿõ ìàëîé âÿç-
êîñòè, ÷òî õàðàêòåðíî äëÿ ìîëåêóëÿðíûõ ðîòîðîâ.

Ñîãëàñíî ðåçóëüòàòàì êâàíòîâî-õèìè÷åñêèõ ðàñ÷åòîâ
â îñíîâíîì ñîñòîÿíèè ìèíèìóìó ýíåðãèè ñîîòâåòñòâóåò
êîíôîðìàöèÿ ThT ñ óãëîì ìåæäó åãî áåíçòèàçîëüíûì è
àìèíîáåíçîëüíûì êîëüöàìè, ðàâíûì 37° (145, 217 è
325°) (Maskevich et al., 2007). Ìàêñèìóìó ýíåðãèè ñîîò-
âåòñòâóþò êîíôîðìàöèè ñ òîðñèîííûìè óãëàìè j ðàâíû-
ìè 0 è 90° (èëè 180 è 270°). Îäíàêî ýòè ñîñòîÿíèÿ ðàçäå-
ëåíû íèçêèìè ýíåðãåòè÷åñêèìè áàðüåðàìè, è ôðàãìåíòû
êðàñèòåëÿ ñïîñîáíû ïîâîðà÷èâàòüñÿ äðóã îòíîñèòåëüíî
äðóãà. Ïîâîðîò êîëåö ThT â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè íà
óãîë, ðàâíûé 90°, ïðèâîäèò ê áåçûçëó÷àòåëüíîé äåçàêòè-
âàöèè ìîëåêóë êðàñèòåëÿ è ñîîòâåòñòâåííî ê òóøåíèþ
åãî ôëóîðåñöåíöèè. Â âÿçêèõ ðàñòâîðàõ è â óñëîâèÿõ ìàê-
ðîìîëåêóëÿðíîãî êðàóäèíãà ïðîèñõîäèò çàìåäëåíèå ïî-
äâèæíîñòè êîëåö ThT äðóã îòíîñèòåëüíî äðóãà, â ðåçóëü-
òàòå ÷åãî âîçðàñòàåò âðåìÿ æèçíè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿ-
íèÿ êðàñèòåëÿ.

Íóæíî îòìåòèòü, ÷òî àíèçîòðîïèÿ ôëóîðåñöåíöèè
ñâîáîäíîãî êðàñèòåëÿ â âîäíî-ãëèöåðèíîâûõ ñìåñÿõ è
â ïðèñóòñòâèè êðàóäèíã-àãåíòîâ èìååò ïðåäåëüíî âûñî-
êîå çíà÷åíèå (ñì. òàáëèöó) è ïðàêòè÷åñêè íå îòëè÷àåò-
ñÿ îò àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè ThT â âîäíîì ðàñòâîðå

(Kuznetsova et al., 2016). Ýòî ïîçâîëèëî ñäåëàòü çàêëþ-
÷åíèå î òîì, ÷òî âûñîêîå çíà÷åíèå àíèçîòðîïèè
ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ â âîäíûõ ðàñòâîðàõ îáóñëîâ-
ëåíî åãî ìîëåêóëÿðíî-ðîòîðíîé ïðèðîäîé. Íàïðàâëåíèå
äèïîëüíîãî ìîìåíòà ìîëåêóë êðàñèòåëÿ ñîâïàäàåò ñ îñüþ
âðàùåíèÿ åãî áåíçîòèàçîëüíîãî è àìèíîáåíçîëüíîãî êî-
ëåö äðóã îòíîñèòåëüíî äðóãà. Â ñâÿçè ñ ýòèì ïîâîðîò
ôðàãìåíòîâ êðàñèòåëÿ íå ìîæåò èçìåíèòü íàïðàâëåíèå
äèïîëüíîãî ìîìåíòà ìîëåêóëû ThT. Ïîñêîëüêó â âîäíûõ
ðàñòâîðàõ ñêîðîñòü ïîâîðîòà ôðàãìåíòîâ ThT (ïðèâîäÿ-
ùåãî ê åãî áåçûçëó÷àòåëüíîé äåçàêòèâàöèè) çíà÷èòåëüíî
âûøå, ÷åì ñêîðîñòü ïîâîðîòà ìîëåêóë êðàñèòåëÿ êàê öå-
ëîãî (ïðèâîäÿùåãî ê ñíèæåíèþ àíèçîòðîïèè åãî ôëóî-
ðåñöåíöèè), ìîëåêóëû ThT íå óñïåâàþò èçìåíèòü ñâîþ
ïðîñòðàíñòâåííóþ îðèåíòàöèþ çà âðåìÿ æèçíè âîçáóæ-
äåííîãî ñîñòîÿíèÿ.

Ê ð è â û å ç à ò ó õ à í è ÿ ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è è T h T,
â ñ ò ð î å í í î ã î â à ì è ë î è ä í û å ô è á ð è ë ë û í à
î ñ í î â å ð à ç ë è ÷ í û õ á å ë ê î â. Àìèëîèäíûå ôèáðèë-
ëû íà îñíîâå èíñóëèíà è äðîææåâîãî ïðèîííîãî áåëêà
Sup35pNM áûëè ïîëó÷åíû ñ èñïîëüçîâàíèåì îòðàáîòàí-
íûõ ðàíåå ïðîòîêîëîâ (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäè-
êà»). Ïðèñóòñòâèå çðåëûõ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë â èññëå-
äóåìûõ îáðàçöàõ êîíòðîëèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ÝÌ
(ðèñ. 2).

Àíàëèç êðèâûõ çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ThT ïðè
âçàèìîäåéñòâèè ñ ýòèìè àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè
(ðèñ. 1, á, ã) ïîçâîëèë ïîêàçàòü, ÷òî çíà÷åíèå àíèçîòðî-
ïèè ôëóîðåñöåíöèè ñâÿçàííîãî ñ ôèáðèëëàìè êðàñèòåëÿ
îñòàåòñÿ ïðåäåëüíî âûñîêèì è ïðàêòè÷åñêè íå îòëè÷àåòñÿ
îò àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè ThT â âîäíûõ ðàñòâîðàõ
(ñì. òàáëèöó). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â æåñòêîì ìèê-
ðîîêðóæåíèè (íàïðèìåð, â ðàñòâîðàõ ñ âûñîêîé âÿçêî-
ñòüþ, â óñëîâèÿõ ìàêðîìîëåêóëÿðíîãî êðàóäèíãà èëè ïðè
ñâÿçûâàíèè ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè) ïðîèñõîäèò
îãðàíè÷åíèå òîðñèîííîé ïîäâèæíîñòè ôðàãìåíòîâ ThT
äðóã îòíîñèòåëüíî äðóãà, à òàêæå çàòðóäíÿåòñÿ ïîâîðîò
ìîëåêóëû êðàñèòåëÿ êàê öåëîãî. Â èòîãå àíèçîòðîïèÿ
ôëóîðåñöåíöèè ThT â ýòèõ óñëîâèÿõ îñòàåòñÿ ïðåäåëüíî
âûñîêîé.

Ïðè ýòîì ïîêàçàíî, ÷òî âðåìÿ æèçíè âîçáóæäåííîãî
ñîñòîÿíèÿ ThT, ñâÿçàííîãî ñ ôèáðèëëàìè, íà íåñêîëüêî
ïîðÿäêîâ ïðåâûøàåò âðåìÿ çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè
êðàñèòåëÿ â âîäíûõ ðàñòâîðàõ (ñì. òàáëèöó) çà ñ÷åò çà-

840 Ì. È. Ñóëàöêèé è äð.

Àíèçîòðîïðèÿ ôëóîðåñöåíöèè �r� è âðåìÿ æèçíè
âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ �t� ThT â ðàçëè÷íûõ ñðåäàõ

è â àìèëîèäíûõ ôèáðèëëàõ (ÀÔ)

Óñëîâèÿ �r� �t�, íñ

Âîäà 0.38 1�10–3

Ïîëèýòèëåíãëèêîëü, 400 êÄà 0.37 7�10–3

Ãëèöåðèí 99 % 0.38 0.4

ÀÔ íà îñíîâå Sup35NMp 0.37 1.6

ÀÔ íà îñíîâå èíñóëèíà 0.39 1.8

Ðèñ. 2. Âèçóàëèçàöèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë íà îñíîâå èíñóëèíà (à) è Sup35NMp (á). Ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ.



ìåäëåíèÿ òîðñèîííîé ðåëàêñàöèè åãî ôðàãìåíòîâ. Êðîìå
òîãî, ìîæíî çàìåòèòü, ÷òî âðåìÿ çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåí-
öèè ThT â ïðèñóòñòâèè àìèëîèäíûõ ôèáðèëë íà îñíîâå
èññëåäóåìûõ àìèëîèäîãåííûõ áåëêîâ ðàçëè÷íî. Òàêèì
îáðàçîì, íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ìîæíî
ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå î òîì, ÷òî âðåìÿ æèçíè ôëóîðåñöåí-
öèè ThT, íî íå åãî àíèçîòðîïèÿ, êàê ýòî îòìå÷àåòñÿ â ëè-
òåðàòóðå (Sabate, Saupe, 2007), ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî
äëÿ èññëåäîâàíèÿ êèíåòèêè îáðàçîâàíèÿ àìèëîèäíûõ
ôèáðèëë è èõ ïîëèìîðôèçìà.
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FLUORESCENCE LIFETIME AND ANISOTROPY OF FREE AND BOUND TO AMYLOID FIBRILS

THIOFLAVIN T
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In the present work, fluorescence decay curves of benzothiazole dye, thioflavin T (ThT), in water-glycerol
mixtures, under macromolecular crowding conditions simulating the densely populated cell medium and bound
to insulin and yeast prion protein (Sup35NM) amyloid fibrils were studied. It was shown that the dye fluores-
cence anisotropy in solutions with high viscosity, in the presence of crowding agents and bound to amyloid fib-
rils, is extremely high and practically does not differ from that of ThT in water solution. At the same time, the
fluorescence lifetimes of ThT bound to insulin and Sup35NMp fibrils differ from each other and several orders
of magnitude longer than that in aqueous solutions. It was suggested that the obtained results are caused by ThT
molecular rotor nature. On the basis of this work results, it was concluded that the measurement of the ThT flu-
orescence lifetime (but not its fluorescence anisotropy) can be used to study the kinetics of amyloid fibrils for-
mation and their polymorphism.

K e y w o r d s: fluorescent probes, thioflavin T (ThT), amyloid fibrils, fluorescence anisotropy, fluorescen-
ce lifetime, fluorescence decay curves, insulin, Sup35NMp
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