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Аннотация. Анализ параметров флуоресценции тиофлавина Т, который является специфичным для 
обнаружения амилоидных фибрилл, и параметров собственной флуоресценции белков крови 
позволил установить, что образование комплекса “амилоидные структуры – белки плазмы крови” 
зависит от температуры инкубации, так как связи между белками и их лигандами ослабевают при 
повышенных температурах. Продемонстрировано, что изменение рН среды инкубации, как в 
кислую, так и в щелочную области также сказывается на образовании комплексов сывороточного 
альбумина с амилоидными структурами, по-видимому, в результате изменения связывающей 
способности альбуминов при их окислении. Выявлено, что эссенциальные (Zn, Cu) микроэлементы, 
взаимодействуя с комплексом “амилоидные структуры – белки плазмы крови”, приводят к 
модификации параметров собственной и зондовой флуоресценции, что подтверждает 
предположение о существовании металл-связывающих сайтов в амилоидных фибриллах для ионов 
металлов. 
Ключевые слова: амилоидные структуры, белки крови, спектральные характеристики, физико-
химические факторы.  

 
ВВЕДЕНИЕ 

 
Важным звеном в возникновении многих нейродегенеративных заболеваний является нарушение фолдинга 

белков с последующим образованием амилоидных структур. При амилоидозах, когда процесс упаковки белка 
происходит с ошибками, агрегаты определенных размеров откладываются внутри или вне клетки как 
нерастворимые депозиты. Накопление амилоидных фибрилл разрушает структуру и функционирование органов 
и тканей, приводя к заболеванию и иногда – к летальному исходу. При изучении механизмов развития болезни 
Альцгеймера в ткани мозга было обнаружено присутствие амилоидных фибрилл, которые окружены мертвыми 
или умирающими нейронами [1]. Амилоидные отложения найдены не только при болезни Альцгеймера и 
Паркинсона, но и при диабете второго типа, наследственной амилоидной полинейропатии, системном 
амилоидозе и др. [2-4]. К сожалению, процессы, лежащие в основе аномальной агрегации белка и ее 
патологического проявления, изучены еще недостаточно. Выяснение молекулярных механизмов амилоидозов, 
установление природы амилоидных белковых структур и их свойств, развитие терапевтических методов лечения 
и предупреждения этих заболеваний, а также разработка их прижизненной диагностики являются актуальными 
задачами.  

Результаты экспериментальных и клинических исследований свидетельствуют, что в настоящее время не 
существует эффективных методов диагностики амилоидозов [5]. В последние годы складывается убеждение, что 
первопричиной амилоидоза нейронов и их гибели при болезни Альцгеймера является накопление 
постсинаптических фрагментов А, содержащих 40 или 42 аминокислотных остатков. Часть фрагментов 
приобретает структуру нормально функционирующих А, другая часть конформационно модифицируется в 
структуру патогенных А. На сегодняшний день известно более 20 белков, образующих амилоидные фибриллы 
in vivo и участвующих в патогенезе амилоидозов – тау-белок, хантингтин, амилин, Аβ-пептиды, α-синуклеин, 
инсулин, лизоцим, миоглобин, транстиретин и др., а также белки, амилоиды которых изучены только in vitro [2]. 
Все эти белки различаются между собой по аминокислотным последовательностям, вторичным и третичным 
структурам. Однако, несмотря на это, образованные ими амилоидные фибриллы имеют β-складчатую структуру 
[6]. 

Исследование фибрилл, полученных ex vivo и in vitro, показало, что амилоидные структуры обладают 
схожими морфологическими характеристиками. Все фибриллы вне зависимости от их происхождения 
стабилизируются сетью внешних и внутримолекулярных водородных связей между основными амидными 
группами цепи и карбонильными группами, которые идентичны для всех пептидов и белков. Предположено, что 
способность формировать амилоидные фибриллы – это неотъемлемая характеристика полипептидной цепи и 
большинство, если не все полипептиды, способны образовывать амилоиды, при этом их способность к 
самоорганизации в амилоиды может быть различной [7]. Физико-химические методы исследования амилоидов 
включают микроскопические, оптические и флуоресцентные методы, методы электронного парамагнитного 
резонанса, электрохимический и электрофоретический методы, гель-фильтрации и масс-спектрометрические 
методы, а также люминесцентные методы анализа, которые наиболее отражают характеристики комплексов 
амилоидных структур с белками крови [8].  

Целью работы явилось изучение влияния физико-химических факторов (температура, рН среды, ионный 
состав) на образование комплексов “амилоидные структуры–белки плазмы крови” методами люминесценции.  
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 
В работе использованы коммерческие сывороточный альбумин быка (САБ) и сывороточный альбумин 

человека (САЧ), растворенные в 10 мM Na-фосфатном буфере, содержащем 0,155 M NaCl (забуференнный NaCl), 
pH 7,4, до конечных концентраций от 0,2 мг/мл до 1,5 мг/мл. 

Амилоидные структуры получали из лизоцима куриного яйца, растворенного в 10 мМ НCl рН 2,0 при 
инкубации 55ºС в течение 6 суток при постоянном перемешивании [9, 10]. Ранее нами показано, что 
выдерживание раствора лизоцима в указанных выше условиях в течение 5-7 суток приводит к образованию 
амилоидных структур [11, 12]. Использованная концентрация лизоцима – 1,34 мМ. В инкубационную среду 
добавляли 0,02% азида натрия для устранения бактериального загрязнения. Контроль за процессом образования 
амилоидов из лизоцима осуществлялся ежедневно посредством измерения интенсивности флуоресценции 
тиофлавина Т (возб/рег = 440/485 нм). Концентрацию полученных амилоидных фибрилл оценивали по 
модифицированному методу Лоури. Полученные амилоидные фибриллы ресуспензировали в 10 мМ  
Na-фосфатном буфере pH 7,4, содержащем 0,155 М NaCl. 

Для создания модельной системы “амилоидные структуры–белки плазмы крови” к буферным растворам 
САБ и САЧ в различных концентрациях добавляли 50 мкл полученных из лизоцима куриного яйца амилоидных 
фибрилл (конечная концентрация белка 0,01 мг/мл) и смесь инкубировали 3 ч, 37оС при постоянном 
перемешивании. 

Для оценки параметров люминесценции тиофлавина Т буферные растворы САЧ и САБ до и после их 
инкубации с амилоидными структурами, инкубировали с водным раствором тиофлавина T (конечная 
концентрация составляла 10 мкМ) в течение 10 мин при t=202°C. Люминесцентные измерения проводили при 
λвозб/рег = 440/485 нм. 

Спектры собственной флуоресценции буферных растворов САЧ и САБ до и после инкубации с 
амилоидными структурами регистрировали в ультрафиолетовой области спектра 320-380 нм (возб = 296 нм) и 
видимой области спектра 400-500 нм (возб = 350 нм). 

Все люминесцентные измерения выполнены на спектрофлуориметре СМ2203 ("СОЛАР", Беларусь), 
спектрофотометрические – на спектрофотометре «Спекорд М40» (Германия). 

Результаты экспериментов анализировали методом вариационной статистики с использованием 
непараметрических критериев Уилкоксона в программе STATISTICA 8.0. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 
С целью создания модельной тест-системы “амилоидные структуры-белки крови” были изучены параметры 

собственной флуоресценции белков плазмы крови (САЧ и САБ) и зондовой флуоресценции в нативном 
состоянии и при взаимодействии их с амилоидными структурами. Как видно из рисунка 1, в зависимости от 
концентрации САЧ и САБ в забуференном растворе NaCl pH 7,4 (от 0,2 мг/мл до 1,5 мг/мл) наблюдается рост 
интенсивности триптофановой флуоресценции. Однако, если интенсивность собственной флуоресценции  
(λвозб.= 296 нм) САБ увеличивается в 4-5 раз при повышении его концентрации в растворе, то рост данного 
параметра флуоресценции для САЧ составляет порядка 100-200%, что объясняется отличием количества 
триптофанилов в белковых глобулах САЧ и САБ (рис. 1 а, б). При проведении сравнительного анализа между 
интенсивностью собственной флуоресценции САЧ и САБ и их концентрацией в растворе установлено, что 
использование САЧ и САБ в концентрации 1 мг/мл является наиболее подходящим для изучения взаимодействия 
альбуминов с амилоидными структурами.  
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Рисунок 1. Зависимость спектров собственной флуоресценции раствора САЧ (а)/САБ (б) от концентраций 
белка (1 – 0 мг/мл; 2 – 0,2 мг/мл; 3 – 0,5 мг/мл; 4 – 1,0 мг/мл;5 – 1,5 мг/мл) 
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Рисунок 2. Спектры флуоресценции тиофлавина T, встроенного в модельную систему “белковая глобула САЧ 
(а, в) / САБ (б, г) + амилоидные структуры” в зависимости от температуры (а, б) (1 – 20oС; 2 – 37oС; 3 – 65oС) и 
рН среды инкубации (в, г) (1 – 5,4; 2 – 7,0; 3 – 8,0) 
 

Как известно, процессы формирования комплексов амилоидных фибрилл с различными белками in vitro 
характеризуются разной скоростью. Она зависит от состава раствора, температуры, рН среды и др. Поэтому была 
проведена оценка собственной флуоресценции белков (λвозб/рег = 296/350 нм) и интенсивности флуоресценции 
тиофлавина Т (возб/рег = 440/495 нм) в комплексах “САЧ/САБ–амилоидные фибриллы” при различных условиях 
их инкубации: температура: 20 ± 2оС, 37оС, 65оС и буферные системы с pH 5,4; 7,0 и 8,0. Тиофлавин Т является 
подходящим зондом для обнаружения амилоидных структур как in vivo, так и in vitro. Это обусловлено тем, что 
свободный краситель в водном растворе имеет низкий квантовый выход, а при взаимодействии с белками в 
состоянии амилоидных фибрилл его квантовый выход возрастает на несколько порядков [13, 14]. Как видно из 
рисунков 2а и 2б, инкубация САЧ с амилоидными фибриллами при 37оС сопровождается снижением 
интенсивности флуоресценции ThT в среднем на 30-35 % по сравнению с выдерживанием при 20 ± 2оС. 
Повышение температуры инкубации комплекса “САЧ–амилоидные фибриллы” до 65оС сопровождается также 
снижением интенсивности флуоресценции тиофлавина Т по сравнению с инкубацией при 20 ± 2оС, но в меньшей 
степени (в среднем на 15–20%) (рис. 2а). Однако увеличение температуры инкубации другого комплекса “САБ–
амилоидные фибриллы” до 65оС сопровождается ростом интенсивности флуоресценции тиофлавина T по 
сравнению с инкубацией при 20 ± 2оС в среднем на 10%, на фоне отсутствия видимых различий в интенсивностях 
флуоресценции красителя при 20 ± 2оС и 37оС (рисунок 2б). 

Параллельно с оценкой интенсивности флуоресценции тиофлавина Т в комплексах “САЧ/САБ–амилоидные 
фибриллы” были изучены параметры собственной флуоресценции белков плазмы крови. Как видно из рисунков 
3а и 3б, 3-часовая инкубация САБ и САЧ с амилоидными фибриллами из лизоцима при 37оС приводит к 
двукратному увеличению интенсивности триптофановой флуоресценции исследуемого комплекса в случае 
использования САЧ, но к снижению изучаемого параметра в случае САБ примерно в 1,5 раза по сравнению со 
значениями интенсивности флуоресценции нативных растворов САЧ и САБ. В то же время установлено, что 
повышение температуры инкубации альбуминов с амилоидными фибриллами до 65оС сопровождалось 
разнонаправленными изменениями параметров собственной флуоресценции белков. Так, в случае комплекса 
“САЧ–амилоидные структуры” нами зарегистрировано повышение значения исследуемого параметра в среднем 
на 5-10 %, а в случае САБ – снижение на 20%. 

При изучении влияния рН среды инкубации на образование комплексов амилоидов с белками крови 
обнаружено, что 3-часовая инкубация (37оС) САБ и САЧ с амилоидными фибриллами из лизоцима в условиях 
щелочной среды (рН 8,0) приводит к увеличению интенсивности триптофановой люминесценции комплекса 
“амилоидные структуры–белки плазмы крови” в среднем на 30% для САБ и на 15% для САЧ по сравнению с 
инкубацией в кислой (рН 5,4) и нейтральной (рН 7,0) средах (рис. 4в и 4г). Стоит отметить, что изменение 
концентрации ионов водорода в буферном растворе (10 мМ натрий фосфатный буфер), используемом для 
разведения САБ и САЧ, а также амилоидных фибрилл, существенно не влияет на интенсивность триптофановой 
 



                                                     МЕДИЦИНСКАЯ  БИОФИЗИКА  И  БИОФИЗИЧЕСКАЯ  ХИМИЯ     . 

Актуальные вопросы биологической физики и химии, 2019, том 4, № 2, с. 237-244 

240

 
 
 
 
а) 

 

 
 
 
 
б) 

 
 
 
 
 
в) 

 

 
 
 
 
г) 

 
Рисунок 3. Спектры триптофановой флуоресценции буферных растворов САЧ (а, в) / САБ (б, г) в комплексе с 
амилоидными структурами в зависимости от температуры инкубации (а, б) (1 – 20oС; 2 – 37oС; 3 – 65oС) и рН 
среды инкубации (в, г) (1 – 5,4; 2 – 7,0; 3 – 8,0) 

 
флуоресценции белков. Установлено, что при инкубации белков плазмы крови с амилоидными фибриллами в 
условиях кислого значения рН интенсивность флуоресценции тиофлавина Т находилась на низком уровне, то в 
условиях нейтральной и щелочной рН – возрастала примерно в 1,5 раза для САБ и в 2 раза для САЧ (рис. 2в и 
2г).  

Полученные результаты позволяют заключить, что образование комплексов “амилоидные структуры–белки 
плазмы крови” зависит от температуры инкубации, так как связь между белками и их лигандами обычно 
ослабевает при высоких температурах. С другой стороны, установлено, что значение рН среды инкубации также 
влияет на образование комплексов амилоидов с САЧ и САБ (снижается в области рН 5,4), что может явиться 
результатом изменения связывающей способности альбуминов при их окислении. 

В связи с широким распространением заболеваний, связанных с отложением амилоидных фибрилл, 
большой интерес представляют соединения, способные подавлять агрегацию амилоидных белков, тем самым, 
защищая клетки от их токсического действия. Одними из таких перспективных соединений являются металлы.  

Существуют данные, свидетельствующие о том, что ионный состав среды оказывает влияние на образование 
и токсичность амилоидных структур. Например, было показано, что цинк и медь снижают способность β-
амилоидного белка образовывать β-агрегаты, что усиливает защитные свойства клеток от токсичности, 
вызванной амилоидными структурами [15]. При этом цинк сильнее подавляет агрегацию  
β-амилоидного белка и способен защитить клетки от вызванного амилоидными структурами окислительного 
стресса [16]. Другие исследования показали, что добавление катионов металлов, таких как Cu2+, Fe3+, Co3+, Ni2+ 
способствует образованию вторичной структуры α-синуклеина и значительно ускоряет образование фибрилл 
[17]. Также в некоторых исследованиях установлена связь дисбаланса содержания ионов меди и цинка в клетках 
мозга с развитием болезни Альцгеймера [18]. В экспериментах, выполненных на культурах клеток, было 
показано, что медь может ускорять гибель клеток при сочетанном действии с амилоидными белками, вызывая 
окислительный стресс и усиливая токсичность амилоидных структур. 

Исходя из вышеизложенного, на следующем этапе исследования было изучено влияние эссенциальных 
микроэлементов Сu2+ и Zn2+ на образование комплекса амилоидных структур с белками плазмы крови. В качестве 
источников ионов меди (II) и цинка (II) были использованы соли соответствующих элементов: CuSO4*5H2O и 
ZnCl2. 

Как видно из рисунка 4, 3-часовая инкубация (37оС) растворов САБ и САЧ с амилоидными фибриллами из 
лизоцима в присутствии Zn2+ и Cu2+ в конечной концентрации в инкубационной среде 100 мкМ и 20 мкМ, 
соответственно, приводит к увеличению интенсивности триптофановой флуоресценции комплекса “амилоидные 
структуры-альбумины” в среднем на 10–20 % в случае САБ и снижению на 15-25% в случае САЧ, по сравнению 
с комплексом “амилоидные фибриллы-САБ / САЧ”. Более того, стоит отметить, что добавление Cu2+ в 
инкубационную среду САЧ (рис. 4б), приводит к сдвигу максимума флуоресценции в длинноволновую 
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Рисунок 4. Спектры триптофановой флуоресценции буферных растворов САЧ (а, в) / САБ (б, г) в комплексе с 
амилоидными структурами (Ам) и ионами цинка (а, в) и меди (б, г) (1 – САЧ /САБ; 2 – САЧ/САБ+Zn2+(Сu2+);  
3 – САЧ/САБ+Ам; 4 – САЧ/САБ+Ам+Zn2+(Сu2+)) 

 

 
Рисунок 5. Спектры собственной флуоресценции комплексов “амилоидные структуры – Men+” (1 – Ам;  
2 – Ам+Zn2+; 3 – Ам+Cu2+) 
 

область в среднем на 15-20 нм, а при образовании комплексов “амилоидные структуры-САБ/САЧ” и 
“амилоидные структуры-САБ/САЧ-Men+” наблюдается появления второго пика в спектре люминесценции при  
λ = 320 нм, который нетипичен для нативного раствора САБ/САЧ или САБ/САЧ+Men+ (рис. 4). Данный факт 
может служить флуоресцентным критерием обнаружение амилоидных фибрилл в плазме крови человека. При 
проведении сравнительного анализа интенсивности собственной флуоресценции растворов амилоидных 
фибрилл и амилоидных фибрилл проинкубированных с ионами исследуемых металлов мы наблюдаем четкую 
тенденцию к ее росту в 1,25-2 раза при взаимодействии с Zn2+ и Cu2+ (рис. 5). 

Нами была проведена оценка интенсивности флуоресценции тиофлавина Т, встроенного в комплексы 
“амилоидные структуры-белки плазмы крови” до и после воздействия на них ионов исследуемых металлов. Как 
видно из рисунка 6, инкубация САБ и САЧ с амилоидными фибриллами в присутствии Zn2+ и Cu2+ приводит к  
2-кратному снижению интенсивности флуоресценции ThT в случае САБ и к противоположному эффекту 
(увеличению исследуемого параметра) в случае САЧ. При этом тиофлавин T, встроенный в водные растворы 
САБ/САЧ или в комплексы САБ/САЧ с Zn2+ и Cu2+, не флуоресцирует (рис. 6а и 6б).  
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Рисунок 6. Спектры флуоресценции тиофлавина Т, встроенного в комплексы “САЧ – амилоидные структуры 
– Men+” (а) и “САБ – амилоидные структуры – Men+” (б) (1 – САЧ/САБ+ThT; 2 – САЧ/САБ+Cu2++ThT;  
3 – САЧ/САБ+Zn2++ThT) 

 
 

 
Рисунок 7. Спектры флуоресценции тиофлавина Т, встроенного в комплекс “амилоидные структуры–Men+”  
(1 – Ам; 2 – Ам+Zn2+; 3 – Ам+Сu2+) 

 
При проведении сравнительного анализа интенсивности флуоресценции ThT, встроенного в амилоидные 

 фибриллы из лизоцима и в комплексы “амилоидные фибриллы – Men+”, мы наблюдали четкую тенденцию к ее 
снижению в среднем в 3 раза при комплексообразовании с Zn2+, в то время как комплексообразование с Cu2+ 
приводило к 20% ингибированию интенсивности флуоресценции ThT (рис. 7). 

Таким образом, полученные результаты подтверждает литературные данные о существовании металл-
связывающих сайтов в амилоидных фибриллах именно для Zn2+ и Cu2+. Более того, продемонстрировано, что 
ионы исследуемых эссенциальных микроэлементов, связываясь с β-амилоидами могут модулировать процессы 
их агрегации и, соответственно, клеточную токсичность. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 
1. Изучены параметры флуоресценции специфического зонда на амилоидные структуры тиофлавина Т и 

собственной флуоресценции белков плазмы крови (сывороточного альбумина человека (САЧ) и сывороточного 
альбумина быка (САБ)) в буферной системе до и после их взаимодействия с амилоидными структурами. 
Подобраны экспериментальные условия (соотношение концентраций белков плазмы крови и амилоидных 
фибрилл, температура, время взаимодействия белков с амилоидными структурами) для создания модельной тест-
системы “амилоидные структуры-белки крови”.  

2. Изучено влияние температуры и рН среды инкубации на образование комплексов амилоидов с белками 
крови. Для этого была оценена интенсивность флуоресценции зонда тиофлавина Т в комплексах САЧ / САБ с 
амилоидными фибриллами из лизоцима при различных температурных условиях их инкубации (20оС, 37оС, 65оС) 
и различных значениях рН среды (5,4; 7,0; 8,0). Установлено, что образование комплекса “амилоидные 
структуры-белки крови” зависит от температуры инкубации, так как связи между белками и их лигандами 
обычно ослабевают при повышенных температурах. С другой стороны, установлено, что изменение рН среды 
инкубации в кислую область также сказывается на образование комплексов САБ / САЧ с амилоидами, что может 
явиться результатом изменения связывающей способности альбуминов при их окислении. Показано, что 
изменение рН среды инкубации в щелочную область также сказывается на образование комплексов САБ / САЧ 
с амилоидными структурами.  
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3. Проведена оценка параметров собственной флуоресценции белков в комплексах САЧ / САБ с 
амилоидными фибриллами из лизоцима при различных температурных условиях их инкубации (20оС, 37оС, 65оС) 
и при различных pH буферных систем (5,4; 7,0 и 8,0). Показано, что параметры собственной флуоресценции 
белков в системах “амилоидные структуры–белки плазмы крови” зависят от типа белков, входящих в систему, а 
также от температуры и рН среды инкубации. 

4. Изучено влияние эссенциальных (Zn2+, Cu2+) микроэлементов на образование комплексов амилоидных 
структур с белками плазмы крови. Для этого были оценены параметры собственной флуоресценции белков в 
комплексах САЧ и САБ с амилоидными фибриллами из лизоцима, а также интенсивность флуоресценции 
тиофлавина Т, встроенного в данную систему и установлено, что исследуемые микроэлементы, внесенные в 
инкубационную среду, существенно изменяют параметры флуоресценции исследуемых образцов. Полученные 
результаты подтверждает предположение о существовании металл-связывающих сайтов в амилоидных 
фибриллах для эссенциальных микроэлементов, которые, связываясь с β-амилоидами, вероятно, модулируют 
процессы их агрегации. 

 
Работа выполнена при поддержке БРФФИ, грант № М15-112. 
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SPECTRAL AND LUMINESCENCE CHARACTERISTICS OF THE AMYLOID STRUCTURES 
COMPLEXES WITH BLOOD PROTEINS 
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Abstract. Analysis of the fluorescence parameters of thioflavin T, which is specific for the amyloid fibrils 
detection, and the parameters of the intrinsic fluorescence of blood proteins allowed to establish that the 
formation of the complex "amyloid structures – serum proteins" depends on the incubation temperature 
because of the bonds between proteins and their ligands become weaker under elevated temperatures. It 
was demonstrated that alteration of the incubation medium pH, both to the acidic and alkaline region, also 
affects on the formation of the complexes of serum albumin with amyloid structures, apparently as a result 
of the albumins binding ability changing during their oxidation. It was found that essential (Zn, Cu) trace 
elements interacting with the complex "amyloid structures – serum proteins" lead to modification of 
parameters as an intrinsic fluorescence as a fluorescent probe, that confirms the assumption about existence 
of the metal-binding sites in amyloid fibrils for metal ions. 
Key words: amyloid structures, blood proteins, spectral characteristics, physical and chemical factors. 

 


