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Потеря прозрачности хрусталика глаза вследствие катаракты является основной причиной слепоты во
всем мире. В то время как агрегация кристаллинов хрусталика является самой распространенной конечной
точкой развития различных типов катаракты, шапероноподобная активность («chaperone�like activity»,
CLA) α�кристаллина, предотвращающая агрегацию белков, считается важной для поддержания прозрач�
ности хрусталика глаза. Полагают, что осмотический стресс является одним из механизмов развития диа�
бетической катаракты вследствие повышенного накопления сорбитола в условиях гипергликемии. Кроме
того, сообщалось о нарушении CLA α�кристаллина при диабетической катаракте. Однако влияние сорби�
тола на структуру и функцию α�кристаллина еще не исследовано. Поэтому в настоящем пилотном иссле�
довании мы описали влияние различных концентраций сорбитола на структуру и функцию α�кристалли�
на. Очищенный α�кристаллин, полученный из хрусталика крысы, инкубировали с различными концент�
рациями сорбитола в темноте в стерильных условиях до 5 дней. В конце инкубации оценивали структур�
ные свойства и CLA с помощью спектроскопических методов анализа. Стоит отметить, что разные концен�
трации сорбитола показали различные результаты: при низких концентрациях (5 и 50 мМ) наблюдалось
снижение CLA и незначительные изменения вторичной и третичной структуры, а при более высоких кон�
центрациях (500 мМ) таких эффектов отмечено не было. Полученные результаты проливают свет на влия�
ние сорбитола в контексте структуры и функций α�кристаллина, тем не менее необходимы дальнейшие
исследования, чтобы понять механизм наблюдаемых эффектов и их влияние на катарактогенез.
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ВВЕДЕНИЕ

Катаракта (помутнение хрусталика глаза) яв�
ляется основной причиной слепоты во всем ми�
ре [1, 2]. Несмотря на значительный прогресс,
достигнутый в области хирургии катаракты, эта
болезнь продолжает оставаться проблемой об�
щественного здравоохранения и главной причи�
ной ухудшения зрения [3]. Среди многих факто�
ров риска, ускоряющих развитие катаракты, ос�
новными остаются диабет и старение [4]. Сооб�
щалось, что степень гипергликемии и продол�
жительность диабета ассоциированы с повыше�
нием риска развития катаракты [2, 4]. В настоя�
щее время сахарный диабет – одна из самых
сложных проблем со здоровьем, с которой стал�

кивается весь мир. Сейчас около 470 млн взрос�
лых во всем мире страдают диабетом, при этом
ожидается, что к 2045 г. их число возрастет до
700 млн [5]. С ростом заболеваемости сахарным
диабетом пропорционально увеличилась и час�
тота его осложнений, в том числе диабетической
катаракты, которые вносят весомый вклад в ста�
тистику заболеваемости и смертности во всем
мире.

Кристаллины являются основными струк�
турными белками хрусталика глаза; структура
кристаллинов, их стабильность и короткодей�
ствующие взаимодействия чрезвычайно важны
для обеспечения прозрачности хрусталика [6, 7].
Примерно 90% всех растворимых белков хруста�
лика состоят из трех различных кристаллинов:
α�, β� и γ�кристаллинов [6, 8]. α�Кристаллин,
член семейства малых белков теплового шока,
составляет основную часть цитоплазмы хруста�
лика глаза и существует в виде гетероолигомера
с двумя субъединицами, αA и αB [7, 9]. Несмот�
ря на то что α�кристаллин первоначально счита�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АР – альдозоредуктаза;
КД – круговой дихроизм; ДСК – дифференциальная
сканирующая калориметрия; CLA – шапероноподобная
активность.
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ли структурным белком, подобно другим крис�
таллинам, во многих последующих исследова�
ниях сообщалось, что он также действует как
шаперон, предотвращая в различных условиях
агрегацию многочисленных белков�клиентов,
включая другие кристаллины хрусталика [7, 10].
Считается, что шапероноподобная активность
(CLA) α�кристаллина играет незаменимую роль
в поддержании прозрачности хрусталика глаза
[7, 10]. В поддержку этого предположения мож�
но привести результаты исследований, показы�
вающие, что катаракта может быть результатом
снижения CLA α�кристаллина [11–15].

С возрастом белки хрусталика, в том числе
α�кристаллин, претерпевают различные пост�
трансляционные модификации, большинство
из которых приводит к их агрегации [10, 16, 17].
Многие из этих модификаций, которые, как бы�
ло показано, зависимы от возраста, ускоряются
в условиях гипергликемии вследствие диабета.
Среди них неферментативное гликирование
считается одним из механизмов, ответственных
как за возрастную, так и за диабетическую ката�
ракту [18, 19]. Ранее мы описали влияние глики�
рования на структуру и CLA α�кристаллина и
его вклад в формирование диабетической ката�
ракты [10, 16, 20]. Окислительное повреждение,
осмотический стресс и накопление конечных
продуктов гликирования являются среди мно�
гих других основными механизмами, которые
влияют на прозрачность хрусталика, что в ко�
нечном итоге приводит к формированию ката�
ракты [21]. Аномальная или избыточная глюко�
за при диабете преобразуется в ее спиртовую
форму, сорбитол, под действием фермента аль�
дозоредуктазы (АР) в полиольном пути [22].
Поскольку сорбитол не проникает через клеточ�
ные мембраны, его накопление внутри клеток
приводит к нарушению метаболического гомео�
стаза, что приводит к изменению осмотического
давления и окислительно�восстановительного
состояния [22]. Следовательно, накопление
сорбитола связано с развитием диабетической
катаракты [22, 23]. Стоит отметить, что было по�
казано снижение CLA α�кристаллина из хруста�
ликов крысы и человека, больных диабетом;
данный факт указывает на то, что пониженная
CLA α�кристаллина может быть вовлечена в
формирование диабетических катаракт [14, 24,
25]. Хотя ранее сообщалось о влиянии различ�
ных катарактогенных повреждений, таких как
окислительный стресс, конечные продукты гли�
кирования и многие другие посттрансляцион�
ные модификации, на структуру и функцию
α�кристаллина, прямое влияние сорбитола на
α�кристаллин не изучалось. Таким образом, в
настоящем пилотном исследовании мы сообща�

ем о влиянии сорбитола на структуру и функции
α�кристаллина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Акриламид, бис�акриламид,
персульфат аммония, 2�меркаптоэтанол, SDS,
BSA и сорбитол были приобретены у компании
«Sigma�Aldrich» (США). Набор для анализа бел�
ка BCA (бицинхониновой кислоты) был приоб�
ретен в компании «Thermo Scientific» (США).
Sephacryl S�300HR, Superose�6 10/30 и маркеры
SDS/PAGE были приобретены в «GE
Healthcare» (США). Все другие используемые
химические реагенты обладали самой высокой
степенью чистоты и были получены от местных
поставщиков.

Выделение кристаллинов из хрусталиков крыс.
Двухмесячных самцов крыс линии Wistar
(WNIN) получили из вивария института, работа
с ними проводилась согласно соответствующим
правилам ухода за животными и протоколам,
одобренным Институциональным комитетом по
работе с лабораторными животными. Хрустали�
ки выделяли из глазных яблок с помощью задне�
го доступа. Из 6–8 хрусталиков готовили
10%�ный гомогенат в 0,025 М Tris�буфере, рН
8,0, содержащем 0,1 М NaCl, 0,5 мМ ЭДТА и
0,01% NaN3, и центрифугировали при 10 000 g в
течение 30 мин при 4 °C для получения суперна�
танта. Супернатант наносили на колонку для
гель�фильтрации Sephacryl S�300 HR (100 см ×
× 1,5 см), соединенную с системой очистки «Duo
Flow» («Bio�Rad Laboratories», США). Колонку
уравновешивали вышеуказанным буфером, элюи�
ровали кристаллины тем же буфером со ско�
ростью потока 0,25 мл/мин и раздельно собира�
ли фракции, соответствующие α�, βL� и γ�крис�
таллинам [16]. Объединенные фракции кристал�
линов подвергали экстенсивному диализу про�
тив 20 мМ натрий�фосфатного буфера (pH 7,4),
чистоту анализировали с помощью SDS�PAGE.
Концентрацию белка оценивали с использова�
нием BCA; образцы белка хранили при темпера�
туре −80 °C до использования.

Инкубация αα�кристаллина с сорбитолом.
Очищенный α�кристаллин (полученный, как
описано выше, из хрусталика крысы) инкубиро�
вали с различными концентрациями сорбитола
(5–500 мМ) или без него в 50 мМ натрий�фос�
фатном буфере, рН 7,4, содержащем 100 мМ
NaCl, при 37 °С в темноте в стерильных услови�
ях в течение 5 дней. По окончании инкубации
образцы тщательно диализовали против 20 мМ
натрий�фосфатного буфера (рН 7,4) и оценива�
ли содержание белка.
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Шапероноподобная активность. Шапероно�
подобную активность нативного α�кристаллина
или α�кристаллина, инкубированного с сорби�
толом, измеряли по способности этих белков
предотвращать индуцированную нагреванием
агрегацию белков�субстратов, как описано ра�
нее [14]. Вкратце, 0,25 мг/мл βL�кристаллина или
γ�кристаллина (очищенных из хрусталика кры�
сы, как описано выше) в 50 мМ натрий�фосфат�
ном буфере, рН 7,4, содержащем 100 мМ NaCl, в
отсутствие или в присутствии 0,025 мг/мл
α�кристаллина (нативного или инкубированно�
го с сорбитолом) подвергали нагреванию при
62 °С в течение 60 мин. С помощью спектрофо�
тометра «Lambda�35» («Perkin Elmer», США)
проводили контроль рассеяния света вследствие
агрегации βL�кристаллина при тепловой денату�
рации, измеряя видимое поглощение при длине
волны 360 нм в зависимости от времени. Отно�
сительную шаперонную активность нативного
α�кристаллина или α�кристаллина, инкубиро�
ванного с сорбитолом, рассчитывали как про�
цент защищенного от агрегации по формуле:
% защиты = ((Ао – А)/Ао) × 100, где Ао и А пред�
ставляют собой кажущееся поглощение насыще�
ния (обычно через 50–60 мин) в отсутствие и в
присутствии α�кристаллина соответственно.

Вторичная и третичная структура. Для оценки
вторичных и третичных структурных изменений
α�кристаллина, вызванных воздействием сор�
битола, спектры кругового дихроизма (КД) в
дальнем и ближнем УФ�диапазоне регистриро�
вали при 25 °C на спектрополяриметре «Jasco
J�810» («Jasco», Япония) [16]. Все спектры были
получены усреднением 6 измерений и зарегист�
рированы с использованием ячеек с длиной оп�
тического пути 0,1 и 0,5 см для КД дальнего и
ближнего УФ соответственно. Концентрация
белка, используемая для измерений КД в даль�
нем и ближнем УФ, составляла 0,15 и 1,0 мг/мл
соответственно. Собственную флуоресценцию
триптофана контролировали с использованием
0,15 мг/мл белка в 20 мМ натрий�фосфатном бу�
фере, рН 7,4, на спектрофлуориметре «Jasco
FP�6500» с возбуждением при 280 нм, регистри�
руя эмиссию флуоресценции в диапазоне
300–400 нм.

Гидрофобность αα�кристаллина. Для оценки
поверхностной гидрофобности α�кристаллина
(нативного или инкубированного с сорбитолом)
белок (0,1 мг/мл) инкубировали с 50 мкМ
8�анилинонафталин�1�сульфокислоты (АНС) в
течение 30 мин при комнатной температуре в
темноте; флуоресценцию связанного с белком
красителя измеряли при возбуждении на 390 нм,
а эмиссию в диапазоне 450–550 нм на спектро�
флуориметре «Jasco FP�6500» [16].

Гель�фильтрационная хроматография. Моле�
кулярную массу α�кристаллина, инкубирован�
ного с сорбитолом или без него, определяли с
использованием колонки для гель�фильтрации
«Superose�6 10/30», соединенной с системой
очистки белков «Duo Flow» («Bio�Rad
Laboratories») при скорости потока 0,5 мл/мин.

Дифференциальная сканирующая калоримет�
рия. Термическую стабильность α�кристаллина
исследовали методом дифференциальной ска�
нирующей калориметрии (ДСК) на приборе
«VP�DSC» («MicroCal LLC», США), как описа�
но ранее [26]. α�Кристаллин инкубировали с
различными концентрациями сорбитола
(5–500 мМ) или без него, как описано выше.
Образцы инкубированного белка подвергали
интенсивному диализу против 20 мМ калий�
фосфатного буфера (рН 7,4), содержащего
100 мМ хлорида калия и 1 мМ ДТТ. И диализат,
и белковые растворы перед сканированием тща�
тельно дегазировали в вакууме при комнатной
температуре. Термограммы ДСК образцов белка
(1 мг/мл) регистрировали при температуре от 10
до 100 °С при скорости сканирования 60°С/ч
[26]. Также были получены термограммы при
скорости сканирования 30 и 90 °C/ч для провер�
ки зависимости скорости сканирования от теп�
лового развертывания. Данные анализировали с
использованием программного обеспечения для
анализа ДСК «Origin 7.0 DSC», предоставленно�
го производителем.

Статистический анализ. Если не указано
иное, данные представлены как среднее значе�
ние трех экспериментов. Данные были проана�
лизированы с использованием программного
обеспечения «SPSS» версии 19.0. Для количест�
венной оценки шаперонной активности данные
представлены как среднее значение ± стандарт�
ное отклонение. Статистическую значимость
различия между контролем и кристаллином, об�
работанным сорбитолом, определяли с по�
мощью t�критерия Стьюдента. Значения, харак�
теризуемые p < 0,05, определены как значимые.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Повышенная активность АР и повышенная
выработка сорбитола вовлечены в катарактоге�
нез у людей с диабетом и экспериментальных
моделях диабета [22, 27]. Исследования in vitro и
in vivo в целом подчеркнули значение α�крис�
таллина в биологии хрусталика глаза и, в част�
ности, указали на то, что его CLA предотвраща�
ет агрегацию других белков в хрусталике и, как
следствие, образование катаракты [10]. Следует
также отметить нарушение шаперонной функ�
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ции α�кристаллина у крыс и людей, больных диа�
бетом [14, 24, 25]. Данные наблюдения предпо�
лагают наличие связи между снижением CLA
α�кристаллина и диабетической катарактой.
Кроме того, ряд исследований на эксперимен�
тальных животных показывает, что соединения,
ингибирующие АР, могут быть эффективны для
предотвращения диабетических осложнений,
включая диабетическую катаракту [28–30]. Сле�
дует отметить, что исследований, в которых изу�
чалось бы прямое влияние сорбитола на α�крис�
таллин, пока не опубликовано. Поэтому в нас�
тоящей работе мы изучили прямое влияние сор�
битола на CLA α�кристаллина и связанные с
этим структурные изменения при инкубации с
сорбитолом.

Влияние шапероноподобной активности
α�кристаллина, инкубированного с сорбитолом
в течение 5 дней, на индуцированную нагрева�

нием агрегацию βL�кристаллина зависело от
концентрации сорбитола и оценивалось в срав�
нении с немодифицированным α�кристалли�
ном (рис. 1). α�Кристаллин, инкубированный с
сорбитолом в концентрации 5 и 50 мМ, показал
снижение CLA, в то время как α�кристаллин,
инкубированный с 500 мМ сорбитола, показал
такое же или немного более высокое значение
CLA по сравнению с α�кристаллином, инкуби�
рованным без сорбитола в тех же условиях. Та�
ким образом, оказалось, что влияние сорбитола
на активность шаперона может варьировать в
зависимости от концентрации, что, вероятно,
связано с тонкими структурными изменениями
в белке�шапероне, о чем свидетельствуют наб�
людаемые изменения вторичной и третичной
структуры. Аналогичные результаты мы наблю�
дали при агрегации γ�кристаллина под воздей�
ствием тепла (данные не показаны).

Рис. 1. Шапероноподобная активность α�кристаллина. Индуцированную нагреванием агрегацию βL�кристаллина при
62 °С контролировали спектрофотометрически при 360 нм в отсутствие (1) или в присутствии 0,05 мг/мл нативного
α�кристаллина (2) или α�кристаллина, инкубированного с 5 мМ (3), 50 мМ (4) и 500 мМ сорбитола (5). Врезка: относи�
тельная шаперонная активность α�кристаллина. Относительную шаперонную активность (процент защиты) определяли,
принимая за 100% агрегацию βL�кристаллинов в отсутствие α�кристаллинов. Столбцы: 1) нативный α�кристаллин,
2) α�кристаллин, инкубированный с 5 мМ сорбитола, 3) α�кристаллин, инкубированный с 50 мМ сорбитола, 4) α�крис�
таллин, инкубированный с 500 мМ сорбитола. Данные представлены как среднее значение ± стандартное отклонение
(n = 3). Звездочка над столбцами указывает на достоверное различие (p < 0,05) по сравнению с нативным α�кристаллином
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Чтобы получить представление о влиянии
разных концентраций сорбитола на CLA
α�кристаллина мы оценили, есть ли какие�либо
изменения во вторичной и третичной структуре,
используя КД и флуоресцентную спектроско�
пию. Как сообщалось ранее [14, 16], нативный
α�кристаллин имел типичную структуру β�листа
с максимальной отрицательной эллиптич�
ностью в диапазоне 215–218 нм (рис. 2). Следу�
ет отметить, что α�кристаллин, инкубирован�
ный с сорбитолом, демонстрировал изменения
во вторичной структуре, такие как увеличение
отрицательной эллиптичности при 215–218 нм
и усиление положительного сигнала около
200 нм; при этом максимальные изменения бы�
ли зарегистрированы при концентрации 5 мМ,
меньшие – при 50 мМ, и минимальные измене�
ния или их отсутствие наблюдались для образ�
цов, инкубированных с 500 мМ сорбитола
(рис. 2). Эти изменения вторичной структуры
отражаются в уменьшении CLA α�кристаллина
при более низкой концентрации сорбитола в от�
личие от более высокой концентрации.

Такие изменения были характерны и для
третичной структуры, анализируемой с по�
мощью КД в диапазоне 250–300 нм; самые серь�
езные изменения происходили при концентра�

ции 5 мМ, затем – при 50 мМ, а минимальные
изменения наблюдались при концентрации сор�
битола 500 мМ (рис. 3). Самые значительные из�
менения в третичной структуре были отмечены
в ароматической области, что свидетельствует о
конформационных изменениях на третичном
структурном уровне за счет участия ароматичес�
ких остатков. Аналогичный характер изменения
флуоресценции триптофана при разных концен�
трациях сорбитола (рис. 4) дополнительно подт�
верждает характер изменений в третичной
структуре после воздействия сорбитола.

В дополнение к другим определяющим фак�
торам, CLA α�кристаллина в подавлении агрега�
ции белков�клиентов, как полагают, опосредует�
ся взаимодействием между гидрофобными
участками на его поверхности и экспонирован�
ными гидрофобными участками частично раз�
вернутого белка�субстрата [7, 31, 32]. Поэтому
мы также оценили гидрофобность α�кристалли�
на с точки зрения его связывания с АНС, гидро�
фобным зондом. Интенсивность флуоресценции
АНС, связанного с α�кристаллином, была почти
одинаковой для нативного белка и белка, инку�
бированного с 5–500 мМ сорбитола (данные не
представлены). Эти наблюдения свидетельствуют
о том, что сорбитол не влияет на гидрофобную

Рис. 2. Вторичная структура α�кристаллина, полученная с помощью кругового дихроизма в дальнем УФ. Кривые: 1 – на�
тивный α�кристаллин; 2–4 – α�кристаллин, инкубированный с 5, 50 и 500 мМ сорбитолом соответственно. Данные
представлены как среднее значение трех измерений
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Рис. 3. Третичная структура α�кристаллина, полученная с помощью кругового дихроизма в ближнем УФ. Кривые: 1 – на�
тивный α�кристаллин; 2–4 – α�кристаллин, инкубированный с 5, 50 и 500 мМ сорбитола соответственно. Данные пред�
ставлены как среднее значение трех измерений

Рис. 4. Спектры флуоресценции триптофана в α�кристаллине. Кривые: 1 – нативный α�кристаллин; 2–4 – α�кристаллин,
инкубированный с 5, 50 и 500 мМ сорбитолом соответственно. Данные представлены как среднее значение трех измерений
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поверхность α�кристаллина ни при более низ�
ких, ни при более высоких концентрациях. Пос�
кольку сообщалось, что размер олигомеров
α�кристаллина влияет на его CLA [7, 16, 20], мы
также определили молекулярную массу (размер
олигомеров) α�кристаллина методом эксклюзи�
онной хроматографии. Инкубация α�кристалли�
на с сорбитолом (5–500 мМ) не приводила к из�
менению размера его олигомеров (рис. 5).

Стабильность α�кристаллина также имеет
решающее значение для его CLA при исследова�
нии агрегации. При использовании ДСК мы
анализировали термостабильность α�кристал�
лина, инкубированного с сорбитолом. Анализ
термограмм ДСК показал лишь незначительные
изменения термостабильности α�кристаллина,
инкубированного с различными концентрация�
ми (5–500 мМ) сорбитола. Несмотря на то что
для образцов, инкубированных с низкими кон�
центрациями сорбитола, не наблюдалось значи�
тельных изменений термодинамических пара�
метров, для образца, инкубированного с
500 мМ, все же наблюдалось небольшое увели�
чение Tm (∼1 °C) и примерно 10%�ное увеличе�
ние энтальпии и энтропии перехода (рис. 6 и
таблица). Кроме того, не наблюдалось сущест�
венных различий при проведении ДСК при 30 и

90 °C/ч, что указывает на то, что результаты не
зависели от скорости сканирования (данные не
показаны).

В совокупности эти результаты указывают на
то, что α�кристаллин, инкубированный с раз�
личными концентрациями сорбитола, демон�
стрировал едва различимые друг от друга, но
все�таки разные результаты. В частности, инку�
бация с более низкими концентрациями (5 и
50 мМ) сорбитола приводила к потере CLA и из�
менениям вторичной и третичной структур.
Напротив, не наблюдалось существенного влия�
ния ни на CLA, ни на структуру, ни на стабиль�
ность образцов, инкубированных с более высо�
кими концентрациями (500 мМ) сорбитола.
Скорее наблюдался мягкий стабилизирующий
эффект при концентрации сорбитола 500 мМ в
отношении термического разворачивания. Сле�
дует отметить, что в то время как концентрация
сорбитола в хрусталике глаза крыс с нормогли�
кемией находится в диапазоне 0,1–0,2 мМ, у
крыс с диабетом его уровень может повышаться
до 0,5–10 мМ в зависимости от степени гипер�
гликемии [29, 33, 34]. Следовательно, эффекты,
наблюдаемые при 5 или 50 мМ сорбитола в нас�
тоящем исследовании, могут быть связаны с ги�
пергликемическими состояниями в хрусталике

Рис. 5. Молекулярная масса α�кристаллина. Время удерживания при ВЭЖХ нативного (1) или α�кристаллина, инкуби�
рованного с 5 (2) и 500 мМ сорбитола (3)
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диабетических крыс, тогда как супрафизиологи�
ческая концентрация 500 мМ связана с концен�
трациями типичных осмолитов (0,5–1,0 М), ис�
пользуемых в качестве агентов, стабилизирую�
щих белок, или в качестве консервирующих
агентов.

Известно, что низкомолекулярные осмоли�
ты, в том числе сахарные спирты, такие как сор�
битол, стабилизируют трехмерную структуру
многих белков в нестабильных или жестких ус�
ловиях за счет изменения структуры белка и
движения молекул воды, что приводит к боль�
шей стабильности [35, 36]. Помимо применения
в промышленности и фармацевтике, осмолиты
накапливаются in vivo в условиях стресса и влия�
ют на стабильность белков в живых клетках [37].
Осмолиты контролируют стабильность белка,
влияя на стерические, ван�дер�ваальсовые, гид�
рофобные и электростатические взаимодей�
ствия белка с самим собой и со всеми компо�
нентами раствора [38]. Напротив, накопление
сорбитола в хрусталике глаза связано с развити�
ем катаракты, которая является преимуще�
ственно нарушением агрегации белков. Было
показано, что гипергликемия, вызванная хро�
ническим неконтролируемым диабетом, усугуб�

ляет диабетические осложнения, включая диа�
бетическую катаракту, которая, как полагают, в
основном связана с осмотическим стрессом (на�
копление сорбитола внутри клеток) через поли�
оловый путь и связанный с ним окислительный

Рис. 6. Влияние обработки сорбитолом на термостабильность α�кристаллина. Дифференциальная сканирующая калори�
метрическая термограмма нативного α�кристаллина (1) и после воздействия 500 мМ сорбитола (2)

Термодинамические параметры, полученные при исследо�
вании α�кристаллина методом ДСК до и после инкубации
с сорбитолом

Образец

α�кристаллин

α�кристаллин,
инкубированный 
с 5 мМ сорбитолом

α�кристаллин,
инкубированный 
с 50 мМ сорбитолом

α�кристаллин,
инкубированный 
с 500 мМ сорбитолом

Tm

(°C)

57,9

58,2

58,4

58,7

ΔHt

(ккал/моль)

55,2 ± 0,1

58,5 ± 0,2

60,1 ± 0,3

61,3 ± 0,2

ΔSt

(кал/моль/К)

167 ± 1,8

174 ± 1,8

180 ± 2,1

185 ± 2,2

Примечание. Данные представлены как среднее значе�
ние ± стандартное отклонение (n = 3).
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стресс [39, 40]. В дополнение к полиоловому пу�
ти и связанному с ним окислительному стрессу
преобладающим биохимическим механизмом,
приписываемым диабетической катаракте, яв�
ляется неферментативное гликирование. Ис�
следования, проведенные в нашей и других ла�
бораториях, показали, что неферментативное
гликирование α�кристаллина in vitro приводит к
снижению CLA [16, 20, 41, 42]. Также было по�
казано, что окислительный стресс приводит к
снижению CLA α�кристаллина [41, 43, 44]. Од�
нако исследований, в которых изучалось прямое
влияние сорбитола на α�кристаллин, до сих пор
не проводилось.

Количество сорбитола, накапливающегося в
диабетическом хрусталике глаза, в частности,
крысы, не превышает 5–10 мМ, что значитель�
но ниже концентраций (100–1000 мМ) осмоли�
тов, используемых в качестве стабилизаторов
белка. Поэтому в этом исследовании мы изуча�
ли влияние различных концентраций сорбитола
(0,5–500 мМ) на α�кристаллин. Интересно, что
лишь при относительно низких концентрациях
(5 и 50 мМ) сорбитола наблюдалось снижение
CLA по сравнению с более высокими (500 мМ)
концентрациями. Фактически в концентраци�
ях, которые обычно используются для стабили�
зации белка или в качестве консерванта, сорби�
тол не влиял на CLA α�кристаллина. Одновре�
менно со снижением CLA наблюдались незна�
чительные, но воспроизводимые изменения
вторичной и третичной структуры после инку�
бации с 5 мМ и 50 мМ сорбитола, тогда как пос�
ле инкубации с 500 мМ сорбитола изменения во
вторичной и третичной структуре отсутствовали
или были минимальны. Кроме того, ни при ка�
ких концентрациях сорбитола (5–500 мМ) за�
метных различий в молекулярной массе, разме�
ре олигомеров и стабильности α�кристаллина
продемонстрировано не было.

Хотя известно, что осмолиты стабилизируют
нативную конформацию глобулярных белков,
их влияние на стабильность и агрегацию внут�
ренне неупорядоченных белков находится в ста�
дии тщательного изучения [45, 46]. Стабилизи�
рующий эффект осмолитов на белки при высо�
ких концентрациях объясняется гидратацией
(исключением осмолита из белка), как правило,
без изменения структуры нативного белка или в
пользу естественно неупорядоченной структуры
по сравнению с нативной структурой, в то время
как при более низких концентрациях предпоч�
тительными могут быть взаимодействия с бел�
ками, приводящие к изменению структурных и
функциональных свойств [36]. Тем не менее
действие осмолита может быть реализовано
только в присутствии самого осмолита. Поэтому

мы также исследовали структурно�функцио�
нальные свойства α�кристаллина в прямом при�
сутствии различных концентраций сорбитола
(без диализа), но результаты были практически
аналогичны результатам, полученным после
удаления сорбитола с помощью диализа. Это
очень интригующе, потому что теоретически
после диализа эффекты низких и высоких кон�
центраций сорбитола не должны различаться.
Однако даже после анализа данных, получен�
ных в настоящем исследовании, не ясно, каким
образом более низкие концентрации сорбитола
оказывают некоторое влияние на α�кристаллин,
а высокие концентрации сорбитола – не оказы�
вают даже после диализа. Поэтому необходимы
дополнительные углубленные исследования для
определения вероятного механизма наблюдае�
мых эффектов.

Что еще более важно, необходимо изучить
влияние осмолитов, включая сорбитол, на агре�
гацию β� и γ�кристаллинов, которые использу�
ются не только в качестве белков�субстратов
при исследовании CLA, но также являются ос�
новными мишенями защитного действия
α�кристаллина в хрусталике. В этом контексте
следует отметить, что индуцированная теплом и
УФ�излучением агрегация растворимой фрак�
ции (всех трех основных кристаллинов) из хрус�
талика глаза крысы со спонтанным ожирением
была выше по сравнению с их стройными со�
братьями [47], что было в основном связано с ги�
пераккумуляцией сорбитола в хрусталике глаза у
крыс с ожирением по сравнению с контрольной
группой, состоящей из худых особей [33]. Одна�
ко мало что известно о влиянии сорбитола на
кристаллины в отдельности, исследования в
этом направлении ведутся в настоящее время.
Несмотря на обширные исследования касатель�
но вклада сорбитола в развитие диабетической
катаракты, не было предпринято никаких по�
пыток проанализировать влияние сорбитола на
структурные и функциональные аспекты крис�
таллинов. Предварительные результаты, пред�
ставленные в настоящем исследовании, позво�
ляют с большой долей уверенности предполо�
жить, что хроническое воздействие сорбитола
на белки хрусталика, включая α�кристаллин,
при диабете делает их более восприимчивыми к
агрегации и снижению CLA, тем самым пред�
располагая хрусталик к образованию катаракты
наряду с осмотическим стрессом.
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дия) в рамках программ PURSE и FIST. Работа
CUK и US поддерживается исследовательской
стипендией Индийского совета медицинских
исследований, а VS – исследовательской сти�

пендией Совета научных и промышленных ис�
следований правительства Индии.
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EFFECT OF SORBITOL ON ALPHA�CRYSTALLIN
STRUCTURE AND FUNCTION
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Loss of eye lens transparency due to cataract is the leading cause of blindness all over the world. While aggregation of
lens crystallins is the most common endpoint in various types of cataracts, chaperone�like activity (CLA) of α�crys�
tallin preventing protein aggregation is considered to be important for maintaining the eye lens transparency. Osmotic
stress due to increased accumulation of sorbitol under hyperglycemic conditions is believed to be one of the mecha�
nisms for diabetic cataract. In addition, compromised CLA of α�crystallin in diabetic cataract has been reported.
However, the effect of sorbitol on the structure and function of α�crystallin has not been elucidated yet. Hence, in the
present exploratory study, we described the effect of varying concentrations of sorbitol on the structure and function
of α�crystallin. Alpha�crystallin purified from the rat lens was incubated with varying concentrations of sorbitol in the
dark under sterile conditions for up to 5 days. At the end of incubation, structural properties and CLA were evaluat�
ed by spectroscopic methods. Interestingly, different concentrations of sorbitol showed contrasting results: at lower
concentrations (5 and 50 mM) there was a decrease in CLA and subtle alterations in secondary and tertiary structure
but not at higher concentrations (500 mM). Though, these results shed a light on the effect of sorbitol on α�crystallin
structure–function, further studies are required to understand the mechanism of the observed effects and their impli�
cation to cataractogenesis.
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