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Работа посвящена изучению процессов формирования и функционирования амилоидогенными пептида-
ми ионных каналов, патологическая агрегация и накопление которых является причиной различных ней-
родегенеративных расстройств. Исследовано влияние растительных полифенолов флоретина, бутеина,
ресвератрола, изоликуритигенина, 4'-гидроксихалкона и кардамонина на порообразующую активность
фрагмента 25-35 β-амилоидного пептида в бислойных липидных мембранах из пальмитоилфосфохолина.
Показано, что введение в мембраноомывающие растворы флоретина, бутеина или изоликуритигенина до
концентрации 20 мкМ приводит к росту макроскопического трансмембранного тока, индуцированного
пептидом. При этом кардамонин, 4'-гидроксихалкон и ресвератрол не оказывают влияния на активность
фрагмента 25-35 β-амилоидного пептида. Сопоставление результатов изучения влияния тестируемых по-
лифенолов на электрические и эластические свойства модельных мембран и порообразующую способ-
ность фрагмента 25-35 β-амилоидного пептида позволило сделать вывод об отсутствии связи потенциру-
ющего действия флоретина, бутеина и изоликуритигенина с изменениями физико-химических свойств
липидных бислоев. Результаты, полученные с помощью конфокальной флуоресцентной микроскопии,
указывают на возможную роль доменной организации липидного бислоя в порообразующей активности
амилоидогенного пептида. Результаты электрофизиологических измерений, полученные для α-синукле-
ина (другого белка, формирующего β-склачатые ион-проницаемые поры), не противоречат предположе-
нию о связывании гидроксилированных в 7 положении А-цикла и в 4'-положении B-цикла полифенолов
с открытым пропановым фрагментом с β-слоями, образованными амилоидными пептидами.

Ключевые слова: фрагмент 25-35 β-амилоидного пептида, ионные каналы, бутеин, флоретин, липидные
бислои, липосомы
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Распространенной гипотезой, связывающей ней-
ротоксичность β-амилоидов и их мембранное дей-
ствие, является предположение о формировании пеп-
тидами олигомерных ионных каналов (Arispe et al.,
1993a, 1993b; Mirzabekov et al., 1994, 1996; Hirakura et
al., 2000; Prangkio et al., 2012). Кольцевые структуры
β-амилоидных агрегатов, обнаруженные с помощью
атомно-силовой микроскопии, также свидетель-
ствуют в пользу возможности формирования транс-
мембранных пор (Lin et al., 2001; Lal et al., 2007; Jang
et al., 2009). Электрофизиологическими методами

показано, что различные фрагменты β-амилоидного
пептида способны формировать в модельных ли-
пидных мембранах потенциал-независимые ионные
каналы преимущественно катионной селективности
(Arispe et al., 1993a, 1993b; Mirzabekov et al., 1994, 1996;
Hirakura et al., 2000; Quist et al., 2005; Zakharov et al.,
2007; Nelson et al., 2007; Demuro et al., 2011). Считает-
ся, что наибольшей порообразующей и токсической
активностью обладают олигомеры среднего размера,
около 3–5 нм (Kayed et al., 2004; Prangkio et al., 2012).
Компьютерное моделирование предполагает боль-
шое разнообразие каналов, которые могут быть об-
разованы β-структурами (Tofoleanu, Buchete, 2012).
Данные молекулярной динамики указывают на фор-
мирование подсостояний проводимости каналов за
счет изменения степени олигомеризации амилоид-
ных пептидов (Durell et al., 1994). Многообразие раз-
меров таких структур (Lashuel et al., 2003; Kayed et al.,
2004; Diociaiuti et al., 2006) может определять много-

Принятые сокращения: Aβ25-35 – фрагмент 25-35 β-амилоид-
ного пептида, ПОФХ – 1-пальмитоил-2-олеил-sn-глицеро-3-
фосфохолин, ДОФХ – 1,2-диолеил-sn-глицеро-3-фосфохо-
лин, ДПФХ – 1,2-дипальмитоил-sn-глицеро-3-фосфохолин,
СМ – сфингомиелин из мозга свиней, I∞ – стационарный
трансмембранный ток, индуцированный Aβ25-35 или α-си-
нуклеином, Δϕd – изменение дипольного потенциала мем-
бран.
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уровневую проводимость и различную катионную
селективность β-амилоидных каналов (Arispe et al.,
1993a, 1993b; Mirzabekov et al., 1994; Hirakura et al.,
1999; Kourie et al., 2002). Теоретическое моделирова-
ние допускает и участие мембранных липидов в
формировании трансмембранных пор β-амилоида-
ми (Durell et al., 1994; Tofoleanu, Buchete, 2012).

Установление молекулярных механизмов образо-
вания амилоидами ионных каналов может стать не-
достающим ключом к пониманию патофизиологи-
ческой роли порообразования этими пептидами.
Первоочередным вопросом, который может быть
решен в рамках работы с модельными липидными
системами, является выявление механизмов регуля-
ции мембранной активности амилоидных пептидов,
в частности, фрагмента 25-35 β-амилоидного пепти-
да (Aβ25-35). Удобным и успешно применяемым ин-
струментом для изучения формирования и функци-
онирования различных каналов являются расти-
тельные полифенолы (Rokitskaya et al., 2002; Hwang
et al., 2003; Luchian, Mereuta, 2006; Ostroumova et al.,
2010, 2011, 2012a, 2012b, 2014; Mereuta et al., 2008,
2011; Lundbaek et al., 2010; Efimova et al., 2014, 2016,
2018a, 2018b). Их использование позволило опреде-
лить роль липидного микроокружения в функцио-
нировании различных каналов и выдвинуть предпо-
ложение об их строении.

Ранее (Ефимова и др., 2015) было показано, что
введение полифенола флоретина в мембраноомыва-
ющие растворы до концентрации 20 мкМ вызывает
рост стационарного трансмембранного тока, инду-
цированного Aβ25-35, в бислоях из эквимолярной
смеси диолеилфосфосерина и диолеилфосфоэта-
ноламина. При этом флорицин, генистеин и кверце-
тин не оказывают эффекта, подобного флоретину,
Сравнение химических структур использованных
полифенолов и результатов их действия на порооб-
разующую активность Aβ25-35 позволило установить,
что важную роль во взаимодействии Aβ25-35 и расти-
тельных полифенолов играет заряд пептида и нали-
чие открытого пропанового фрагмента в молекуле
полифенола.

Целью настоящей работы являлось исследование
влияния растительных полифенолов с открытым
пропановым фрагментом – бутеина, изоликурити-
генина, 4'-гидроксихалкона, кардамонина и ресве-
ратрола – на порообразующую активность Aβ25-35 в
модельных липидных мембранах. Были поставлены
следующие задачи: определить величины изменений
количественных характеристик физико-химических
свойств модельных липидных мембран при адсорб-
ции полифенолов (дипольного потенциала мем-
бран, фазового разделения компонентов липосом и
термотропного поведения липидов); установить ме-
ханизмы влияния полифенолов на порообразую-
щую способность Aβ25-35.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

В работе использовали следующие реагенты: 1-паль-
митоил-2-олеил-sn-глицеро-3-фосфохолин (ПОФХ),
1,2-диолеил-sn-глицеро-3-фосхолин (ДОФХ), 1,2-ди-
пальмитоил-sn-глицеро-3-фосфохолин (ДПФХ),
сфингомиелин из мозга свиней (СМ) и 1,2-дипальми-
тоил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин-N-(лиззамин
родамин) (ЛР-ДПФЭ) (Avanti Polar Lipids, США);
флоретин, бутеин, ресвератрол, изоликуритигенин,
4'-гидроксихалкон, кардамонин, KCl, KOH, HEPES,
пентан, этанол, гексадекан, нонактин, сорбитол,
фрагмент 25-35 β-амилоидного пептида (Aβ25-35), α-си-
нуклеин (Sigma, США). Химические структуры поли-
фенолов представлены в табл. 1.

Реконструкция ионных каналов в липидные бислои.
Формирование мембран проводили по методу Мон-
тала и Мюллера путем сведения конденсированных
липидных монослоев на отверстии в тефлоной плен-
ке, разделяющей экспериментальную камеру на два
отделения (Montal, Mueller, 1972). Монослои фор-
мировали из ПОФХ в 0.1 M KCl (рН 7.4). Aβ25-35 и
α-синуклеин добавляли к водной фазе одного отделе-
ния камеры из водного раствора до определенной кон-
центрации в диапазоне 30–60 и 1–3 мкМ соответ-
ственно. Полифенолы (флоретин, бутеин, изолику-
ритигенин, 4'-гидроксихалкон, ресвератрол,
кардамонин) вводили в оба отделения камеры, ис-
пользуя маточные (20 мМ) растворы в диметилсуль-
фоксиде, до конечной концентрации 20 мкМ.
В условиях эксперимента часть молекул (от 16 до
55%) всех тестируемых полифенолов имеет отрица-
тельный заряд. Поскольку действие полифенола на
Aβ25-35-индуцированный ток не зависит от состава
мембраны, вместо эквимолярной смеси диолеил-
фосфосерина и диолеилфосфоэтаноламина (Ефи-
мова и др., 2015) в настоящей работе использовали
однокомпонентные мембраны из ПОФХ. Электро-
физиологические измерения проводили при ком-
натной температуре.

Измерения и оцифровку трансмембранных токов
проводили в режиме фиксации потенциала с помо-
щью Axopatch 200B и Digidata 1440A (Axon Instru-
ments, США). Обработку записей трансмембранных
токов осуществляли с применением программного
пакета Clampfit 9.0 (Axon Instruments, США). Ис-
пользовали 8-полярный фильтр Бесселя (Model
9002, Frequency Devices, США) и частоту фильтра-
ции 1 кГц. Статистический анализ полученных дан-
ных проводили при помощи программы Origin 8.0
(OriginLab, США).

Среднее отношение (I∞/ ) стационарного инте-
грального трансмембранного тока, индуцированно-
го каналообразующим пептидом в присутствии (I∞)

и отсутствие полифенола ( ), определяли как сред-
нее арифметическое значение и стандартное откло-

∞
0I

∞
0I
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Таблица 1. Основные характеристики влияния полифенолов на свойства модельных липидных мембран и порообра-
зующую активность амилоидогенных пептидов и белков

Примечание. Для каждой из экспериментальных систем представлено среднее значение и его ошибка. С вероятностью 0.68 среднее
значение генеральной совокупности находится в указанном интервале. 

I∞/  – отношение стационарного трансмембранного тока, индуцированного Aβ25-35 или α-синуклеином в ПОФХ-мембранах, после

(I∞) и до ( ) введения полифенола в конечной концентрации концентрации 20 мкМ; Δϕd – изменение дипольного потенциала мембран
в присутствии 20 мкМ полифенола в растворах, омывающих ДОФХ-мембраны; ΔTm, ΔT1/2 – изменение температуры максимума и полу-
ширины пика, соответствующего главному фазовому переходу ДПФХ при соотношении липид : полифенол 2 : 1. а по: Efimova et al., 2018.

Полифенол Химическая структура
I∞/ I∞/

–Δϕd, мВ –ΔTm, °C ΔT1/2, °C
Aβ25-35 α-синуклеин

Флоретин 3.1 ± 0.7 4.6 ± 0.8 140 ± 7а 4.4 ± 0.4 0.9 ± 0.2

Бутеин 1.7 ± 0.5 1.6 ± 0.4 150 ± 12а 4.8 ± 0.5 2.5 ± 0.3

Изоликуритигенин 2.1 ± 0.1 1.7 ± 0.3 41 ± 12 6.2 ± 0.3 1.1 ± 0.2

Кардамонин 1.3 ± 0.2 1.0 ± 0.2 38 ± 9а 5.2 ± 0.3 0.9 ± 0.1

4'-Гидроксихалкон 1.0 ± 0.1 1.1 ± 0.1 35 ± 10а 5.7 ± 0.2 2.5 ± 0.1

Ресвератрол 1.0 ± 0.1 0.9 ± 0.1 9 ± 7а 3.3 ± 0.4 1.5 ± 0.1
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нение от среднего. Усреднение I∞/  проведено для
3–5 независимых экспериментов.

В каждой из экспериментальных систем в случае
всех методов результат выражали как среднее значе-
ние и его ошибка. С вероятностью 0.68 среднее зна-
чение генеральной совокупности находится в ука-
занном интервале.

Определение изменения дипольного потенциала
мембран (Δϕd). При измерении Δϕd мембраны фор-
мировали из ДОФХ в 0.1 М растворах KCl при рН 7.4
(5 мМ HEPES). Изоликуритигенин вводили в оба
отделения камеры до конечной концентрации 20
мкМ. Поскольку при нейтральных значениях рН до-
ля заряженных молекул изоликуритигенина состав-
ляет менее 16%, то считали, что рост нонактин-ин-
дуцированного тока обусловлен падением диполь-
ной компоненты граничного потенциала мембран.

При введении изоликуритигенина Δϕd определя-
ли с использованием статистики Больцмана (Ander-
sen et al., 1976). Среднее значение изменения диполь-
ного потенциала мембран при адсорбции изоликури-
тигенина определяли как среднее арифметическое
значение Δϕd и ошибку среднего при измерении от
4 бислоев, как описано ранее в (Ефимова и Остро-
умова, 2015; Ефимова и др., 2017; Efimova et al., 2018b).

Конфокальная флуоресцентная микроскопия липо-
сом. Гигантские одноламеллярные липосомы фор-
мировали из смеси ПОФХ/СМ (80/20 мол. %) с вве-
денным в нее флуоресцентным липидным зондом
ЛР-ДПФЭ (0.1 мол. %) в электрическом поле c по-
мощью прибора “Nanion vesicle prep pro” (Германия),
как описано ранее (Ефимова и Остроумова, 2017). В
экспериментальные аликвотированные образцы вво-
дили фрагмент Aβ25-35 до концентрации 7 мкМ без или
вместе с полифенолами (400 мкМ флоретина, 4'-гид-
роксихалкона или ресвератрола). Липосомы наблю-
дали через иммерсионный объектив 100×/1.4 HCX
PL микроскопа Leica TCS SP5 конфокальной лазер-
ной системы Apo (Leica Microsystems, Германия) при
комнатной температуре. Свечение ЛР-ДПФЭ реги-
стрировали при длине волны возбуждения 543 нм
(гелий-неоновый лазер). Согласно данным из лите-
ратуры, ЛР-ДПФЭ в бислое с фазовым разделением
встраивается в жидкую неупорядоченную фазу (ld),
формируемую ПОФХ (Juhasz et al., 2010). При этом
твердая упорядоченная фаза (so), обогащенная СМ,
остается неокрашенной (Muddana et al., 2012).

Образец характеризовали частотой встречаемо-
сти (pi, %) гомогенных и гетерогенных везикул:

(1)

где i – тип фазового разделения липосом (ld или ld + so);
Ni – число везикул в образце с определенным сцена-
рием фазового разделения (0–50), N – общее число
липосом в образце (не менее 50 в каждой системе).

∞
0I

= ×100%,i
i

Np
N

Для каждой системы проводили 5 независимых экс-
периментов.

Сильное тушение флуоресценции ЛР-ДПФЭ в
присутствии бутеина, изоликуритигенина и карда-
монина не позволило исследовать влияние полифе-
нолов на доменную организацию везикул.

Дифференциальная сканирующая микрокалори-
метрия модифицированных везикул. Гигантские од-
ноламеллярные липосомы изготавливали из ДПФХ
методом электроформации c помощью “Nanion ves-
icle prep pro” (напряжение 3 В, частота 10 Гц, 1 ч,
55°C). Концентрация липида составляла 3 мМ. В
экспериментальные образцы вводили полифенолы в
соотношении липид : полифенол равном 2 : 1. Тер-
мограммы липосомных суспензий получали при по-
мощи дифференциального сканирующего микрока-
лориметра μDSC7 (Setaram, Франция). Воспроизво-
димости температурной зависимости теплоемкости
достигали путем повторного нагревания образца
сразу после охлаждения с постоянной скоростью 0.2
K/мин. Пики на термограммах характеризовали
температурой максимума (Tm) и шириной на полу-
высоте (T1/2), отвечающей кооперативности фазово-
го перехода ДПФХ. Измерение указанных выше па-
раметров позволяет судить о термотропном поведе-
нии липидов при адсорбции растительных
полифенолов.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Рис. 1 демонстрирует действие флоретина, бутеи-

на и изоликуритигенина на стационарный транс-
мембранный ток, индуцированный фрагментом
Аβ25-35 (I∞) в ПОФХ-бислоях при трансмембранном
напряжении 50 мВ. Видно, что указанные полифе-
нолы вызывают рост I∞. В табл. 1 представлены
средние отношения трансмембранного тока, инду-
цированного Аβ25-35, после и до введения различных

полифенолов (I∞/ ). Можно заключить, что флоре-
тин, бутеин и изоликуритигенин потенцируют муль-
тиканальную активность фрагмента Аβ25-35 (транс-
мембранный ток, протекающий через бислой, уве-
личивается более чем в два раза), в то время как
другие протестированные полифенолы (4'-гидрок-
сихалкон, кардамонин и ресвератрол) практически
не влияют на индуцированный фрагментом транс-
мембранный ток (табл. 1).

В табл. 1 также представлены средние значения
падения дипольного потенциала (Δϕd) фосфохоли-
новых мембран, вызванного адсорбцией изоликури-
тигенина. Для остальных тестируемых полифенолов
показаны величины, полученные нами ранее (Efi-
mova et al., 2018b). Можно заметить, что флоретин и
бутеин вызывают значительное снижение диполь-
ного потенциала мембран (около 150 мВ), уменьше-
ние ϕd вследствие добавки изоликуритигенина, кар-
дамонина и 4'-гидроксихалкона составляет не более

∞
0I
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40 мВ, при этом ресвератрол диполь-модифицирую-
щим действием в отношении фосфохолиновых бис-
лоев не обладает.

Рис. 2 показывает термограммы липосом из ДПФХ
в отсутствие (контроль) и в присутствии флоретина,
бутеина, изоликуритигенина, 4'-гидроксихалкона,
кардамонина и ресвератрола при соотношении ли-
пид : полифенол, равном 2 : 1. Изменения термот-
ропного поведения насыщенного фосфохолина
можно оценить на основании параметров, характе-
ризующих главный фазовый переход, в частности,
температуры плавления (Tm) и ширины соответству-
ющего пика на полувысоте, которая отвечает коопе-

ративности фазового перехода (T1/2). В отсутствие
модификаторов Tm ДПФХ составляет 41.4°C, а T1/2
равна 0.5°С. В табл. 1 представлены соответствую-
щие величины изменения температуры и полушири-
ны пика при фазовом переходе ДПФХ в липосомах,
модифицированных полифенолами. Можно заметить,
что все тестируемые полифенолы вызывают падение
Tm и рост T1/2. Способность вызывать падение Tm воз-
растает в ряду ресвератрол ≤ флоретин ≤ бутеин ≈ кар-
дамонин ≤ 4'-гидроксихалкон ≤ изоликуритигенин.
Кооперативность перехода падает в ряду флоретин ≈
≈ кардамонин ≈ изоликуритигенин ≤ ресвератрол <
< бутеин ≈ 4'-гидроксихалкон.

Рис. 1. Влияние полифенолов флоретина (а), бутеина (б) и изоликуритигенина (в) на стационарный ток I, индуцированный
фрагментом Aβ25-35 в липидных бислоях из ПОФХ. 
Мембраны омываются 0.1 М KCl (pH 7.4). Моменты введения полифенолов в мембраноомывающие растворы до концентра-
ции 20 мкМ указаны стрелками. Трансмембранное напряжение составляет 50 мВ. На вставке (а): пример записи трансмем-
бранных токов, протекающих через Aβ25-35 каналы.
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На рис. 3 представлены круговые диаграммы, по-
строенные согласно формуле 1, которые демонстри-
руют вероятность обнаружения липосом с фазовым
разделением в суспензии в отсутствие каких-либо
агентов, в присутствии 7 мкМ Aβ25-35 или при одно-
временном введении того же количества Aβ25-35 и
флоретина, 4'-гидроксихалкона или ресвератрола в
конечной концентрации 400 мкМ. В отсутствие
мембраноактивных соединений число везикул с
твердыми упорядоченными доменами, обогащен-
ными СМ (ld + so), равно 80% (рис. 3, а). Из сравне-
ния рис. 3, а и 3, б видно, что инкубация ПОФХ/СМ
(80/20 мол. %) липосом с Aβ25-35 (7 мкМ) приводит к
15%-ному росту числа везикул с доменами so. Введе-
ние флоретина к липосомам, обработанным амило-
идным пептидом, вызывает 45%-ное уменьшение
числа липосом с видимым фазовым разделением
(рис. 3, в). При этом добавка 4'-гидроксихалкона
(рис. 3, г) или ресвератрола (рис. 3, д) к везикулам,
модифицированным Aβ25-35, не оказывает влияния
на сценарий фазового разделения в мембранах ли-
посом.

В табл. 1 представлены результаты влияния поли-
фенолов на порообразующую активность α-си-
нуклеина в ПОФХ-мембранах. Из табл. 1 видно, что,
как и в случае Aβ25-35, флоретин, бутеин и изолику-
ритигенин вызывают рост I∞ приблизительно в 5,
1.5 и 2 раза соответственно. Добавка кардамонина,
4'-гидроксихалкона или ресвератрола практически
не влияет на I∞ (табл. 1).

ОБСУЖДЕНИЕ
Растительные полифенолы известны своей спо-

собностью уменьшать дипольный потенциал мем-
бран (Efimova, Ostroumova, 2012; Остроумова и др.,
2013; Efimova et al., 2018b). На основании сравнения
приведенных в табл. 1 величин I∞/  и –∆ϕd при ад-
сорбции тестируемых полифенолов можно говорить
о том, что потенцирование порообразующей способ-

∞
0I

ности Аβ25-35 флоретином, бутеином и изоликурити-
генином не является результатом изменения диполь-
ного потенциала мембран этими полифенолами.

Согласно литературным данным некоторые по-
лифенолы способны влиять на порообразующую
способность антимикробных агентов посредством из-
менения трансмембранного распределения латераль-
ной компоненты давления (Hwang et al., 2003; Chulkov,
Ostroumova, 2016; Efimova et al., 2018a, 2018b). О моди-
фикации профиля латерального давления можно су-
дить по изменению термотропного поведения мем-
бранообразующих липидов, в частности, величин Tm
и T1/2 в присутствии полифенолов. Наблюдаемое
уменьшение Tm и увеличение T1/2 при введении по-
лифенолов (табл. 1) можно объяснить их встраива-
нием между полярными “головками” ДПФХ. В ре-
зультате увеличения площади, приходящейся на од-
ну молекулу липида, подвижность углеводородных
цепей липидов возрастает, T1/2 возрастает, а Tm пада-
ет. Отсутствие корреляции между способностью по-
лифенолов потенцировать порообразующую актив-
ность Аβ25-35 и влиять на термотропное поведение
ДПФХ (табл. 1) свидетельствует о том, что эффект
флоретина, бутеина и изоликуритигенина не связан
с модификацией эластических свойств мембраны
этими полифенолами.

Результаты, полученные методом флуоресцент-
ной конфокальной микроскопии липосом (рис. 3),
указывают на существенную роль доменной органи-
зации липидного бислоя в мембранной активности
амилоидных пептидов. Считается, что липидные
упорядоченные домены могут выступать точками
концентрации и нуклеации амилоидных пептидов
(Sasahara et al., 2013). Как показано нами ранее, рас-
тительные полифенолы способны влиять на величи-
ну несоответствия толщины углеводородного кора
между доменами, находящимися в упорядоченном и
неупорядоченном состоянии (Ефимова, Остроумо-
ва, 2017). Можно думать, что под действием флоре-
тина изменяется размер амилоид-индуцированных
упорядоченных доменов: домены макроскопиче-

Рис. 3. Круговые диаграммы, демонстрирующие вероятность обнаружения в суспензии липидных везикул с фазовым разде-
лением: в отсутствие каких-либо мембраноактивных агентов (а), в присутствии 7 мкМ Aβ25-35 (б) или при одновременной до-
бавке 7 мкМ Aβ25-35 и флоретина (в), 4'-гидроксихалкона (г) или ресвератрола (д) в концентрации 400 мкМ. 
На каждой диаграмме сектор, отвечающий процентному соотношению везикул с твердыми упорядоченными доменами
(ld + so), окрашен в темно-серый цвет, сектор белого цвета характеризует относительное число гомогенно окрашенных липо-
сом, пребывающих в жидком неупорядоченном состоянии (ld) и не демонстрирующих видимого фазового разделения. Липо-
сомы сформированы из ПОФХ/СМ (80/20 мол. %) методом электроформации.

а б в г д

80%

20%

95%

5%

50%

50%

82%

18%

79%

21%

ld + so

ld 



ЦИТОЛОГИЯ  том 61  № 3  2019

МЕХАНИЗМЫ РЕГУЛЯЦИИ АМИЛОИД-ИНДУЦИРОВАННОЙ ПРОНИЦАЕМОСТИ 253

ских размеров трансформируются в более мелкие,
имеющие нанометровый размер и не определяемые
методом конфокальной флуоресцентной микроско-
пии. Благодаря разделению в присутствии полифе-
нолов крупных обогащенных амилоидами доменов
на более мелкие, может увеличиваться длина грани-
цы между упорядоченной и неупорядоченной фазой.
Если предположить, что амилоидные каналы локали-
зуются на границе упорядоченных доменов, в зоне
несоответствия толщины углеводородного остова
мембраны в упорядоченном и неупорядоченном со-
стоянии, то введение полифенола приведет к росту
интегрального Аβ25-35-индуцированного трансмем-
бранного тока в виду увеличения возможности встра-
ивания амилоидных каналов в область раздела ли-
пидных фаз.

Ранее в работе было показано, что добавка флоре-
тина до концентрации 20 мкМ в мембраноомываю-
щие растворы вызывает рост стационарного транс-
мембранного тока, индуцированного Аβ25-35 (Ефи-
мова и др., 2015). При этом флорицин, генистеин и
кверцетин подобного флоретину эффекта не оказыва-
ют. С использованием других амилоидогенных пепти-
дов, характеризующихся различным интегральным за-
рядом, было установлено, что одним из механизмов,
ответственным за рост амилоид-индуцированного то-
ка, является электростатическое взаимодействие меж-
ду положительно заряженным каналообразующим
агентом и отрицательно заряженным полифенолом.
Учитывая что кверцетин и генистеин, несмотря на
отрицательный заряд, не оказывали действия на
Аβ25-35-индуцированный трансмембранный ток, бы-
ло сделано заключение, что это условие необходимо,
но недостаточно для наблюдаемого эффекта. Важ-
ным фактором оказалось наличие открытого пропа-
нового фрагмента у молекул полифенола, то есть его
конформация.

Это может свидетельствовать в пользу того, что на-
блюдаемый рост стационарного трансмембранного
тока, индуцированного Аβ25-35, в присутствии флоре-
тина, бутеина и изоликуритигенина, может быть ре-
зультатом непосредственного взаимодействия моле-
кул полифенола с β-структурами. Сравнительный
анализ структур тестируемых полифенолов и их эф-
фектов в отношении Аβ25-35-индуцированного транс-
мембранного тока, позволяет предположить суще-
ствование определенного структурного мотива в мо-
лекулах полифенолов, который ответственен за
взаимодействие полифенолов с β-структурами. Все
полифенолы, потенцирующие активность амилои-
дов, имеют ОН-группы в 7 положении А-цикла и в
4'-положении B-цикла и открытый трехуглеродный
фрагмент, связывающий кольца А и В. Оценка рас-
стояния между ОН-группами в положениях 7- и
4' молекул флоретина, бутеина и изоликуритигени-
на была проведена нами путем геометрической оп-
тимизации эллипсоидами с использованием Hyper-
Chem 7.0. Полученные результаты указывают на то,

расстояние между указанными гидроксильными
группами в молекулах флоретина, бутеина и изоли-
куритигенина составляет порядка 1.0–1.1 нм. При
этом аппроксимация эллипсоидом молекул других
тестируемых полифенолов (кардамонина и 4'-гид-
роксихалкона), не имеющих ОН-группы в 4'-поло-
жении кольца В или характеризующимися меньшим
размером углеродного фрагмента между кольцами А
и В, в частности, ресвератрола, дает максимальный
размер молекул 0.7–0.8 нм. Согласно литературным
данным расстояние между соседними β-листами
равно 1.0–1.2 нм (Hamley, 2007; Groenning, 2010). Ве-
роятно, благодаря открытому углеродному фрагменту
гидроксилированных в положениях 7 и 4' молекул по-
лифенолов и их высокой конформационной подвиж-
ности обеспечивается тонкая подстройка при их
встраивании и связывании с соседними β-листами.

Для проверки предположения о специфическом
взаимодействии некоторых полифенолов с β-струк-
турами в работе был использован другой амилоидо-
генный белок α-синуклеин, N-концевой домен ко-
торого положительно заряжен. Согласно литератур-
ным данным, α-синуклеин способен образовывать
небольшие олигомеры, характеризующиеся высоким
процентом β-складчатости (Pfefferkorn et al., 2012) и
способные формировать в модельных и клеточных
мембранах ион-проницаемые поры (Zakharov et al.,
2007; van Rooijen et al., 2010). Результаты наших из-
мерений показали, что в присутствии флоретина,
бутеина и изоликуритигенина, аналогично случаю с
Аβ25-35, наблюдается рост α-синуклеин-индуциро-
ванного трансмембранного тока, в то время как другие
тестируемые полифенолы величину I∞ не изменяют
(табл. 1). Таким образом, полученные результаты не
противоречат предположению о непосредственном
взаимодействии молекул полифенолов с β-структу-
рами.

Таким образом, полученные в работе результаты
позволяют сделать вывод о связывании гидрокси-
лированных в положении 7 А-цикла и в положении
4' B-цикла полифенолов с открытым пропановым
фрагментом с β-структурами амилоидогенных бел-
ков и пептидов. Вызываемый флоретином, бутеи-
ном и изоликуритигенином рост порообразующей
активности амилоидогенных пептидов и белков с
одной стороны, и нейропротекторное действие по-
лифенолов с другой, ставят под сомнение участие
амилоидных пор в патогенезе нейродегенератив-
ных расстройств.

Авторы выражают благодарность Ф.А. Гурневу за
предоставление α-синуклеина и обсуждение резуль-
татов работы.
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MECHANISMS OF POLYPHENOL REGULATION OF AMYLOID-INDUCED 
PERMEABILITY OF PLANAR LIPID MEMBRANE

S. S. Efimovaa, * and O. S. Ostroumovaa

aInstitute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg 194064, Russia
*E-mail: efimova@incras.ru

The work is devoted to the study of the processes of formation and functioning of ion channels induced by amyloi-
dogenic peptides. The effect of plant polyphenols, phloretin, butein, resveratrol, isoliquiritigenin, 4'-hydroxychal-
cone and cardamonin, on the pore-forming activity of fragment 25-35 of amyloid β-peptide (Aβ25-35) in the palmi-
tooleoylphosphocholine bilayers was studied. It has been shown that an addition of phloretin, butein or isoliquiriti-
genin in the membrane-bathing solution up to 20 μM led to significant increase in the macroscopic transmembrane
current induced by the peptide. Cardamonin, 4'-hydroxychalcone and resveratrol, did not affect the membrane ac-
tivity of the Aβ25-35. A comparison of the effects of polyphenols on the electrical and elastical properties of the mem-
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branes and on the pore-forming ability of the Aβ25-35 demonstrated that the observed effects is not related
to the changes in the physical parameters of lipid bilayers. The results obtained using confocal f luorescence micros-
copy indicated the role of the domain structure of the lipid bilayer in the membrane activity of amyloidogenic pep-
tides. The results of electrophysiological measurements with α-synuclein, another protein that forms ion-permeable
β-sheets structures in lipid bilayers, do not contradict the assumption that polyphenols hydroxylated in the 7-posi-
tion of A-cycle and 4'-position of B-cycle with open propane fragments between the rings specifically interacts with
the β-structures of amyloid proteins and peptides.

Keywords: fragment 25–35 of β-amyloid peptide, ion channels, butein, phloretin, resveratrol, lipid bilayers, lipo-
somes, permeability, lipid phase separation
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