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Согласно современным представлениям, полиморфизм амилоидных фибрилл может быть причиной раз-
личий в их цитотоксичности, а также вариабельности амилоидозов. Целью данной работы стало изучение
структуры и свойств амилоидных фибрилл на основе модельного амилоидогенного белка лизоцима, полу-
ченных при различных условиях фибриллогенеза (при различной концентрации денатурирующего агента
гуанидингидрохлорида) с применением широкого спектра физико-химических методов, в том числе спе-
циально разработанных. В результате проведенных исследований были показаны различия по следующим
параметрам: 1) склонность фибриллярных волокон к взаимодействию друг с другом и размер формирую-
щихся кластеров; 2) вторичная структура и микроокружение триптофановых остатков амилоид-формиру-
ющих белков; 3) характеристики взаимодействия фибрилл с тиофлавином Т (ThT) – амилоид-специфи-
ческим флуоресцентным зондом; 4) устойчивость амилоидов к воздействию ионного детергента додецил-
сульфата натрия и кипячению. Полученные результаты свидетельствуют о полиморфизме исследуемых
белковых агрегатов. Результаты работы позволили сделать заключение о том, что полученные амилоидные
фибриллы являются перспективным объектом для проведения дальнейших исследований, направленных
на выявление связи структуры амилоидов с их цитотоксичностью.
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Долгое время агрегацию белков в процессе фол-
динга считали артефактом (Jahn, Radford, 2008). Си-
туация заметно изменилась, когда было показано,
что нарушения на пути сворачивания белка или из-
менение их нативной структуры в результате каких-
либо внешних воздействий могут быть причиной па-
тологической агрегации белков, которая приводит к
развитию амилоидозов (например, системного ли-
зоцимового, инсулинового, гемодиализного амило-
идозов) и сопутствует ряду нейродегенеративных за-
болеваний, таких как, болезнь Альцгеймера, прион-
ные болезни, болезнь Гентингтона и др. (Prusiner et al.,
1983; Vassar et al., 1999; Chartier-Harlin et al., 2004;
Valentine et al., 2005; Warby et al., 2009). К настоящему
времени известно более пятидесяти белков (пепти-
дов), накапливающихся в агрегированной форме

при различных заболеваниях (Westermark et al., 2005;
Chiti, Dobson, 2006; Eisenberg, Jucker, 2012). Причи-
ной аномальной агрегации белков считается переход
белка из нативной конформации в патологическую,
в которой молекулы могут взаимодействовать друг с
другом и формировать упорядоченные белковые аг-
регаты – амилоидные фибриллы (Nelson et al., 2005;
Jahn, Radford, 2008). Увеличение концентрации этих
белковых агрегатов и их накопление в тканях и орга-
нах может происходить бесконтрольно и приводить
к существенному ухудшению качества жизни паци-
ентов или к летальному исходу.

Термин амилоид долгое время ассоциировался
только с патологическими процессами. Однако ре-
зультаты недавних исследований свидетельствуют о
том, что белки в фибриллярной форме также могут
выполнять важнейшие физиологические функции
(защитную, строительную, запасающую, сигналь-
ную, транспортную и многие др.), которые необхо-
димы для нормального функционирования клеток и
тканей бактерий, грибов, растений, насекомых и мле-
копитающих (Collinson et al., 1991; Costerton et al., 1999;

Принятые сокращения: КД – круговой дихроизм; GdnHCl –
гуанидингидрохлорид; SDS – додецилсульфат натрия; SDS-
PAGE – электрофорез в полиакриламидном геле; ThT – тио-
флавин Т; RLS – рэлеевское светорассеяние (Rayleigh light
scattering).
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Barnhart, Chapman, 2006; Fowler et al., 2007; Pham et al.,
2014; Avni et al., 2019; Otzen, Riek, 2019). В связи с
многообразием функций и уникальными механиче-
скими свойствами (высокой растяжимостью и проч-
ностью) амилоидов (Cherny, Gazit, 2008), а также их
широкой распространенностью в природе, изучение
этих белковых агрегатов в настоящее время является
весьма актуальной задачей.

Несмотря на различие структуры амилоидоген-
ных белков, все амилоиды имеют схожую морфоло-
гию: они представляют собой длинные, неразветвлен-
ные образования, богатые β-складчатой структурой, в
которой β-листы ориентированы перпендикулярно
оси фибриллы (Sunde et al., 1997; Ivanova et al., 2006;
Nelson, Eisenberg, 2006 ). В связи с этим долгое время
предполагали, что структура амилоидов на основе
различных белков полностью идентична. Однако
позднее были показаны различия в структурной орга-
низации как амилоидов на основе различных белков,
так и фибрилл, сформированных при разных условиях
на основе одного и того же белка (Fandrich et al., 2009;
Sneideris et al., 2015; Sulatskaya et al., 2015; Iadanza et al.,
2018). При этом недавние исследования показали,
что структура амилоидов может влиять на их цито-
токсичность (Stefani, 2010; Tycko, 2015), в связи с чем
выявление внешних факторов, способных приво-
дить к полиморфизму амилоидов, стало важнейшей
прикладной задачей.

Цель настоящей работы заключалась в изучении
полиморфизма амилоидных фибрилл на основе мо-
дельного амилоидогенного белка лизоцима, полу-
ченных в присутствии денатурирующего агента гу-
анидингидрохлорида (GdnHCl) в различных кон-
центрациях, с использованием различных физико-
химических методов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Материалы. В работе использовали тиофлавин Т
(ThT) (UltraPure Grade; AnaSpec, США), лизоцим,
KH2PO4, NaOH и GdnHCl (Sigma, США). ThT и
компоненты буфера растворяли в деионизирован-
ной воде.

Получение амилоидных фибрилл. Для получения
амилоидных фибрилл на основе лизоцима исполь-
зовали буферный раствор – 50 мМ KH2PO4/NaOH
(рН 6.3), не содержащий денатурирующего агента
GdnHCl и содержащий его в концентрации 0.05 и
3 М (Vernaglia et al., 2004; Sulatskaya et al., 2017). Бе-
лок в концентрации 2 мг/мл инкубировали в буфер-
ном растворе в термостате при температуре 57°С и
интенсивном перемешивании на магнитной мешал-
ке в течение 2 сут. Далее сформированные белковые
агрегаты переводили в дистиллированную воду с по-
мощью диализа. Подготовленные образцы визуали-
зировaли с использованием просвечивающей элек-
тронной микроскопии.

Равновесный микродиализ. Равновесный микро-
диализ (Kuznetsova et al., 2012c) проводили с исполь-
зованием приспособления фирмы Harvard Appara-
tus/Amika (США), которое состоит из двух камер
равного объема (500 мкл), разделенных мембраной,
непроницаемой для частиц массой больше 12 000 Да.

Абсорбционная спектроскопия. Спектры поглоще-
ния образцов регистрировали с использованием
спектрофотометра U-3900H (Hitachi, Япония). Для
определения концентрации свободного ThT и лизо-
цима использовали коэффициент молярной экс-
тинкции 31589 (М−1 см−1) при длине волны 412 нм и
37752 (М−1 см−1) при длине волны 280 нм соответ-
ственно. Мутность образцов, содержащих фибрил-
лы, контролировали путем измерения оптической
плотности при 350 нм. При обработке зарегистриро-
ванных спектров поглощения ThT в присутствии
амилоидных фибрилл из измеренных спектров был
исключен вклад светорассеяния амилоидных фиб-
рилл с использованием стандартного протокола
(Vladimirov, Litvin, 1964).

Спектры кругового дихроизма (КД). Спектры КД в
дальней ультрафиолетовой области регистрировали
с использованием спектрополяриметра J-810 (Jasco,
Япония).

Флуоресцентная спектроскопия. Спектры флуо-
ресценции регистрировали с использованием спек-
трофлуориметра Cary Eclipse (Varian, Австралия).
Коррекцию зарегистрированных спектров флуорес-
ценции на эффект первичного внутреннего фильтра
проводили с использованием специально разрабо-
танной методики (Fonin et al., 2014). Для определе-
ния рэлеевского светорассеяния (RLS) флуоресцен-
цию в образцах с фибриллами возбуждали и реги-
стрировали при длине волны 530 нм.

Для оценки времени жизни возбужденного
состояния ThT, встроенного в амилоидные фибрил-
лы, измеряли кривые затухания флуоресценции кра-
сителя с использованием спектрометра Fluo Time
300 (PicoQuant GmbH, Германия) при длине волны
возбуждения 440 нм.

Электронная микроскопия. Для получения элек-
тронных микрофотографий использовали метод не-
гативного контрастирования 1%-ным водным рас-
твором уранилацетата. Суспензию фибрилл наноси-
ли на медные сетки, покрытые формвар-карбоновой
пленкой.

Конфокальная флуоресцентная микроскопия. Для
визуализации амилоидных фибрилл в присутствии
флуоресцентного зонда ThT использовали конфо-
кальный лазерный сканирующий микроскоп Olym-
pus FV 3000 (Olympus, Япония). Была выбрана фик-
сированная длина волны возбуждения лазера
(405 нм), регистрацию флуоресцентного света про-
водили в диапазоне 420–520 нм. Использовали им-
мерсионный объектив с увеличением 60× и число-
вой апертурой NA 0.6.
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SDS-электрофорез в полиакриламидном геле
(SDS-PAGE). Для оценки стабильности амилоидных
фибрилл на основе лизоцима образцы инкубирова-
ли в буфере Лэммли, содержащем 2% ионного детер-
гента додецилсульфата натрия (SDS), и кипятили в
течение 5 мин. Образцы исследовали с помощью
SDS-электрофореза в 17% полиакриламидном геле.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Морфология агрегатов на основе лизоцима, сфор-
мированных в отсутствие и в присутствии GdnHCl. Со-
гласно данным, полученным с использованием про-
свечивающей электронной микроскопии, в образце,
инкубировавшемся в отсутствие GdnHCl, наряду с
фибриллярными структурами (рис. 1б) были обнару-
жены неупорядоченные белковые агрегаты (рис. 1а).
При этом образцы, полученные в присутствии 0.05 и
0.3 GdnHCl (рис. 1в–г) оказались гомогенны и со-
держали только упорядоченные амилоидные фиб-
риллы. Оказалось, что амилоиды, сформировавшие-
ся в отсутствие, а также в присутствии GdnHCl в раз-
личной концентрации, имеют схожую морфологию:

они представляют собой длинные тонкие неразветв-
ленные волокна, склонные к взаимодействию друг с
другом и образованию кластеров (рис. 1б–г).

Полученные образцы были исследованы с ис-
пользованием конфокальной лазерной сканирую-
щей микроскопии (рис. 2а–в). Согласно данным кон-
фокальной флуоресцентной микроскопии образцов в
присутствии амилоид-специфического флуоресцент-
ного зонда тиофлавина Т (ThT), степень кластериза-
ции фибрилл различается: фибриллы, полученные в
отсутствие GdnHCl (рис. 2а) и в присутствии 0.05 М
GdnHCl (рис. 2б), образуют более крупные и плот-
ные сгустки, чем амилоиды, полученные в присут-
ствии 3 М GdnHCl (рис. 2в).

Таким образом, оказалось, что молекула лизоци-
ма в отсутствие GdnHCl может формировать два аль-
тернативных типа агрегатов: амилоидные фибриллы
и аморфные агрегаты. Присутствие GdnHCl, по-ви-
димому, смещает равновесие в сторону образования
амилоидных фибрилл, причем их волокнистая мор-
фология не зависит, а склонность к кластеризации,
напротив, зависит от концентрации денатурирую-
щего агента.

Рис. 1. Визуализация аморфных агрегатов и амилоидных фибрилл на основе лизоцима, полученных в отсутствие (а, б) и в
присутствии GdnHCl в концентрации 0.05 М (в) и 3 М (г). Просвечивающая электронная микроскопия; масштабная линейка:
1 мкм. На вставках – фрагменты изображений в увеличенном масштабе; масштабная линейка: 200 нм.

a б в г

1 �m1 �m1 �m 1 �m 1 �m 1 �m

Рис. 2. Визуализация кластеров амилоидных фибрилл на основе лизоцима, полученных в отсутствие (а) и в присутствии
GdnHCl в концентрации 0.05 М (б) и 3 М (в). Конфокальная флуоресцентная микроскопия в присутствии тиофлавина T
(ThT). Масштабная линейка: 15 мкм.

a б в

15 �m 15 �m 15 �m
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Спектральные и фотофизические характеристики
амилоидных фибрилл на основе лизоцима. Для под-
тверждения сделанного предположения о различной
степени кластеризации исследуемых белковых агре-
гатов мы проанализировали мутность и RLS образ-
цов (рис. 3а, б). Было показано, что значения RLS,
которые характеризуют размер и количество агрега-
тов в образце, для фибрилл, полученных при различ-
ных условиях фибриллогенеза, заметно различают-
ся. Оказалось, что наиболее низкое значение RLS
имеет образец, полученный в присутствии 3 М
GdnHCl (рис. 3а), что согласуется с наименьшим раз-
мером фибриллярных кластеров в этом образце, со-
гласно данными конфокальной микроскопии
(рис. 2в). Аналогичные результаты были получены
при анализе мутности исследуемых образцов: наи-
более низкое значение мутности было показано для
образца, полученного в 3 М GdnHCl (рис. 3б). Таким
образом, результаты проведенных исследований
подтверждают различие линейных размеров фиб-
риллярных агломератов лизоцима в образцах, полу-
ченных при различных условиях фибриллогенеза.

Далее мы зарегистрировали и проанализировали
собственную флуоресценцию исследуемых амило-
идных фибрилл (рис. 3в, г). Показано заметное раз-
личие интегральной интенсивности флуоресценции
(рис. 3в) и положения спектров флуоресценции
(рис. 3г, вставка) лизоцима в мономерной и фиб-

риллярных формах. Оказалось, что максимум спек-
тра флуоресценции образца, полученного в присут-
ствии 0.05 М GdnHCl, сдвигается в коротковолно-
вую область, а максимум спектра флуоресценции
образца, полученного в отсутствие GdnHCl, сдвига-
ется в длинноволновую область по сравнению со
спектром мономерного лизоцима. При этом макси-
мум спектра флуоресценции образца, полученного в
присутствии 3 М GdnHCl, практически совпадает с
максимумом спектра мономерного белка. Обнару-
женные различия спектров флуоресценции амило-
идных фибрилл, полученных при разных условиях,
вероятно, обусловлены различным микроокружени-
ем и подвижностью аминокислотных остатков трип-
тофана в исследуемых образцах, что может свиде-
тельствовать о различии их вторичной структуры.

Для того, чтобы подтвердить сделанное предпо-
ложение о различии вторичной структуры исследуе-
мых амилоидных фибрилл, были зарегистрированы
спектры КД образцов в дальней ультрафиолетовой
области (рис. 3д). Оказалось, что минимум спектров
КД амилоидных фибрилл на основе лизоцима, полу-
ченных в отсутствие и в присутствии 0.05 М GdnHCl
(рис. 3д, вставка), существенно менее выражен по
сравнению с минимумом спектров мономерного
белка и амилоидов, полученных в присутствии 3 М
GdnHCl (рис. 3д). Вероятно, это обусловлено чрез-
вычайно высоким светорассеянием этих фибрилл

Рис. 3. Спектральные и фотофизические свойства мономерного нативного лизоцима (К) и амилоидных фибрилл на его ос-
нове, полученных в отсутствие GdnHCl (0 М) и в его присутствии в концентрации 0.05 и 3 М. а – RLS, б – мутность; в – ин-
тегральная интенсивность флуоресценции (ИФ) (ИФинтегр – площадь под кривой спектра флуоресценции), г – спектры флу-
оресценции, на вставке – нормированные спектры флуоресценции триптофана в амилоидных фибриллах, полученных при
различных концентрациях GdnHCl; д – спектры кругового дихроизма, на вставке – спектры кругового дихроизма фибрилл,
полученных в отсутствие (0 М) и в присутствии 0.5 М GdnHCl, в увеличенном масштабе.
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(рис. 3а, б). При этом форма и положение (минимум
около 220–230 нм) этих спектров, как и спектра
фибрилл, полученных при максимальной концен-
трации GdnHCl, характерны для амилоидных фиб-
рилл на основе различных амилоидогенных белков
(Greenfield, 2006).

С использованием различных базисных наборов
белков и специального программного обеспечения
CDPro (Provencher, Glockner, 1981; Sreerama, Woody,
2000) было определено содержание элементов вто-
ричной структуры (α-спиралей, β-листов, β-поворо-
тов и неупорядоченной структуры) в исследуемых
образцах (табл. 1). Анализ вторичной структуры мо-
номерного лизоцима и амилоидных фибрилл на его
основе показал, что в процессе фибриллогенеза мо-
номерный лизоцим, имеющий высокую долю α-
спиралей, переходит в состояние, богатое β-склад-
чатой структурой, что хорошо согласуется с данны-
ми из литературы, полученными для других амилои-
догенных белков (Sunde et al., 1997; Juarez et al., 2009;
Harada, Kuroda, 2011). При этом содержание β-ли-
стов и β-поворотов в амилоидных фибриллах, полу-
ченных в отсутствие и в присутствии 0.05 М
GdnHCl, заметно отличается от содержания β-струк-
туры в фибриллах, полученных в присутствии 3 М
GdnHCl, что свидетельствует о различной структуре
фибриллярного остова агрегатов, сформированных
при различных условиях. Интересно, что именно для
амилоидов, сформировавшихся в присутствии макси-
мальной концентрации денатурирующего агента и
имеющих наименьшее содержание неупорядоченной
структуры (табл. 1), мы обнаружили наименьшую
склонность к формированию кластеров. Возможно,
элементы неупорядоченной вторичной структуры,
не входящей в остов фибриллы, играют роль во вза-
имодействии амилоидных волокон друг с другом.

Таким образом, в результате анализа спектраль-
ных и фотофизических характеристик амилоидов на
основе лизоцима было показано, что условия фиб-
риллогенеза оказывают влияние не только на склон-
ность фибрилл взаимодействовать друг с другом, но
и на вторичную структуру белка (как участков, фор-

мирующих остов фибриллы, так и фрагментов вне
упорядоченного волокна).

Взаимодействие амилоидных фибрилл на основе
лизоцима со специфическим флуоресцентным зондом
ThT. Для подтверждения предположений о различии
структуры фибриллярного остова амилоидов на ос-
нове лизоцима, полученных при различных услови-
ях, мы исследовали их взаимодействие с бензти-
азольным красителем ThT. Существенной особен-
ностью этого флуоресцентного зонда является то,
что его взаимодействие с фибриллами высоко спе-
цифично, так как ThT не взаимодействует с белками
в нативном (за исключением ацетилхолинэстеразы
(De Ferrari et al., 2001) и сывороточных альбуминов
(Sen et al., 2009; Rovnyagina et al., 2018)), развернутом
или частично-свернутом состояниях, а также с оли-
гомерами и аморфными агрегатами белков. В сво-
бодном состоянии в водном растворе ThT имеет
чрезвычайно низкий квантовый выход флуоресцен-
ции (0.0001), который при взаимодействии красите-
ля с амилоидными фибриллами может увеличивать-
ся в несколько тысяч раз (Sulatskaya et al., 2010).

Благодаря этим уникальным свойствам, ТhT уже
долгое время используется в качестве удобного и эф-
фективного инструмента для диагностики возникно-
вения амилоидов in vivo и in vitro (Biancalana et al., 2009;
Wu et al., 2009; Biancalana, Koide, 2010; Sulatsky et al.,
2020). Кроме того, за последнее десятилетие накопи-
лись данные о том, что ТhT может быть использован
не только для диагностики образования амилоид-
ных фибрилл, но и для изучения структуры этих бел-
ковых агрегатов (Sulatskaya et al., 2015, 2017), что обу-
словлено взаимодействием красителя непосредствен-
но с фибриллярным остовом амилоида (Krebs et al.,
2005). Согласно современным представлениям, краси-
тель встраивается в бороздки, образованные боковы-
ми цепями аминокислот, вдоль длинной оси волокна
фибриллы перпендикулярно β-листам (Krebs et al.,
2005). Таким образом, анализ спектральных характе-
ристик красителя, связанного с фибриллами, может
позволить сделать заключение об их структурном
полиморфизме.

Таблица 1. Анализ вторичной структуры нативного мономерного лизоцима и амилоидных фибрилл на его основе, по-
лученных при различных концентрациях GdnHCl

Фибриллы, полученные 
при концентрации GdnHCl, М α-Спирали, % β-Листы, % β-Повороты, % Неупорядоченная 

структура, %

0 2.7 ± 0.4 44.4 ± 0.4 19.0 ± 0.3 33.9 ± 0.3

0.05 3.3 ± 0.3 43.7 ± 0.3 20.1 ± 0.4 33.0 ± 0.4

3.0 3.3 ± 0.2 54.4 ± 0.7 16.5 ± 0.3 25.9 ± 0.3

Нативный белок 33.3 ± 0.5 17.8 ± 0.3 21.6 ± 0.3 27.3 ± 0.5
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Сложность в исследовании взаимодействия ThT с
амилоидными фибриллами состоит в том, что обра-
зец всегда представляет собой равновесную систему
свободного и связанного с амилоидами красителя.
При этом фотофизические характеристики этих
фракций красителя существенно различаются. Для
того, чтобы определить фотофизические характери-
стики каждой из фракций красителя, присутствую-
щих в образце, мы использовали специально разрабо-
танный подход, основанный на подготовке тестируе-
мых образцов методом равновесного микродиализа
(Kuznetsova et al., 2012a, 2012b, 2012c). Равновесный
микродиализ был выполнен с помощью специаль-
ного приспособления, которое состоит из двух ка-
мер равного объема (объем каждой составляет
500 мкл), разделенных мембраной, проницаемой
для ThT и непроницаемой для амилоидных фиб-
рилл. ThT помещали в одну из камер (камера 2), а об-
разец с амилоидными фибриллами в том же раство-
рителе помещали в другую камеру (камера 1). После
достижения равновесия спектр поглощения раство-
ра в камере 2 представлял собой спектр поглощения
свободного красителя (рис. 4а–в, кривая 1). Спектр
поглощения в камере 1 (рис. 4а–в, кривая 2) пред-
ставлял собой суммарный спектр поглощения сво-

бодного и связанного с амилоидными фибриллами
красителя (рис. 4а–в, кривая 4) на фоне “кажущего-
ся поглощения”, обусловленного светорассеянием
фибрилл (рис. 4а–в, кривая 3).

На рис. 3г представлены спектры поглощения
ThT, связанного с фибриллами на основе лизоцима,
полученными при различных условиях фибриллоге-
неза, которые представляют собой разность спек-
тров поглощения образцов из камер 1 (рис. 4а–в,
кривая 4) и 2 (рис. 4а–в, кривая 1). Анализ получен-
ных результатов показал, что поглощение красите-
ля, связанного с фибриллами, полученными в при-
сутствии 0.05 М GdnHCl, превышает поглощение
ThT, связанного с фибриллами, сформированными
в отсутствие и в присутствии 3 М GdnHCl. Также по-
казана различная величина сдвига спектров погло-
щения красителя, связанного с фибриллами, в длин-
новолновую область (максимум спектра ThT, встро-
енного в фибриллы, полученные в отсутствие и в
присутствии GdnHCl в концентрации 0.05 и 3 M, ре-
гистрируется при длинах волн 451, 455 и 449 нм соот-
ветственно) по сравнению со спектром свободного
ThT (максимум спектра при длине волны 412 нм).
Это, вероятно, обусловлено различной гидрофобно-

Рис. 4. Характеристики взаимодействия флуоресцентного зонда тиофлавина T (ThT) с амилоидными фибриллами на основе
лизоцима. а–в – Спектры поглощения ThT после проведения равновесного микродиализа в 2-камерной системе (см. раздел
“Материал и методика”) в присутствии амилоидных фибрилл на основе лизоцима, полученных в отсутствие (а) и в присут-
ствии GdnHCl в концентрации 0.05 М (б) и 3 М (в): кривая 1 – спектр поглощения свободного красителя в камере 2, кривая 2 –
суммарный спектр поглощения свободного и встроенного в амилоидные фибриллы ThТ, кривая 3 – светорассеяние амило-
идных фибрилл в образце в камере 1, кривая 4 – спектр поглощения свободного и связанного с фибриллами красителя после
исключения светорассеяния фибрилл. г – Спектры поглощения, д – спектры флуоресценции, е – кривые затухания флуорес-
ценции ThT, связанного с амилоидными фибриллами; у кривых указана концентрация GdnHCl.
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стью микроокружения молекул ThT при встраива-
нии в бороздки амилоидных фибрилл.

Для образцов, подготовленных методом равно-
весного микродиализа, были зарегистрированы и
скорректированы на эффект первичного внутренне-
го фильтра (Fonin et al., 2014) спектры флуоресцен-
ции ThT (рис. 4д). Показано, что интенсивность
флуоресценции красителя, связанного с фибрилла-
ми, полученными в присутствии 0.05 М GdnHCl,
превышает интенсивность флуоресценции ThT, свя-
занного с фибриллами, сформированными в отсут-
ствие и в присутствии 3 М GdnHCl. С использовани-

ем зарегистрированных спектров флуоресценции
(рис. 4д) и кривых затухания флуоресценции (рис. 4е)
ThT мы рассчитали квантовый выход флуоресцен-
ции и время жизни возбужденного состояния краси-
теля, связанного с фибриллами (табл. 2). Различие
значений кантового выхода флуоресценции и вре-
мени жизни возбужденного состояния ThT, связан-
ного с различными типами амилоидов на основе лизо-
цима, вероятно, обусловлено различным ограничени-
ем подвижности фрагментов связанного красителя
друг относительно друга в возбужденном состоянии.
Это, в свою очередь, может быть связано c различной
жесткостью микроокружения молекул ThT, а, зна-
чит, структурным полиморфизмом фибриллярных
волокон, полученных при различных условиях.

Устойчивость амилоидных фибрилл на основе лизо-
цима к воздействию внешних факторов. Для сравне-
ния стабильности амилоидных фибрилл на основе
лизоцима, полученных при различных условиях, мы
исследовали их устойчивость к воздействию ионно-
го детергента SDS и кипячения с помощью SDS-
электрофореза в полиакриламидном геле (SDS-
PAGE) (рис. 5).

На дорожке 1 (рис. 5), куда был загружен натив-
ный лизоцим в качестве контроля, обнаружена одна
интенсивная полоса, соответствующая молекуляр-
ной массе мономерного белка (14.3 кДа). При этом
аналогичные полосы для образцов, полученных в от-
сутствие и в присутствии 0.05 М GdnHCl, оказались за-
метно менее интенсивными (рис. 5, дорожки 2, 3). Об-
разцу, полученному в присутствии максимальной
концентрации GdnHCl (рис. 5, дорожка 4), соответ-
ствует наиболее слабая полоса на геле, что свиде-
тельствует о том, что большая часть этих фибрилл не
деградировала при термическом и химическом воз-
действии и не вошла в гель. Таким образом, устой-
чивость исследуемых амилоидных фибрилл на основе
лизоцима к воздействию ионного детергента и кипяче-
ния оказалась различной. Фибриллы, полученные в
присутствии 3 М GdnHCl, являются наиболее ста-
бильными из исследованных амилоидов, что может
быть обусловлено более жесткой и стабильной
структурой фибриллярного волокна этих фибрилл.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате исследования амилоидов на основе

лизоцима, полученных при различной концентра-
ции денатурирующего агента GdnHCl, с применени-
ем широкого спектра физико-химических методов
(в том числе специально разработанных) были пока-
заны различия следующих параметров: склонности
фибрилл к кластеризации; вторичной структуры как
фрагментов белка, формирующих β-складчатый
остов фибриллы, так и участков белка все этого
остова; микроокружения триптофановых остатков
амилоид-формирующих белков; характеристик вза-
имодействия фибрилл со специфическим флуорес-
центным зондом ThT; устойчивости амилоидов к

Таблица 2. Квантовый выход флуоресценции (q) и время
жизни возбужденного состояния (kτl) ThT, связанного с
амилоидными фибриллами, полученными при различ-
ных концентрациях GdnHCl

[GdnHCl], М q kτl, нс

0 (2.7 ± 0.2) × 10–2 1.40 ± 0.06

0.05 (3.5 ± 0.3) × 10–2 1.16 ± 0.04

3.0 (1.8 ± 0.2) × 10–2 1.29 ± 0.05

Рис. 5. Электрофореграмма мономерного лизоцима (до-
рожка 1) и амилоидных фибрилл на основе лизоцима,
полученных в отсутствие (дорожка 2) и в присутствии
GdnHCl в концентрации 0.05 М (дорожка 3) и 3 М (до-
рожка 4). М – маркерные белки, мол. масса (кДа) указана
слева. Мол. масса лизоцима – 14.3 кДа. SDS-электрофо-
рез в полиакриламидном геле.
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воздействию ионного детергента SDS и кипячения.
Полученные данные свидетельствует о структурном
полиморфизме этих белковых агрегатов, который,
вероятно, обусловлен различной степенью денату-
рации белка в присутствии GdnHCl в различных
концентрациях, а, значит, формированием фибрил-
лярного волокна на основе мономерных молекул ли-
зоцима с различной вторичной и третичной структу-
рой. Результаты работы позволили сделать заключе-
ние о том, что полученные амилоидные фибриллы
на основе лизоцима являются привлекательным
объектом для проведения дальнейших исследова-
ний, направленных на выявление связи их структу-
ры с цитотоксичностью.
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Structural Polymorphism of Lysozyme Amyloid Fibrils
N. M. Melnikovaa, M. I. Sulatskya, I. M. Kuznetsovaa, K. K. Turoverova, *, and A. I. Sulatskayaa, **
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**e-mail: ansul@mail.ru

According to the modern concepts, polymorphism of amyloid fibrils can be the cause of the differences in its cyto-
toxicity, as well as the variability of amyloidosis. The aim of this work was to study the structure and properties of the
lysozyme amyloid fibrils obtained under various conditions (at different concentrations of the denaturing agent
guanidine hydrochloride) using a wide range of physicochemical methods, including specially elaborated ones. As a
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result, the difference was shown: 1) the propensity of amyloid fibers to interact with each other and the size of their
clusters; 2) secondary structure and microenvironment of tryptophan residues of amyloid-forming proteins; 3) the
characteristics of the fibrils interaction with the amyloid-specific probe thioflavin T (ThT), as well as 4) the resis-
tance of amyloids to the action of the ionic detergent sodium dodecyl sulfate and boiling. Our results indicate the
polymorphism of the studied protein aggregates. The results of the work allowed us to conclude that the obtained
amyloid fibrils are an attractive object for further research aimed at identifying the relationship between the structure
of amyloids and their cytotoxicity.

Keywords: amyloid fibrils, lysozyme, structural polymorphism, thioflavin T, guanidine hydrochloride, equilibrium
microdialysis
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