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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 
АДГ – алкогольдегидрогеназа 

АСМ – атомно-силовая микроскопия 

ДЛС – динамическое лазерное светорассеяние 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

ДСН – додецил сульфата натрия 

ДТТ – дитиотреитол 

КД – круговой дихроизм 

ПААГ – полиакриламидный гель 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

ТМАО – триметиламин-N-оксид  

ТЭМ – тринсмиссионная электронная микроскопия 

ФЭУ – фотоэлектронный умножитель 

ФШ – фармакологические шапероны 

ЭГТА – этиленгликольтетраацетат 

ЯМР – ядерный магнитный резонанс 

ACTH – адренокортикотропный гормон 

ATP – аденозинтрифосфат 

Аβ-пептид – β-амилоидный пептид 

bis-ANS – 4,4'-дианилин-1,1'-динафталин-5,5'-дисульфоновая кислота 

cAMP – циклический аденозинмонофосфат 

GuHCl – гуанидин гидрохлорид 

Hsp – heat shock proteins, белки теплового шока 

sHsp – small heat shock proteins, малые белки теплового шока 

MAVS – mitochondrial antiviral signaling protein, митохондриальный 

антивирусный сигнальный белок 

MIF – macrophage migration inhibitory factor, фактор ингибирования 

миграции макрофагов 

ThT – тиофлавин Т 

TSP – триметилсилил-пропионовая кислота 
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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность проблемы. Одним из фундаментальных направлений 

современной биологии и биотехнологии является исследование ассоциации и 

агрегации белков. В процессе фолдинга белки приобретают уникальную 

трехмерную структуру, определяющую их биологическую активность. В 

результате мутаций, посттрансляционных модификаций, окислительных 

повреждений, изменений условий окружающей среды (pH, УФ-облучения, 

температуры) происходит нарушение конформации молекулы белка, 

приводящее к его агрегации. В результате формируются различные структуры: 

растворимые олигомеры, аморфные агрегаты и амилоидоподобные фибриллы, 

вызывающие так называемые «конформационные болезни» [Dobson, 2004; 

Uversky, 2014]. 

Однако в последние несколько десятилетий были выявлены 

многочисленные непатогенные белки и пептиды, которые при определенных 

условиях образуют ассоциаты (от аморфных агрегатов до 

высокоструктурированных фибрилл), сходные по морфологическим 

свойствам с теми, которые выявляются при «конформационных болезнях».  

В настоящее время общепринятым считается представление о том, что 

формирование белками и пептидами фибриллоподобных структур является 

универсальным свойством полипептидных цепей [Stefani and Dobson, 2003; 

Dobson, 2004]. Кроме того, взгляды на агрегацию белков как на 

патологический процесс, являющийся первопричиной «конформационных 

болезней», в значительной степени подвергаются сомнениям. Далеко не 

всегда можно утверждать, что именно формирование амилоидоподобных 

агрегатов индуцирует развитие того, или иного заболевания. Накоплено 

большое число фактов, свидетельствующих о том, что белковые агрегаты 

могут быть функционально активными и выполнять определенную 

биологическую роль в живой системе. Такие структуры получили название 

«функциональные амилоиды» [Fowler et al., 2007; Reijns et al., 2008]. 
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В этой связи весьма актуальным представляется поиск агентов, 

индуцирующих формирование определенных белковых агрегатов с заданными 

свойствами. В отличие от торможения агрегатообразования под действием 

молекулярных шаперонов, защитная функция которых по отношению к белкам, 

утратившим нативную конформацию, достаточно хорошо изучена, в настоящее 

время данные о функционировании низкомолекулярных биогенных 

соединений, которые способны предотвращать агрегацию белков, а также 

участвовать в трансформации агрегатов, весьма ограничены. На роль таких 

соединений могут претендовать аминокислоты и пептиды в качестве 

инструмента для исследования способности биогенных агентов, естественно 

присущих биологическим системам, влиять на конформацию склонных к 

агрегации белков. При определенных условиях подобные эффекторы могут 

выступать в роли регуляторов процесса агрегатообразования. 

Большое внимание уделяется шапероноподобному агенту аргинину, 

широко используемому в биотехнологии и медицине. Однако в большинстве 

случаев аргинин применяется в больших концентрациях, что не всегда 

приемлемо. Аргинин преимущественно взаимодействует с отрицательно 

заряженными и ароматическими аминокислотными остатками белков [Shah et 

al., 2012]. При разработке новых эффективных добавок, влияющих на 

агрегацию белков при более низких концентрациях, представляется 

целесообразным исследование действия аргинина, включенного в состав 

коротких пептидов, проявляющих способность вступать как в 

электростатические, так и  гидрофобные взаимодействия с развернутыми 

белками. Аргинин в составе амфифильных пептидов может быть более 

эффективным защитным агентом, предотвращающим белковую агрегацию, по 

сравнению со свободным аргинином. При этом решающую роль играет 

суммарный заряд белка, компетентного к агрегации, который подвержен 

изменениям под воздействием рН среды. Влияние изменения рН среды на 

биологические процессы является одним из основных принципов регуляции 
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в живых системах, поэтому исследования молекулярных механизмов 

агрегации белков с учетом изменения рН весьма актуальны.  

Цели и задачи работы. Целью данной работы является изучение 

механизмов защитного действия на агрегацию модельных белков L-аргинина 

(Arg), L-лизина (Lys) и Arg- и Lys-содержащих пептидов и сравнительное 

исследование морфологических характеристик белковых агрегатов, 

сформированных под влиянием этих агентов. В соответствии с этой целью 

были поставлены следующие задачи:  

1. Исследовать кинетику индуцируемой дитиотреитолом (ДТТ) агрегации 

модельных белков: -лактальбумина коровьего молока (pI 4.8), лизоцима 

куриного яйца (pI 11), дрожжевой алкогольдегидрогеназы (АДГ) (pI 5.4) и 

рекомбинантного инсулина человека (pI 5.4) под действием Arg и Arg-

содержащих пептидов: Arg-Phe и пептидного фрагмента 

адренокортикотропного гормона (ACTH 1-24), содержащего 3 остатка Arg и 

4 – Lys, в сравнении с отрицательно заряженным дипептидом Asp-Phe. 

2. Изучить влияние pH среды на агрегацию модельных белков и выявить 

различия в действии эффекторов на агрегацию белков в узком диапазоне 

физиологических значений от рН 7.0 до рН 8.0.  

3. Исследовать действие Arg в сравнении с Lys и гуанидин 

гидрохлоридом (GuHCl) для определения роли гуанидиновой группы Arg в 

его влиянии на агрегацию модельных белков.  

4. Провести сравнение действия Lys и дипептида Lys-Leu, а также 

пептидов Arg-Phe и Asp-Phe на кинетику агрегации инсулина. 

5. Выявить различия морфологических характеристик белковых 

агрегатов, сформированных в отсутствие или в присутствии Arg, Lys и 

исследуемых пептидов. 

Научная новизна. Впервые показано, что действие пептидов Arg-Phe и 

ACTH (1-24) на агрегацию модельных белков проявляется при 

концентрациях, в 100–1000 раз меньших по сравнению с эффектами Arg, 

известного шапероноподобного агента. Эти результаты свидетельствуют о 
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возможности преимущественного использования Arg-содержащих 

дипептидов, включающих гидрофобные аминокислотные остатки, в 

биотехнологии и медицине вместо Arg. Кроме того, в отличие от 

индивидуальной аминокислоты Lys, ускоряющей агрегацию модельного белка, 

включение Lys в состав дипептида Lys-Leu вызывает противоположный эффект 

–  торможение процесса агрегации. 

На примерах рекомбинантного инсулина человека и -лактальбумина 

коровьего молока продемонстрирована возможность изменять действия на 

агрегацию белков Arg и пептидов Arg-Phe, Lys-Leu и ACTH (1-24) на 

противоположно направленные (торможение или ускорение агрегации) путем 

изменения рН среды в узком диапазоне физиологических значений от рН 7.0 до 

рН 8.0. На модельных белках впервые показаны также разнонаправленные 

эффекты Arg, зависящие от его концентрации – ускорение агрегации белков 

при низких (10–100 мМ) и торможение при высоких (более 300 мМ) 

концентрациях.  

С помощью атомно-силовой микроскопии (АСМ) и трансмиссионной 

электронной микроскопии (ТЭМ) выявлены морфологические особенности  

структур агрегатов инсулина и -лактальбумина, образующихся на начальных 

этапах процесса агрегации под действием Arg, Lys, Arg-Phe или ACTH (1-24). 

Показано, что в присутствии пептидов формируются гетерогенные 

гранулярные частицы, соединяющиеся в длинные цепи или фибриллоподобные 

волокна, в отличие от аморфных частиц, наблюдаемых в отсутствие 

эффекторов.   

Теоретическая и практическая значимость работы. Исследования 

механизмов взаимодействия аминокислот и пептидов с модельными 

белковыми субстратами, склонными к агрегации, могут способствовать 

расширению представлений о фундаментальных аспектах конформационной 

лабильности белков и процессах самоассоциации и агрегации белков in vivo. 

Результаты данной работы могут быть использованы при разработке 

новых эффективных добавок в биотехнологии при получении 



 10 

рекомбинантных белков, а также при создании белковых препаратов 

медицинского назначения. При рассмотрении защитного действия пептидов 

на агрегацию модельных белков выявлена возможность преимущественного 

использования Arg- и Lys-содержащих амфифильных дипептидов вместо 

Arg, поскольку для снижения начальной скорости процесса агрегации в два 

раза требуются концентрации пептидов, в 100–1000 раз меньшие, по 

сравнению с Arg. Кроме того, в работе показано, что эффекты Arg и 

исследуемых пептидов изменяются на противоположные при изменении рН 

среды в узком диапазоне физиологических значений от рН 7.0 до рН 8.0, что 

свидетельствует о возможности тонкой регуляции процесса агрегации 

белков.  

Методы диссертационного исследования. В работе применялся  

широкий набор современных методов: динамического светорассеяния (ДЛС), 

спектроскопии кругового дихроизма (КД), флуориметрии с использованием 

флуоресцентных меток  – тиофлавина Т (ThT) и 4,4'-дианилин-1,1'-динафталин-

5,5'-дисульфоновой кислоты (bis-ANS), ТЭМ, АСМ и др. 

Положения диссертации, выносимые на защиту. 

1. Arg- и Lys-содержащие амфифильные дипептиды способны подавлять 

агрегацию модельных белков. Для снижения начальной скорости процесса 

агрегации модельных белков в два раза требуются концентрации пептидов, в 

100–1000 раз меньшие, по сравнению с аминокислотой Arg, что 

свидетельствует о возможности их преимущественного использования в 

биотехнологии и медицине. 

2. Действия Arg и Arg-содержащих пептидов изменяются на 

противоположно направленные (торможение или ускорение агрегации) путем 

изменения рН среды в узком диапазоне физиологических значений от рН 7.0 до 

рН 8.0 и концентрации эффекторов. 

3. Морфологические особенности гетерогенных агрегатов, сформированных 

на начальных этапах процесса агрегации под действием Arg и Arg-содержащих 

пептидов, демонстрируются с помощью АСМ и ТЭМ. 



 11 

4. В торможении агрегации белков под действием Arg существенную роль 

играет гуанидиновая группа Arg. 

5. В отличие от свободной аминокислоты Lys, ускоряющей агрегацию 

модельного белка, включение Lys в состав дипептида Lys-Leu вызывает 

противоположный эффект – торможение процесса агрегации при рН 7.0. 

6. Действия дипептидов Arg-Phe и Asp-Phe на агрегацию модельных белков 

зависят от их заряда. Демонстрируется ускорение агрегации противоположно 

заряженных, но торможение агрегации одноименно заряженных белков. 

Степень достоверности полученных результатов. Выводы, 

представленные в этой работе, полностью подтверждены 

экспериментальными данными. Достоверность полученных результатов не 

вызывает сомнений. Использованные методики исследования и проведенные 

расчеты корректны. 

Апробация работы. По материалам диссертационной работы 

опубликовано 5 статей в зарубежных журналах, входящих в Перечень 

ведущих рецензируемых журналов и изданий ВАК РФ.  

Основные результаты работы были представлены на следующих 

научных конференциях и симпозиумах: ХХIV Зимняя молодежная научная 

школа «Перспективные направления физико-химической биологии и 

биотехнологии», Москва, 2012; 16 Международная пущинская школа-

конференция молодых ученых «Биология. Наука XXI века», Пущино, 2012; 

IV съезд биофизиков России, Нижний Новгород, 2012; Международная 

научная конференция «Актуальные проблемы развития биоорганической 

химии», Ташкент, 2013; ХХVI Зимняя молодежная научная школа 

«Перспективные направления физико-химической биологии и 

биотехнологии», Москва, 2014; 18 Международной Пущинской школа-

конференция молодых ученых, Пущино, 2014; XXV Российская конференция 

по электронной микроскопии и 2-я Школа молодых ученых «Современные 

методы электронной и зондовой микроскопии в исследовании наноструктур 

и материалов», Черноголовка, 2014; Международная конференция по 
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биоорганической химии, биотехнологии и бионанотехнологии, посвященная 

55-летию Института биоорганической химии им. Академиков М.М. 

Шемякина и Ю.А. Овчинникова Российской академии наук и 80-летию со 

дня рождения академика Ю.А. Овчинникова. Москва, 2014; V съезд 

биофизиков России, Ростов-на-Дону, 2015 г. 
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1. ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР 

1.1. Агрегация белков  

 

В процессе фолдинга белки приобретают уникальную пространственную 

структуру, определяющую их биологическую активность. Однако под 

воздействием различных внешних условий при образовании пространственной 

структуры в многоэтапном процессе биосинтеза белка в клетке могут возникать 

развернутые или неправильно свернутые, ненативные формы белков, склонные 

к агрегации [Fields et al., 1992; Frydman, 2001; Hartl and Hayer-Hartl, 2002]. 

Кроме того, агрегацию можно наблюдать при различных стрессовых условиях, 

вызывающих повреждения трехмерной структуры и образование развернутых 

форм вновь синтезированных полипептидных цепей в результате мутаций, 

посттрансляционных модификаций, окислительных процессов, изменений 

окружающей среды (pH, температуры, УФ-облучения). Все эти факторы могут 

действовать как независимо друг от друга, так и одновременно [Uversky, 2014]. 

Белки теряют свою нативную структуру, что приводит к самоассоциации и 

формированию различных надмолекулярных структур: растворимых 

олигомеров, аморфных агрегатов и фибрилл [Dobson, 2004].  

Процесс агрегации может быть описан по схеме (Рис. 1.1), где нативные 

белки (Н) образуют обратимые развернутые интермедиаты (И), которые затем 

превращаются в развернутые белки (Р) или агрегаты (A):  

 

 
Рис. 1.1. Схема процесса агрегации белков. 
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Агрегация белков может быть представлена как процесс, идущий в три 

этапа. На первом этапе растворимые нативные белки (Н) трансформируются 

в склонные к агрегации интермедиаты (И), которые имеют частично 

развернутую конформацию. На втором этапе агрегации происходит  

нуклеация, предшествущая росту агрегата и характеризующаяся 

относительно медленной стадией формирования ядра, которая переходит в 

быстрый рост агрегатов. Нуклеация предполагает, что образовавшееся ядро 

растет путем присоединения новых молекул белка  [Kodaka, 2004]. 

Образование нуклеатов является скорость-лимитирующим этапом лаг-фазы 

процесса агрегации.  

Дальнейший рост белковых агрегатов может происходить в соответствии 

с двумя механизмами – агрегация «мономер-кластер» (добавление мономера к 

растущему мультимеру) и агрегация «кластер-кластер» (добавление 

мультимера к другому мультимеру) [Speed et al., 1997] (Рис. 1.2). Эти процессы 

могут проходить одновременно. Первый тип агрегации свойственен, например,  

нуклеазе стафилококка [Uversky et al., 1999] и процессу образования амилоидов 

[Tomski and Murphy, 1992; Lomakin et al., 1997]. Полимеризация «кластер-

кластер» наблюдалась при агрегации белка P22 оболочки фага во время 

рефолдинга in vitro [Speed et al., 1997]. Первоначальные белковые агрегаты 

растворимы, но при превышении определенного размера их растворимость 

ограничивается [Uversky et al., 1999].  

 
Рис.1.2. Возможные механизмы агрегации белков [Speed et al., 1997].  
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В результате образуются структуры с различной морфологией, 

возможно, вследствие того, что формирование агрегатов может происходить 

с участием различных механизмов, в частности, в результате агрегации 

мономеров с измененной конформацией, или агрегации химически 

модифицированных молекул, или агрегации, индуцированной на 

поверхности [Philo and Arakawa, 2009]. Различные пути агрегации приводят к 

полиморфизму образующихся структур [Fandrich et al., 2009]. Наиболее часто 

процесс агрегации наблюдают при превышении температуры окружающей 

среды выше физиологически допустимого уровня, а также при высокой 

концентрации белков [Hagiwara et al., 1996; Roefs and De Kruif, 1994; Arora et 

al., 2004]. Однако возможна и химически индуцированная белковая 

агрегация, в частности при образовании/обмене дисульфидной связи. 

Остаток цистеина в белке может легко окисляться с образованием 

дисульфидных связей или индуцировать тиол-дисульфидный обмен, иногда 

приводящий к белковой полимеризации/агрегации, как например, у 

β-галактозидазы [Yoshioka et al., 1993]. Кроме того, белки могут 

образовывать ковалентные димеры или полимеры путем недисульфидной 

сшивки. Было показано, что инсулин образует трансамидированные димеры 

и полимеры при хранении, в основном, в результате реакций с участием 

аминокислотных остатков AsnA21 и PheB1 [Brange et al., 1992]. Другой путь 

недисульфидных сшивок включает образование дитирозинов [Malencik and 

Anderson, 2003]. При этом возможно изменение гидрофобности белка, что 

способствует его агрегации. 

Было показано также, что структура белка может изменяться при его  

взаимодействии с клеточными мембранами с участием электростатических 

сил вблизи их поверхности. Мембраны могут служить денатурирующим 

агентом в клетке и являться причиной индуцированной агрегации на 

поверхности. Взаимодействие белка с мембраной может приводить к 

переходу белка из нативной конформации в «расплавленную» глобулу 

[Бычкова и др., 2014]. Предполагают, что взаимодействие гормона 
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поджелудочной железы, амилина, с клеточной мембраной способствует 

образованию преамилоидных агрегатов, что вызывает формирование 

амилоидных фибрилл при диабете второго типа [Hebda et al., 2014].  Другим 

примером может служить болезнь Альцгеймера, при которой белок «тау» 

образует бляшки. Предполагают, что центрами их образования в клетке 

могут служить отрицательно заряженные мембраны [Chirita et al., 2003].  

Во многих случаях белковые агрегаты аморфны, их размеры могут 

изменяться от нескольких десятков нанометров до преципитатов, видимых 

невооруженным глазом. Белок способен образовывать различные типы 

агрегатов, которые могут отличаться по форме и размерам [Khurana et al., 

2001]. Было показано, что β2-микроглобулин образует фибриллы, состоящие 

из двух или четырех протофиламентов [Kad et al., 2001]. Некоторые белки 

образуют гели, такие как β-лактоглобулин и бычий сывороточный альбумин 

при термоагрегации [Tobitani and Ross-Murphy, 1997].  

Многие белки при агрегации образуют фибриллы, например, инсулин 

[Brange et al., 1997], кальцитонин [Cholewinski et al., 1996], β2-микроглобулин 

[Kardos et al., 2005] и другие. Фибриллы инсулина имеют диаметр от 3 до 50 

нанометров и длину до нескольких микрон [Brange et al., 1997; Nielsen et al., 

2001a, 2001b]. На рисунке 1.3 продемонстрирована характерная форма 

фибрилл инсулина.  

 

 
Рис. 1.3. Электронная микрофотография фибрилл бычьего инсулина, образованных при 

pH 1.6. Масштаб – 200 нм [Zako et al., 2009].  
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На морфологию белковых агрегатов влияют различные факторы. 

Главные – первичная структура белка [Helms and Wetzel, 1996], распределение 

гидрофобных поверхностей [Patro and Przybycien, 1994], экспериментальные 

условия [Shen et al., 1993]. Одна мутация в белке или пептиде может сильно 

изменить морфологию агрегатов [Fraser et al., 1994; Helms and Wetzel, 1996]. На 

морфологию образующихся частиц влияют температура, pH среды, 

концентрация белка [Fraser et al., 1994; Roefs and De Kruif, 1994; Nielsen et al., 

2001a, 2001b] (Рис. 1.4). Амилоидные фибриллы могут обладать различными 

морфологическими свойствами также вследствие разного количества 

аминокислотных остатков в полипептидных цепях, которые участвуют в 

формировании β-слоев. Кроме того, белки могут иметь структуру, содержащую 

несколько амилоидогенных участков. 

 
Рис. 1.4. Морфология агрегатов β2-микроглобулина, исследованных с помощью АСМ, 
зрелые фибриллы при pH 2.5 (А); незрелые фибриллы при pH 3.5, в нижней панели 

показано, что филаменты образуются из гранул (Б); аморфные агрегаты при pH 5.0 (В); 
филаменты при pH 7.5 (Г) [Kardos et al., 2005]. 
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1.2. Молекулярные шапероны  

 

На клеточном уровне существует система контроля качества белков 

(protein quality control), участвующая в восстановлении и репарации 

поврежденных белковых структур, в которой основная роль принадлежит 

шаперонам. К классу шаперонов относятся белки теплового шока (Heat shock 

proteins, Hsp), входящие в семейства Hsp60 и Hsp70 (GroEL и DnaK у 

бактерий соответственно), которые способны обеспечивать правильное 

сворачивание полипептидных цепей в процессе их биосинтеза, а также 

защищать белки от посттрансляционных модификаций, используя энергию 

гидролиза ATP [Hartl et al., 2011]. Шапероны семейства Hsp70 играют роль в 

синтезе, транспорте и хранении белков [Geething and Sambrook, 1992]. Hsp70 

находится в различных клеточных компартментах (ядерном, цитозольном, 

митохондриальном, эндоплазматическом ретикулуме) [Flaherty et al., 1990]. 

Некоторые из них синтезируются только в условиях стресса, в то время как 

другие присутствуют в клетках и при нормальных условиях [Snutch et al., 

1988; Flaherty et al., 1990]. Белки семейства Hsp60 названы шаперонинами 

[Hemmingsen et al., 1988]. Шаперонины имеют сложное олигомерное 

строение. Наиболее изучены Hsp60 митохондрий. Hsp60 эукариот 

синтезируются в цитоплазме и транспортируются в митохондрии, где они 

связываются с митохондриальной матрицей и участвуют в сохранении и 

транспортировке белков [Richter-Landsberg and Goldbaum, 2003]. Шаперонин 

GroEL из Escherichia coli представлен двумя кольцами, которые состоят из 

семи олигомеров. Кольца расположены одно над другим,  в центре имеется 

канал, в котором происходит сворачивание полипептидной цепи. Сверху 

канал закрывает ко-шаперонин GroES образованный из семи субъединиц 

Hsp10. Полипептидная цепь, попадая в центральный канал шаперонина, 

оказывается полностью изолированной и получает возможность 

реализовывать медленные стадии сворачивания с высоким выходом 

нативного белка [Наградова, 1996]. 
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Среди белков теплового шока особое место занимают малые белки 

теплового шока (small Heat shock proteins, sHsp), основной функцией которых 

является подавление агрегации неправильно свернутых форм белков. 

Характерными признаками данного семейства являются небольшая 

молекулярная масса мономеров (от 12 до 43 кДа), которые способны 

соединяться с образованием крупных олигомеров с молекулярной массой до 

1000 кДа [Jacob et al., 1993; Lindner et al., 1997; Курганов, 2013]. Показана 

возможность быстрого обмена субъединицами между олигомерами sHsp 

[Baldwin et al., 2012; Basha et al., 2012].  

SHsp не способны обеспечивать сворачивание полипептидной цепи. 

Они образуют комплексы с ненативными формами белков и далее передают 

белки на шапероны, использующие энергию гидролиза ATP, либо 

транспортируют их в протеасомы для протеолитической деградации 

неправильно свернутых белков [Lee et al., 1997; Wang and Spector, 2000]. 

Белки семейства sHsp существуют в форме крупных олигомеров в виде 

сферического или дискообразного комплекса с пронизывающим его 

центральным каналом [Haslbeck et al., 2005; Nakamoto and Vigh, 2007]. 

Отличительным признаком семейства sHsp служит наличие консервативного 

домена, который соответствует структуре -кристаллина. Каждый олигомер 

sHsp способен удерживать по нескольку ненативных белковых субстратов 

[Haslbeck, 2002]. Представители семейства sHsp обнаружены практически у 

всех живых организмов. Мутации этих белков у человека приводят к 

миопатии, нейропатии и катаракте, некоторые из них проявляют  

противоапоптозные, иммуномодулирующие и противовоспалительные 

свойства [Bakthisaran et al., 2015]. 

Шапероны регулируют изменения конформации белков во время 

транспортировки через мембраны, а также их включение в различные 

органеллы [Mathew and Morimoto, 1998]. Шапероны синтезируются в ответ 

на такие стрессорные факторы, как повышенная температура, УФ-облучение 

[Kiriyama et al., 2001], бактериальные и вирусные инфекции [Deitch et al., 
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1995], тяжелые металлы [Tedengren et al., 1999], пестициды [Nazir et al., 

2003]. При этом активируются гены теплового шока как универсальный 

ответ клеток, включающий процессы транскрипции и трансляции, которые 

тормозятся после снятия стрессорного воздействия и возвращения клетки к 

нормальным условиям. 

Поскольку в настоящей работе предметом исследования являются 

аминокислоты и пептиды в качестве компонентов защитных механизмов 

клетки, предотвращающих агрегацию белков, в обзоре приводятся лишь 

краткие сведения о молекулярных шаперонах. Однако стоит упомянуть о 

многофункциональном шапероне класса Hsp90, молекула которого 

представлена димером, состоящим из идентичных субъединиц с 

молекулярной массой 90 кДа. Белки теплового шока Hsp90 участвуют в 

сворачивании полипептидных цепей и в деградации белков. Они широко 

распространены и в бактериях, и в эукариотах [Pearl and Prodromou, 2006]. 

Они стабилизируют многие белки, в частности те, которые участвуют в 

злокачественной трансформации клеток. Повышение активности Hsp90 в 

опухолевых клетках является важным условием для активации различных 

сигнальных путей. Белки семейства Hsp90 участвуют также для 

функционирования мультибелковых комплексов, в частности стероидных 

комплексов рецепторов [Pratt et al., 1992]. 

Итак, молекулярные шапероны выполняют важные функции в 

поддержании клеточного гомеостаза в ответ на стресс, позволяя снизить 

влияние факторов внешней и внутренней среды. Шапероны предотвращают 

агрегацию развернутых белков с открытыми гидрофобными поверхностями, 

влияют на кинетику сворачивания белка, участвуют в транспорте клеточных 

белков между компартментами [Checa and Viale, 1997].  Они также 

осуществляют многие другие важные функции, связанные с изменением 

конформации белков. Именно шапероны контролируют процессы 

рефолдинга белков в клетке. Таким образом, молекулярные шапероны 

http://medbiol.ru/medbiol/01122001/prions/0000109a.htm
http://www.medbiol.ru/medbiol/01122001/prions/00001cc9.htm
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являются основными компонентами системы контроля качества белка [Lee 

and Tsai, 2005; Bukau et al., 2006; Anelli and Sitia, 2008]. 

 

1.3. Шапероноподобные белки  

 

Некоторые белки, основная функция которых не связана со 

стабилизацией развернутых белков, обладают шапероноподобной 

активностью. Среди них – β-казеин [Захарченко и др., 2012], тубулин [Manna 

et al., 2001], фактор ингибирования миграции макрофагов (macrophage 

migration inhibitory factor, MIF) [Cherepkova et al., 2006], ядерные белки [Min et 

al., 2013] и другие. В частности, было показано, что в отсутствие β-казеина 

АДГ при 48 °C образует частицы размером около 1000 нм, но в его 

присутствии размер образуемых частиц снижался до 30–50 нм. Можно 

полагать, что β-казеин обладает шапероноподобной активностью, которая 

усиливается при увеличении молярного соотношения β-казеина к АДГ. 

Предполагают, что β-казеин может действовать подобно классическим 

шаперонам, образуя стабильные комплексы с частично развернутыми белками 

и блокируя гидрофобные области на его поверхности [Захарченко и др., 2012].  

Было показано также, что термоагрегацию АДГ может предотвращать 

тубулин, связывая развернутые белковые интермедиаты [Manna et al., 2001]. 

Видимо, в проявлении шапероноподобной активности участвуют домены 

тубулина, которые взаимодействуют с гидрофобными участками молекул, 

склонных к агрегации [Ward and Timasheff, 1994]. Взаимодействие 

гидрофобных областей развернутого субстрата с тубулином ограничивает 

неспецифическую ассоциацию между молекулами субстрата. 

Обнаружено также, что MIF обладает шапероноподобной активностью. 

При тепловом стрессе большие олигомеры MIF диссоциируют до мономеров, 

связываются с денатурированными малатдегидрогеназой и 

гликогенфосфорилазой  b и предотвращают агрегацию этих белков 

[Cherepkova et al., 2006]. 
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Шапероноподобной активностью обладает один из 

высококонсервативных ядерных белков (High-mobility group box 1 protein, 

HMGB1). В клетках эукариот белок HMGB1 функционирует как регулятор 

транскрипции [Lotze and Tracey, 2005]. В различных условиях (при 

воспалительных процессах, окислительном стрессе) HMGB1 

транспортируется в цитоплазму или секретируется в межклеточное 

пространство. Этот белок ингибирует индуцированную ДТТ агрегацию 

инсулина и лизоцима, а также термоиндуцированную агрегацию 

цитратсинтазы, проявляя шапероноподобную активность. HMGB1 

восстанавливает активность цитоплазматической люциферазы после 

термического воздействия, ингибирует образование агрегатов и токсичность 

полиглутаминовых белков, которые являются причиной болезни 

Хантингтона, восстанавливает жизнеспособность клеток после токсичного 

воздействия этих агрегатов [Min et al., 2013]. 

 

1.4. Химические шапероны  

 

В ответ на высокое осмотическое давление, повышенные температуры 

и другие стрессорные условия многие живые организмы накапливают 

высокие концентрации осмолитов, которые выполняют защитную функцию 

[Yancey and Somero, 1979; Burg and Peters, 1997; Wang and Bolen, 1997; 

Adams et al., 2007; Rajan et al., 2011]. Осмолиты – это низкомолекулярные 

соединения, которые стабилизируют трехмерную структуру белка, тормозят 

разворачивание белка при денатурирующих условиях, способствуют 

повышению выхода нативного белка при рефолдинге, т.е. играют роль 

молекулярных шаперонов. Их называют «химическими шаперонами». 

Антиагрегационная активность осмолитов проявляется, главным образом, в 

подавлении агрегации белков в результате взаимодействия с гидрофобными 

участками на поверхности развернутых белковых молекул.  
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Клеточные осмолиты водорастворимы,  имеют относительно 

небольшую молекулярную массу и представлены, главным образом, тремя 

классами органических соединений: углеводы (глицерин, сорбитол, 

трегалоза, сахароза, глюкоза, раффиноза); метиламины (бетаин, саркозин и 

триметиламин-N-оксид (ТМАО) и аминокислоты (глицин, аланин, пролин, 

глутаминовая кислота). 

Было показано in vivo, что ТМАО компенсирует повреждающее 

действие избытка солей и высокого гидростатического давления у 

глубоководных животных [Yancey et al., 2001]. В опытах на Escherichia coli 

обнаружено, что в условиях повышения осмотического давления в 

цитоплазме повышается количество бетаина [Cayley and Record, 2003]. 

Предполагают, что при экстремальных значениях температуры способность 

стабилизировать белки проявляет, например, сахароза [Yancey et al., 1982; 

Bolen and Baskakov, 2001; Чеботарева, 2007].  

Аминокислоты в роли осмолитов также обладают шапероноподобной 

активностью. Глубоководные организмы накапливают некоторые 

аминокислоты, в частности, пролин, для компенсации внешнего высокого 

осмотического давления [Yancey et al., 1982]. С этой же целью некоторые 

рыбы (акулы, скаты) содержат в клетках ТМАО и свободные аминокислоты, 

β-аланин и таурин. Было обнаружено, что данные соединения являются 

эффективными стабилизаторами структуры определенных белков этих рыб, 

частично денатурированных эндогенной мочевиной.  

Осмолиты активно используют в различных исследованиях in vivo. 

Например, глицерин и ТМАО могут корректировать сворачивание белка-

супрессора опухоли в клетках [Ohnishi et al., 1999].  Было показано, что 

трегалоза связывается с частично свернутыми полиглютаминовыми белками и 

стабилизирует их, облегчая болезнь Хантингтона у мышей [Davies et al., 2006]. 

ТМАО предотвращает мисфолдинг прионных белков [Bennion et al., 2004]. 

Осмолиты часто применяются при консервации биологических материалов, 

например, при сохранении органов для трансплантации.  
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В экспериментах in vitro было показано, что в присутствии 

метиламинов и аминокислот (β-аланина и таурина) происходит повышение 

термостабильности вторичной и третичной структур рибонуклеазы быка и 

скорости ренатурации лактатдегидрогеназы кролика и акулы [Yancey and 

Somero, 1979].  Осмолиты также используются для коррекции мисфолдинга, 

торможения агрегации различных белков in vitro и для стабилизации 

белковых фармацевтических препаратов, в частности, рекомбинантного 

интерферона человека и различных терапевтических антител [Webb et al., 

2003]. Накоплено много экспериментальных данных по защитному действию 

осмолитов [Burg and Peters, 1997; Bolen and Baskakov, 2001], однако, 

молекулярные механизмы их действия в значительной степени неясны 

[Чеботарева, 2004, 2007]. Обнаружены и противоположные эффекты 

осмолитов на белки. Например, показано, что ТМАО и сахароза усиливают 

фибриллообразование -лактальбумина быка [Bomhoff et al., 2006]. 

К химическим шаперонам относят и «фармакологические шапероны» 

(ФШ). ФШ представляют собой небольшие молекулы, например, лобелин  [Lee 

et al., 2010], глюкозамин [Feldhammer et al., 2009], тетрагидробиоптерин [Pey et 

al., 2004], пиридоксин [Hopper et al., 2008] и другие, предназначенные для 

избирательного взаимодействия с неправильно свернутой белковой мишенью. 

ФШ стабилизируют структуру белка, предотвращая его деградацию и 

увеличивая биологическую активность [Aymami et al., 2013]. С помощью ФШ 

можно также корректировать дефекты фолдинга белков [Welch and Brown, 1994]. 

Использование ФШ эффективно, в частности, при генетических заболеваниях. 

Преимуществом ФШ является то, что они действуют при относительно низких 

концентрациях. В отличие от ФШ, эффекты осмолитов  проявляются при 

больших концентрациях. Они могут быть токсичны для клеток и поэтому их 

использование in vivo затруднительно [Arakawa et al., 2006]. 

Химическими шаперонами называют также  синтетические 

полиэлектролиты (полианионы и поликатионы), которые  оказывают 

ингибирующее действие на термоагрегацию олигомерных ферментов 
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(глицеральдегид-3-фосфат дегидрогеназу, лактатдегидрогеназу и 

аспартатаминотрансферазу). Эффективность ингибирования процесса 

агрегации зависела от степени полимеризации цепи и плотности заряда 

полиэлектролита [Shalova et al., 2005].   

Известно, что антиагрегационную активность проявляют 

циклодекстрины – циклические олигомеры глюкозы. Наличие 

антиагрегационных свойств у циклодекстринов объясняют их способностью 

образовывать комплексы с экспонированными ароматическими боковыми 

группами развернутых полипептидных цепей, в результате чего происходит 

блокирование агрегации последних [Курганов, 2013]. Механизм действия 

циклодекстринов аналогичен двухэтапному механизму функционирования 

системы GroEL. На первой стадии, в условиях, которые обычно приводят к 

необратимой агрегации белка (нагревание или присутствие 

денатурирующего агента), белок захватывается детергентом. На второй 

стадии проводится удаление детергента из комплекса с белком, что 

достигается связыванием детергента путем образования комплексов 

включения циклодекстрина. Эта процедура обеспечивает возможность 

рефолдинга белка [Курганов и Топчиева, 1998].  

При исследовании  полиаминов (путресцина, спермидина и спермина) 

в качестве шапероноподобных агентов выяснили, что путресцин и спермидин 

концентрационно-зависимым способом ингибируют агрегацию 

глутаматдегидрогеназы при повышенной температуре [Marjan et al., 2011]. 

Интересно, что полиамины способствуют сохранению ферментативной 

активности, спермидин оказался наиболее эффективным агентом для защиты 

вторичной структуры белка. Было показано подавление термоагрегации 

лизоцима [Kudou et al., 2003; Okanojo et al., 2005]. Предполагается, что 

полиамины предотвращают агрегацию за счет образования ионных пар с 

локальными отрицательно заряженными группами,  увеличения суммарного 

заряда белка, что приводит к усилению электростатического отталкивания и 

ограничению межмолекулярного взаимодействия.  
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К химическим шаперонам можно отнести также свободные 

аминокислоты и их производные. Аминокислоты могут быть использованы 

для стабилизации белков без влияния на их биологические функции [Arakawa 

et al., 2007b]. Эти добавки, влияют на растворимость белков, а также на 

процессы агрегации и рефолдинга. На примере термоагрегации лизоцима 

было изучено действие различных гидрофобных и заряженных аминокислот 

(Ala, Val, Pro, Leu, Ile, Met, Gln, Ser, Thr, орнитин, Asp и Glu) [Shiraki et al., 

2002]. Заряженные аминокислоты (Lys, Arg, Asp, Glu, орнитин) проявляли 

подавляющее действие на агрегацию. Что касается гидрофобных 

аминокислот (Ala, Val, Leu, Ile, Pro и Met), то они были менее эффективны. В 

случае агрегации в процессе рефолдинга лизоцима, незаряженные 

аминокислоты (Ser, Thr) не проявляли никакого действия на процесс 

агрегации, а положительно заряженные (Lys, Arg и орнитин) и гидрофобные 

аминокислоты тормозили агрегацию.  

 

1.5. Аргинин 

 

Наиболее эффективной аминокислотой, влияющей на агрегацию белков, 

является аргинин [Tongl and Barbul, 2004; Arakawa et al., 2010]. Было показано, 

что аргинин подавляет агрегацию, увеличивает обратимость сворачивания 

многих белков после снятия стрессорного воздействия, способствуя их 

рефолдингу, а также ингибирует образование частично развернутых 

интермедиатов, потенциально включающихся в процесс агрегации [Shiraki et 

al., 2002; Arakawa and Tsumoto, 2003; Baynes et al., 2005]. В частности, аргинин 

используется для увеличения эффективности рефолдинга рекомбинантных 

белков, экспрессируемых в Escherichia coli, которые образуют тельца 

включения [Arora and Khanna 1996; Tsumoto et al., 1998].  

Эта положительно заряженная аминокислота повышает растворимость 

белков, сохраняя их активность и структуру, что продемонстрировано, 

например, на зеленом флюоресцентном белке и β2-микроглобулине [Tsumoto 
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et al., 2003b; Umetsu et al., 2005]. В фармацевтической промышленности 

аргинин используют для увеличения стабильности или растворимости 

препаратов, например, антитромботических препаратов на основе 

тенектеплазы (рекомбинантного активатора плазминогена) [Melandri et al., 

2009] и лактоферрина [Kim et al., 2009].  

Аргинин подавляет термоагрегацию многих белков концентрационно-

зависимым способом [Arakawa and Tsumoto, 2003; Reddy et al., 2005]. Он 

также способен тормозить неспецифическую адсорбцию в различных гель-

фильтрационных колонках, что облегчает элюирование связанных белков. 

Поэтому эта аминокислота находит широкое применение при биохимических 

исследованиях белков, в биотехнологии и фармацевтике [Lee et al., 2006; 

Zilinskas and Sereikaite, 2011; Choi et al., 2012; Gunda et al., 2012]. 

Однако существует множество противоречий относительно аргинина 

как шапероноподобного агента. Результаты некоторых исследований 

свидетельствуют о том, что он способствует агрегации белков [Smirnova et 

al., 2013, 2015]. Было обнаружено, что аминоацилаза из почек свиньи в 

присутствии аргинина инактивируется и разворачивается, теряя свою 

нативную структуру [Xie et al., 2004]. На гормоне роста человека и 

интерфероне-2b было показано, что аргинин  при относительно низкой 

концентрации (25–250 мМ) усиливает агрегацию данных белков, а также 

снижает температуру, при которой белки начинают агрегировать [Cirkovas 

and Sereikaite, 2011].  

Считают, что аргинин может нарушать структуру белка из-за наличия в 

нем гуанидиновой группы, сходной с гуанидин гидрохлоридом (Рис. 1.5).  
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Рис. 1.5. Структура аргинина (А) и гуанидина (Б).  

 

1.5.1. Механизмы действия аргинина на агрегацию белков 

 

Несмотря на эффективность подавления агрегации белков с помощью 

аргинина, механизмы его действия не выяснены. Было показано, что 

взаимодействие белка с аргинином качественно отличается от 

взаимодействий с другими аминокислотами  [Lin and Timasheff, 1996]. Его 

связывание с белками тормозит развитие их агрегации. Считается, что это 

способствует супрессии белок-белковых взаимодействий. Предполагают, что 

аргинин связывается с интермедиатами фолдинга, что приводит к 

подавлению агрегации [Tsumoto et al., 2003a]. 

Эффекты аргинина рассматривали с точки зрения специфических 

взаимодействий химических групп в его молекуле с аминокислотными 

остатками белков [Arakawa et al., 2007c; Nakakido et al., 2009]. В некоторых 

работах стабилизирующее поведение аргинина связывают с наличием в его 

структуре гуанидиновой группы [Ishibashi et al., 2005; Ghosh et al., 2009]  
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(Рис. 1.5). Известно, что гуанидиновая группа взаимодействует с 

ароматическими сайтами белков [Kita et al, 1994] и участвует в катион-π 

взаимодействиях [Pellequer et al., 2000]. Исследования 20 аминокислот и 

некоторых модельных пептидов показали, что ароматические боковые 

группы большинства аминокислот белков взаимодействуют с аргинином 

[Zacharias and Dougherty, 2002; Dougherty, 2007].  

При сравнении действия аргинина и гуанидин гидрохлорида, было 

показано, что последний взаимодействует с гидрофобными аминокислотами 

лизоцима куриного яйца [Mande and Sobhia, 2000]. Во взаимодействии 

аргинина с белком участвуют слабые гидрофобные, электростатические и 

катион-π взаимодействия. По сравнению с гуанидиновой группой, амино– и 

карбоксильные группы аргинина образуют слабые водородные связи с 

денатурированным белком и водой. Таким образом, аргинин может 

выступать в качестве ингибитора агрегации вследствие ее связывания с 

белками [Matsuoka et al., 2009; Ito et al., 2011; Yamaguchi and Masaya, 2014]. 

Алифатическая группа аргинина может взаимодействовать с гидрофобными 

участками на белковой поверхности, однако, расположенные на 

противоположных концах молекулы аргинина заряженные карбоксильная и 

гуанидиновая группы, затрудняют взаимодействие алкильной цепи с белком 

[Vagenende et al., 2009].  

Образование кластеров аргинина может также играть роль в механизме 

его действия [Das et al., 2007]. В структуре кристалла аргинин гидрохлорида, 

молекулы аргинина связаны водородными связями друг с другом в 

соответствии с моделью «голова-к-хвосту» [Das et al., 2007] (Рис. 1.6).  
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Рис. 1.6. Две молекулы аргинина, ориентированные «голова-к-хвосту». Такая ориентация 

с участием четырех водородных связей может приводить к образованию кластеров [Shukla 
et al., 2011]. Водородные связи показаны стрелками.  

 

Было предположено, что взаимодействия молекул аргинина между 

собой могут приводить к формированию ориентированных гидрофобных 

поверхностей в растворе. Однако дальнейшие исследования растворов 

аргинина не показало образования больших гидрофобных поверхностей, 

которые могли бы взаимодействовать с открытыми гидрофобными остатками 

белков [Shukla and Trout, 2010]. Тем не менее, выявлена корреляция между 

кластеризацией аргинина и подавлением агрегации белков [Shukla et al., 2011]. 

Было исследовано также действие производных аминокислот на 

дестабилизированные белки. Показано, что эфиры Gly, Arg, Lys эффективно 

подавляют термоиндуцированную агрегацию лизоцима. Этиловый эфир 

аргинина предотвращал термо-индуцированную инактивацию и агрегацию 

лизоцима куриного яйца более эффективно, чем аргинин или гуанидин 

[Shiraki et al., 2004]. Сильное взаимодействие между этиловым эфиром 

аргинина и белком приводило к более эффективному подавлению агрегации, 

чем действие аргинина [Gao et al., 2013]. Предполагают, что алкильная 

группа эфиров аминокислот связывается с гидрофобными поверхностями 

белков, увеличивая суммарный заряд молекул, что способствует их 

электростатическому отталкиванию, и предотвращению межмолекулярных 

взаимодействий [Shiraki et al., 2005]. 
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При сравнении действия аргинина, гомоаргинина, метилового и 

этилового эфиров аргинина на агрегацию лизоцима было показано, что 

наряду с мономерными формами аргинин и гомоаргинин могут образовывать 

большие кластеры – пентамеры, гексамеры и гептамеры, в то время как 

эфиры образуют димеры и тримеры. Среди данных добавок аргинин 

обладает наибольшей способностью образовывать кластеры, а эфиры 

аргинина – наименьшей [Gao et al., 2013].  

Показано, что мономеры аргинина играют преимущественную роль во 

взаимодействиях с белком благодаря гуанидиновой группе и небольшому 

размеру, в отличие от кластеров, которые слабо взаимодействуют с белком. 

Аргинин и гомоаргинин эффективны в супрессии агрегации, однако, 

кластеры тоже могут проявлять способность к подавлению агрегации белка и 

тормозить белок-белковые взаимодействиях вследствие их большого 

размера. 

 

1.5.2. Физиологические функции аргинина 

 

В медицинской практике большое внимание уделяется аминокислотам, 

обладающим терапевтическим действием [Darmaun et al., 1986; Daly et al., 

1992; Лейдерман, 2003]. Аргинин – предшественник других биологически 

активных соединений (орнитина, цитрулина, глутамата, глутамина, 

глутатиона, гамма-аминомасляной кислоты, спермидина и других), поэтому  

недостаток этой аминокислоты в организме приводит к быстрому развитию 

патологических процессов. 

Аргинин – одна из самых поляризованных аминокислот. Его 

метаболизм может осуществляться следующими альтернативными путями:  

NO-синтазным с образованием L-цитрулина и NO и аргиназным с 

образованием L-орнитина и мочевины. Возможно одновременное протекание 

этих двух процессов. Известно, что аргинин и аргинин-содержащие пептиды 

обладают противомикробным действием, изменяя структуру и 
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проницаемость мембран бактерий. При этом снижается рост патогенной 

микрофлоры, что способствует заживлению гнойных ран [Степанов и др., 

2004]. Аргинин играет важную роль в синтезе ряда анаболических гормонов, 

полиаминов и окиси азота. Длительное применение аргинина вызывает 

вазодилатацию. 

 Аргинин является условно незаменимой аминокислотой для взрослых 

и незаменимой – для детей. Дефицит аргинина в питании замедляет рост 

организма, так как он стимулирует продукцию соматотропного гормона 

[Ванин, 2000]. Эта аминокислота проявляет позитивное психотропное 

действие, улучшает настроение, значительно редуцирует симптомы 

депрессии, улучшает внимание и память [Данилова и др., 1999; Каменский и 

Савельева, 2002]. Аргинин укрепляет иммунную систему, увеличивая 

активность Т-клеточного иммунитета и устраняя иммунодефицитные 

состояния, а также вызывает замедление развития опухолей, улучшает 

азотистый баланс у раковых больных [Daly et al., 1988; Brittenden et al., 1994; 

Лейдерман, 2002].  

Аргинин повышает концентрацию инсулина и инсулиноподобного 

фактора роста в плазме крови. Дефицит аргинина повышает риск развития 

невосприимчивости организма к инсулину. Различные пептиды, 

обогащенные аргинином, являются эффективными переносчиками белков 

через биологические мембраны [Futaki, 2002]. Разностороннее участие 

аргинина в метаболизме определяет широкий спектр его терапевтического 

действия и эффективность использования в составе диетических добавок.  

 

1.6. Действие пептидов на агрегацию белков    

 

Пептиды можно также считать эффективным средством, влияющим на 

агрегацию белков in vivo и in vitro. Количество используемых пептидов и 

способов их доставки быстро растет, что вызывает необходимость создания 

больших библиотек биогенных и синтетических пептидов [Funke and 
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Willbord, 2012]. Некоторые фрагменты Aβ-пептида, подавляющие агрегацию 

Aβ-пептида и его токсичные эффекты, были исследованы на модели болезни 

Альцгеймера животных. Было показано, что короткий фрагмент Aβ16-20, 

KLVFF, связывается с Aβ-пептидом и предотвращает образование фибрилл 

[Tjernberg et al., 1996]. Результаты молекулярного моделирования показали, 

что ассоциация Aβ-пептида и пептида KLVFF приводит к образованию 

антипараллельной β-складчатой структуры, стабилизирующейся с помощью 

Lys16, Leu17 и Phe20. Пептид RGKLVFFGR и другие фрагменты Aβ-пептида 

(Aβ15-22, Aβ16-23, Aβ17-24) также ингибируют фибриллогенез Aβ-пептида 

[Matsunaga et al., 2004; Austen et al., 2008; Taylor et al., 2010]. Был выявлен и 

другой ингибитор агрегации Aβ-пептида, основанный на последовательности 

Aβ31-34,  IIGL. На основании этой последовательности был синтезирован 

пептид RIIGL, который ингибирует образование Aβ-фибрилл и снижает 

цитотоксичность [Fulop et al., 2004].  

Аналогичную стратегию использовали для подавления агрегации 

инсулина. Был исследован пептид VEALYL, соответствующий фрагменту 

инсулина B12-17. Показано, что данный пептид в модифицированной форме  

RRRRRRLVEALYLV в концентрации 2 мМ значительно снижал скорость 

агрегации инсулина, в то время как пептид LVEALYLVRRRRRR, а также 

пептиды ALYLVRRRRRR, GSHLVEALRRRRRR и RRRRRRGSHLVEAL 

лишь незначительно тормозили агрегацию инсулина [Gibson and Murphy, 

2006]. 

Было также показано, что пептидный фрагмент АДГ40-60, 

YSGVCHTDLHAWHGDWPLPVK, может проявлять шапероноподобные 

свойства. Этот пептид предотвращает индуцированную ДТТ агрегацию 

инсулина, β-кристаллина, γ-кристаллина и АДГ. Замена пролина на гистидин 

в этом пептиде приводила к уменьшению антиагрегационной активности 

[Bhattacharyya et al., 2003]. 

Также было исследовано действие пептидных фрагментов 

кристаллина на агрегацию белков. Показано, что -кристаллин образует 
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стабильные комплексы с частично развернутыми белками, в частности, с 

АДГ. Было обнаружено, что фрагмент -кристаллина 70-88 также обладает 

шапероноподобной активностью, сходной с активностью целой молекулы 

-кристаллина. При этом он подавлял агрегацию не только АДГ, но и B-

цепи инсулина, и цитратсинтазы [Sharma et al., 2000]. Однако при 

исследовании других пептидных фрагментов -кристаллина было 

обнаружено противоположное действие на процесс агрегации. Например, 

фрагмент A-кристаллина 66-80, наоборот, способствовал образованию 

агрегатов. При низкой концентрации этот пептид взаимодействовал с -

кристаллином, снижая его шапероноподобную активность, и усиливал 

самоассоциацию его субъединиц. При высокой концентрации пептида 

происходит агрегация -кристаллина и других белков сетчатки глаза, что 

приводит к развитию катаракты.  Было показано также, что пептиды A 66-

75, A 67-75, A 67-80 и B 1-18 обладают свойствами, аналогичными 

пептиду A 66-80 [Santhoshkumar et al., 2011].  

 

1.7. Пептиды в биотехнологии и медицине  

 

Исследования пептидов, которые способны в процессе самоассоциации 

формировать агрегаты, обладающие морфологическими особенностями, 

представляющими интерес для биотехнологии, постоянно расширяются. В 

качестве биоматериалов для получения клеточных подложек в тканевой 

инженерии обычно используют гидрогели, состоящие из сополимеров 

поливинилового спирта и коллагена (для регенерации нервной ткани), 

коллагена и глюкозаминогликана (для регенерацию кожи), а также гели 

альгината и агарозы. Однако, размер волокон, которые образуют данные 

соединения, составляет примерно 10–50 мкм в диаметре, что сопоставимо с 

размерами большинства клеток (5–20 мкм в диаметре).  Преимущество 

подложек для клеток, образованных пептидами, заключается в том, что в 
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этом случае диаметр волокон составляет около 10 нм. В таких условиях 

клеткам легче мигрировать, образовывать межклеточный матрикс, 

взаимодействовать друг с другом, расти и дифференцироваться [Zhang et al., 

2005]. Также предполагают возможное использование пептидных подложек 

для высвобождения лекарственных средств. Например, было показано, что 

пептид EFK16, способный к самоассоциации, стабилизирует и увеличивает 

эффективность эллиптицина (лекарства против рака) [Fung et al., 2008]. Так 

как многие противораковые средства нестабильны или нерастворимы в воде,  

для их эффективной доставки могут быть использованы разработки 

самоассоциирующихся пептидов. 

Амфифильные самоассоциирующиеся пептиды в зависимости от 

аминокислотной последовательности и физико-химических условий образуют 

различные наноструктуры (мицеллы, нанотрубки, везикулы).  Например, было 

показано, что отрицательно заряженный пептид G6D2 образует пальцеобразные 

структуры (Рис. 1.7), а пептид V6D – нанотрубки [Zhang, 2012].  

 

 
Рис. 1.7. Микрофотографии структур, полученных при самоассоциации  пептида G6D2. А 
– пальцеобразные структуры. Выделенный участок показан на Б при большем увеличении 

[Zhang, 2012]. 
 

При исследовании положительно заряженных пептидов A6K, KA6 

были получены нановезикулы (Рис. 1.8). Отрицательно заряженные пептиды 

A6D и DA6 при самоассоциации также образуют нановезикулы, которые 

затем образуют кластеры. 
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Рис. 1.8. АСМ-изображение нановезикул, полученных при ассоциации пептида KA6. 
Масштаб – 200 нм [Fatouros et al., 2014]. 

 

Предполагают, что пептидные нановезикулы могут быть использованы 

для внутривенного введения в качестве системы доставки лекарственных 

препаратов к органам-мишеням [Fatouros et al., 2014]. Синтетический 

амфифильный пептид A12R2 образует антипараллельные димеры, которые  

способны формировать закрученные фибриллы шириной 5 нм [Hamley et al., 

2013]. При сборке такого пептида было обнаружено, что антипараллельные 

кросс-β-слои, аналогичные тем, которые характерны для амилоидных 

фибрилл, образуются за счет упаковки аланиновых остатков (Рис. 1.9).  

 

 
Рис. 1.9. Предполагаемая модель фибриллы (слева) шириной, равной антипараллельной 
структуре димера A12R2 (справа). Блоки R2 показаны  красным. Шаг спирали составляет 

около 10 нм. Показаны два вертикальных ряда фибрилл.  
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В биотехнологии могут использоваться и другие самоассоциирующиеся 

пептиды. Например, пептид AEAEAKAKAEAEAKAK в результате спонтанной 

самоассоциации может образовывать макроскопические мембраны в воде, 

которые не разрушаются при нагревании, обработке кислотами и щелочами, 

растворами додецилсульфата натрия, мочевины, гуанидин гидрохлорида, или 

при действии различных протеолитических ферментов [Zhang et al., 1992]. При 

помощи электронной микроскопии было обнаружено, что такие мембраны 

создают сеть из переплетенных филаментов, диаметром 10–12 нм. Эти 

материалы используются в качестве подложки для клеток, а также для 

остановки кровотечения [Luo et al., 2011]. Пептид KLDLKLDLKLDL был 

использован для опытов на культуре бычьих хондроцитов, которые на 

подложке такого типа длительное время были способны продуцировать 

коллаген и глюкозаминогликаны [Hauser and Zhang, 2010].  

Другой пептид RADARADARADARADA (RADA16-I) образует 

устойчивую β-структуру. Он самоассоциируется с образованием нановолокон и, 

в конечном итоге, формирует гидрогель, который на 95% состоит из воды (Рис. 

1.10). Такие волокна используют для восстановления поврежденных тканей, 

главным образом, нервной ткани [Ellis-Behnke et al., 2006]. 

 

 
Рис. 1.10. АСМ-изображение фибрилл, полученных при самоассоциации пептида 

RADA16-I [Sun and Zhao, 2012].  
 

Была исследована ассоциация противоположно заряженных 

амфифильных пептидов с участием электростатических взаимодействий. 
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Например, ассоциация пептидов, состоящих из трех аминокислотных остатков 

лизина и трех –  глутамина, приводит к образованию нановолокон, которые 

устойчивы к воздействию высоких температур [Behanna et al., 2005]. Были 

также исследованы пептиды, связанные с липидной цепью, C16-ETTES, 

содержащий два анионных аминокислотных остатка и C16-KTTKS, 

содержащий два катионных остатка. Ассоциация этих амфифильных пептидов 

приводит к образованию нанолент [Dehsorkhi et al., 2014] (Рис. 1.11). 

 

 
Рис. 1.11.  Электронная микрофотография, на которой показаны лентообразные 

структуры, образованные смесью пептидов C16-ETTES и C16-KTTKS. Масштаб – 1 мкм  

[Dehsorkhi et al., 2014]. 
 

Было показано, что даже дипептиды способны к образованию 

упорядоченных структур. Например, из дифенилаланина формируются 

наноструктуры в виде трубок [Reches and Gazit, 2005] (Рис. 1.12, А), в то 

время как дифенилглицин и трипептид CFF образуют наносферы  (Рис. 1.12, 

Б) [Reches and Gazit, 2004]. Пептид Ile-Phe образует прозрачный гидрогель из 

сети фибриллярных структур [De Groot et al., 2007]. Таким образом, даже  

короткие пептиды, содержащие ароматический мотив, способны к 

образованию надмолекулярных структур. 
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Рис. 1.12. Электронные микрофотографии структур, образованных из дифенилаланина, 

масштаб – 100 мкм (А), и из трипептида CFF, масштаб – 50 нм (Б) [Reches and Gazit, 2004, 
2005]. 

 

1.8. Функциональные амилоиды  

 

Общепринятым считается представление о том, что в основе развития 

таких патологических состояний, как болезнь Альцгеймера, болезнь 

Паркинсона и диабет 2 типа, лежит агрегация белков [Uversky and Fink, 2004; 

Chiti and Dobson, 2006]. Например, белок -синуклеин при болезни Паркинсона 

или Aβ-пептид при болезни Альцгеймера претерпевают структурные 

изменения, приводящие к формированию амилоидных фибрилл. Гораздо реже 

говорят о том, что фибриллоподобные  структуры могут выполнять важные 

биологические функции в живых системах. В последние десятилетия выяснили, 

что некоторые амилоидные структуры бактерий [Barnhart and Chapman, 2006], 

грибов [Maddelein et al., 2002], насекомых [Iconomidou et al., 2000] и человека 

[Fowler et al., 2006] проявляют непатогенную биологическую активность. Такие 

амилоиды были названы функциональными – functional amyloids [Fowler et al., 

2007]. Ниже приводятся некоторые примеры биологически активных 

функциональных амилоидов.  

Белок  хориона оболочки яйца шелкопряда, благодаря образованию 

нативной антипараллельной β-структуры, характерной для амилоидных 

фибрилл, обладает экстраординарными механическими и химическими 

свойствами. Такие характеристики позволяют защищать ооцит и 
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развивающийся эмбрион от температурных колебаний, механического 

давления, вирусов и бактерий [Iconomidou et al., 2000].  

Белок Pmel17, находящийся в меланосомах клеток эпидермиса, 

участвует в ковалентной полимеризации меланина, который является 

важнейшим биополимером, защищающим от ультрафиолетового света 

[Fowler et al., 2006]. Протеолитическое расщепление Pmel17 способствует 

образованию амилоидогенного фрагмента M и трансмембранного 

фрагмента M [Berson et al., 2001]. Фрагменты M и M остаются 

соединенными дисульфидной связью, что препятствует самоассоциации M. 

Предполагают, что далее M высвобождается из комплекса после 

деградации M, тем самым, инициируя образование амилоидов [Fowler et al., 

2007]. Pmel17 не обладает способностью к образованию волокон в таких 

клеточных компартментах, как эндоплазматический ретикулум и аппарат 

Гольджи, что по-видимому защищает эти органеллы от повреждающих 

ассоциатов M [Berson et al., 2003].  

Митохондриальный антивирусный сигнальный белок (Mitochondrial 

Antiviral Signaling Protein, MAVS), расположенный на внешней мембране 

митохондрий, обладает способностью к формированию функциональных 

агрегатов в инфицированных клетках. Попадание вирусной РНК в цитозоль 

клеток индуцирует сигнальный каскад реакций, приводящий к образованию 

больших агрегатов MAVS. В агрегированном состоянии белок активирует 

реакции, приводящие к синтезу β-интерферона [Hou et al., 2011].  

Недавние исследования показали, что некоторые пептидные и 

белковые гормоны накапливаются в амилоидоподобной конформации в 

секреторных гранулах гипофиза (Рис. 1.13). В такой форме они могут 

сохраняться в секреторных гранулах долгое время, так как эти структуры 

достаточно стабильны [Maji et al., 2009; Ranganathan et al., 2012].  
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Рис. 1.13. ТЭМ-изображения фибрилл гормонов: кортикотропин-релизинг фактор (А); 
глюкагоноподобный пептид (Б); бомбезин (В); β-эндорфин (Г). Масштаб – 500 нм [Maji et 
al., 2009]. 

 

Адренокортикотропный гормон (ACTH) представляет собой 

одноцепочечный полипептид, состоящий из 39 аминокислотных остатков. 

Для полного проявления биологической активности гормона необходимы 24 

N-концевые аминокислоты, которые гомологичны у разных видов животных, 

в то время как С-концевые аминокислоты значительно варьируют. ACTH (1-

24) играет главную роль в физиологических эффектах ACTH (1-39). 

Секреция ACTH находится под контролем кортикотропин-рилизинг 

гормона гипоталамуса. ACTH, в свою очередь, стимулирует продукцию 

кортикостероидов корой надпочечников. Широкий спектр биологической 

активности ACTH включает и поджелудочную железу в качестве органа-

мишени. В частности, было показано, что ACTH участвует в стимуляции 

секреции инсулина из поджелудочной железы [Borelli et al., 1994; Gagliardino 
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et al., 1995; Al-Majed et al., 2004], а также что ACTH вызывает гипогликемию 

[Lebovitz et al., 1965].  

Было обнаружено, что при связывании ACTH  с рецепторами 

плазматических мембран происходит значительное увеличение уровня 

внутриклеточного циклического аденозинмонофосфата (cAMP). Интересно, 

что аналоги cAMP имитировали физиологические эффекты ACTH [Mountjoy 

et al., 1992]. Поэтому было предположено участие cAMP  в реализации 

действия  ACTH на β-клетки поджелудочной железы. Однако, было 

установлено, что одним из ключевых факторов, участвующих в секреции 

инсулина является концентрация внутриклеточного кальция и что изменения 

его уровня влияют на стимуляцию секреции инсулина из β-клеток 

поджелудочной железы под действием ACTH [Gronda et al., 1992, Gagliardino 

et al., 1995]. Регуляция уровня ACTH осуществляется по механизму 

отрицательной обратной связи, включающей кортиколиберин и 

глюкокортикоиды, причем, избыточные количества ACTH могут тормозить 

продукцию кортиколиберина.  

Важная роль в регуляции образования и секреции ACTH принадлежит 

центральной нервной системе. В этом процессе принимает участие ряд 

нейромедиаторов, в том числе норадреналин, ацетилхолин и серотонин. 

Скорее всего, именно нейромедиаторы опосредуют участие ACTH в 

адаптации к стрессу. ACTH стимулирует продукцию глюкокортикоидов, 

необходимых для адаптации человека к стрессорным реакциям различного 

типа, возникающих, в частности, при физических нагрузках, хирургических 

операциях, физических или эмоциональных травмах.  

Исследования показали, что ACTH не образует амилоидов in vitro. 

Однако он образует амилоидоподобные агрегаты в присутствии β-эндорфина 

и агрегирует вместе с ним [Maji et al., 2009]. ACTH локализуется вместе с β-

эндорфином в секреторных гранулах и в тканях гипофиза крыс (Рис. 1.14). 

Возможно, накопление ACTH в секреторных гранулах в амилоидной форме 
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осуществляется в результате его взаимодействия с β-эндорфином 

[Ranganathan et al., 2012]. 

 

 
Рис. 1.14.  Моделирование взаимодействия между ACTH и β-эндорфином. (А) 
Взаимодействие  двух молекул ACTH и двух молекул β-эндорфина. Слева – 
схематическое представление индивидуальных пептидов, справа – их комплекса. (Б) 
Схематическое представление водородных связей, образуемых между пептидами.(В) 
ТЭМ-изображение амилоидного комплекса ACTH и β-эндорфина. Масштаб – 500 нм. 

[Ranganathan et al., 2012]. 
 

Исследования взаимодействия гормонов поджелудочной железы – 

инсулина и амилина, а главное – амилоидогенеза амилина важны для понимания 

патогенеза и лечения сахарного диабета 2 типа [Laybutt et al., 2007; Lin et al., 

2007]. Согласно общепринятой точке зрения фибриллообразование амилина 

может являться причиной сахарного диабета 2 типа. Инсулин экспрессируется и 

секретируется вместе с амилином in vivo. При нормальных условиях мономер 

амилина растворим. Молярное соотношение амилин:инсулин в здоровых β-
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клетках составляет 1:100, однако, у больных сахарным диабетом 2 типа это 

соотношение изменяется до 1:20 [Hull et al., 2004].  

В секреторных гранулах инсулин в форме гаксамеров стабилизируется 

ионами цинка [Hutton, 1989; Smith et al., 2003]. Обычно инсулин занимает 80–

90% объема секреторной гранулы при его концентрации около 40 мМ, образуя 

плотное ядро. Остальное содержимое, включая амилин, располагается по 

периферии гранулы. Таким образом, в здоровых β-клетках содержание амилина 

составляет 0,8–4 мМ, однако, исследования in vitro показали, что уже при 

наномолярных концентрациях образуются фибриллы [Knight and Miranker, 

2004; Knight et al., 2008]. Амилин образует фибриллы шириной около 10 нм и 

длиной 200–400 нм (Рис. 1.15, А). На рисунке 1.15, Б продемонстрирован 

плотный слой агрегированных фибрилл амилина. 

 

 
Рис. 1.15. Электронные  микрофотографии волокон амилина. (А) фибриллы амилина, (Б) 
плотный слой фибрилл амилина. Масштаб – 200 нм, во вставке – 20 нм. [Larson and Miranker, 
2004].  

 

В предотвращении образования фибрилл участвуют С-пептид, 

проинсулин, инсулин, действия которых зависят от ионной силы и pH среды. 

Эффекты инсулина продемонстрированы во многих исследованиях in vitro 

[Jaikaran et al., 2004; Knight and Miranker, 2004; Gilead et al., 2006; Knight et al., 

2008; Cui et al., 2009], однако механизмы ингибирования инсулином 

фибриллообразования амилина изучены недостаточно. Предполагают, что 

взаимодействие цинка с амилином может стабилизировать его в форме 
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растворимого мономера [Brender et al., 2010]. Было показано также, что инсулин 

способен стабилизировать амилин в мономерном неамилоидогенном состоянии 

при молярном стехиометрическом соотношении 1:1 в течение длительного 

времени за счет образования гетерогенных кластеров инсулина и амилина. Один 

мономер амилина связывает до трех мономеров инсулина [Susa et al., 2014]. Не 

исключается взаимодействие инсулина с олигомерами амилина, которое может 

приводить к ингибированию фибриллообразования амилина [Knight et al., 2008; 

Cui et al., 2009;  Wang and Raleigh, 2014]. 

Было показано также, что ингибирование агрегации амилина зависит от 

олигомерного состояния инсулина, которое зависит от концентрации цинка в 

секреторных гранулах β-клетки [Nedumpully-Govindan and Ding, 2015]. При 

снижении концентрации цинка равновесие сдвигается в сторону растворимых 

мономеров и димеров инсулина. Связывание мономеров амилина с мономерами и 

димерами инсулина конкурирует с димеризацией амилина. Способность 

мономеров и димеров инсулина при высокой концентрации связывать мономеры 

амилина, ингибировать образование гомодимеров амилина и его агрегацию 

снижает риск развития сахарного диабета 2 типа [Nedumpully-Govindan and Ding, 

2015]. 

Амилоиды гормонов не токсичны, они сохраняются внутри секреторных 

гранул, формирование которых может строго регулироваться. Регуляция может 

включать процессинг прогормонов, которые агрегируют более медленно, чем сам 

гормон [Yonemoto et al., 2008]. Более того, эти амилоидные фибриллы 

диссоциируют при секреции. Такая регуляция зависит от гомеостаза. Если 

белковый гомеостаз изменяется, например, при определенной диете, стрессе или 

старении, агрегация гормона может выйти из-под контроля, что вызывает развитие 

патологических состояний, индуцируемых  образованием амилоидных фибрилл 

[Maji et al., 2009].  Сведения о  регуляции агрегации белков, которые содержат 

области, склонные к  агрегации, ограничены [Gsponer and Babu, 2012]. Тем не менее, 

для некоторых функциональных амилоидов были обнаружены контрольные 

механизмы, регулирующие процессы агрегации [Fowler et al., 2007; Maji et al., 2009].  
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2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Материалы 

 

В работе использовали -лактальбумин коровьего молока, дрожжевую 

АДГ, рекомбинантный инсулин человека, пептиды Arg-Phe, Asp-Phe, Lys-Leu 

и ACTH (1-24), L-аргинин моногидрохлорид, L-лизин моногидрохлорид, 

ДТТ, этиленгликольтетраацетат (ЭГТА), ThT, bis-ANS, натриевая соль 

триметилсилил-пропионовой кислоты (TSP), GuHCl фирмы Sigma (США); 

додецилсульфат натрия (ДСН) фирмы Bio-Rad (США); лизоцим куриного 

яйца фирмы ApplyChem (США), акриламид, N,N'-метиленбисакриламид 

фирмы MP Biomedicals (США), персульфат аммония, N,N,N',N'-

тетраметилэтилендиамин, стандарты молекулярной массы фирмы Serva 

(Германия). -Кристаллин из хрусталиков глаза быка был любезно 

предоставлен д.б.н. К.О. Мурановым (Федеральное государственное 

бюджетное учреждение науки Институт биохимической физики им. Н.М. 

Эмануэля Российской академии наук). Для ультрафильтрации использовали 

центрифужные фильтры Ultra-0.5, 100 кДа, а также центрифужные фильтры – 

Microcon, 30 кДа фирмы Amicon (США) и фильтры Anotop 10 Whatman, 20 

нм (США). Остальные реактивы были отечественного производства марки 

х.ч. или о.с.ч. Использовали воду, деионизованную с помощью системы Easy-

Pure II RF фирмы Barnstead (США). 

 

2.2. Методы исследования 
 

2.2.1. Динамическое лазерное светорассеяние 
 

Динамическое лазерное светорассеяние широко используется для 

изучения кинетики агрегации белков и определения размеров агрегатов. 
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Представленная ниже зависимость автокорреляционной функции G(τ) 

флуктуаций интенсивности рассеянного света (Рис. 2.1) есть функция от 

времени τ, которая может быть представлена в виде дифференциального 

уравнения первого порядка: 

 

                         ,                    (1) 

 

где базовый уровень корреляции b пропорционален интенсивности I. 

Коэффициент ε зависит от количества рассеянного света и от апертуры, этот 

коэффициент всегда меньше единицы.  

Коэффициент диффузии D частиц, главным образом, связан со 

скоростью затухания τc корреляционной функции, зависящей от времени: 

 

2
c

1

2τ
D

k
 ,                              (2) 

 

где k – модуль волнового вектора рассеяния, 
2π θ

sin
λ 2

n
k  , n – показатель 

преломления растворителя, λ – длина волны рассеиваемого излучения в 

вакууме и θ – угол регистрации рассеянного света.  

 

 

Рис. 2.1. Схематическое представление флуктуаций интенсивности светорассеяния, 

регистрируемых в малом объеме в микросекундном временном интервале (А) и 

автокорреляционной функции G(t) (Б).  
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Для сферических частиц одинакового размера, находящихся в среде с 

известной динамической вязкостью η, можно определить величину 

гидродинамического радиуса R, используя соотношение Стокса-Эйнштейна: 

 

B

h6πη

k T
D

R
= ,                           (3) 

 

где kB – постоянная Больцмана, Т – абсолютная температура, η – вязкость 

растворителя при температуре Т.  

Размер частицы, вычисляемый из уравнения (3), назван 

гидродинамическим радиусом, так как его размер превышает размер простой 

частицы вследствие возможного образования слоев растворителя или 

адсорбируемых ионов. В большинстве случаев эти слои вносят 

незначительную поправку к размеру, за исключением измерения частиц 

малых размеров. Уравнения (1) и (2) действительны для 

невзаимодействующих сферических частиц. Если частицы вовлечены в 

процесс агрегации, эти уравнения можно применять для оценки изменения 

кажущегося размера частицы в том случае, когда характерное время 

кинетики агрегации намного больше времени измерений.  

Измерения проводили при помощи коммерческой установки фотометра 

рассеянного лазерного света Photocor (Photocor Instruments Inc., США, 

www.photocor.com) с He-Ne лазером мощностью 10 мВт и длиной волны 

падающего света 632,8 нм (Coherent, США, модель 31-2082). Температуру 

образцов поддерживали при помощи пропорционально-интегрально-

дифференциального регулятора PhotoCor-TC в пределах ±0,1 ºC; такой 

регулятор позволяет также осуществлять нагрев образца с постоянной 

скоростью. Сигнал светорассеяния от образца наблюдали под углом 90о. 

Кросскорреляционная система и быстрый коррелятор дают возможность 

измерять частицы в очень широком диапазоне от 1 нм до 5 мкм. Особенность 

установки Photocor состоит в том, что это – многофункциональное 
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оборудование для изучения как статического (интенсивность) так и 

динамического (корреляционная функция, зависимая от времени) 

светорассеяния [Yudin et al., 1997]. Автокорреляционные функции измеряли 

при помощи Photocor-FC в режиме multiple-tau с логарифмическим 

расположением точек корреляции во времени. Персональный компьютер 

выполняет анализ данных и контролирует работу прибора с помощью 

установленной программы PhotoCor версии 5.3.3. Обработку 

автокорреляционных функций и расчёт размеров гидродинамического радиуса 

Rh проводили при помощи программы DynaLS (Alango, Израиль) версии 2.5.2.  

He-Ne лазер и фокусирующая система установки зафиксированы на 

оптической платформе (Рис. 2.2). Термостат и кюветодержатель 

анализируемого образца расположены симметрично на гониометре. 

Фотоприемник (счетчик фотонов модели “PhotoСor-PC3”) находится на 

вращающемся рычаге гониометра и состоит из сменной системы отверстий, 

необходимой для подбора апертуры нужного диаметра, фотоэлектронного 

умножителя (ФЭУ)  с низким уровнем шумов и усиливающего фотодетектора. 

Чтобы избежать последующих искажений поступающего сигнала, используется 

квазикорреляционная схема с двумя ФЭУ. 

 
Рис. 2.2. Установка Photocor – прибор для измерения статического и динамического 

лазерного светорассеяния. 
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При изучении кинетики агрегации раствор белка помещали в 

стеклянную кювету цилиндрической формы и предварительно прогревали ее 

в течение 10 минут при заданной температуре. Инкубацию проводили при 

37 °C в 25 мМ Na-фосфатном буфере (pH 7.0) в присутствии 150 мМ NaCl и 

10 мМ ДТТ. При инкубации -лактальбумина в среду добавляли 1 мМ ЭГТА. 

При необходимости в некоторых экспериментах изменяли pH буфера, 

концентрацию NaCl или ДТТ. Агрегацию регистрировали с момента 

внесения ДТТ в кювету с раствором белка. Конечный объем исследуемого 

образца в кювете составлял от 0,3 до 0,5 мл. Регистрация каждой пробы 

производилась автоматически, каждые 60 секунд. Эксперименты повторяли 

3–5 раз, при обработке результатов относительную интенсивность 

представляли как среднее значение ± стандартная ошибка.  

Концентрацию белков определяли спектрофотометрически, используя 

коэффициенты экстинкции A280 (0,1%) равные 1,28; 2,01; 2,65 для АДГ 

(UniProt, P00331), -лактальбумина (P00711), лизоцима (P00698) 

соответственно, ExPASy Proteomics Server, http://au.expasy.org  и ε280 нм = 1,0 М-1 см-1 

для инсулина (Gill and von Hippel, 1989). Спектры поглощения измеряли на 

спектрофотометре Nanophotometer P330 Implen (Германия).  

 

2.2.2. Флуоресцентные методы исследования 
 

2.2.2.1. Флуоресценция тиофлавина Т 

 

В работе использовали флуоресцентный спектрофотометр Cary Eclipse 

(Varian), оснащенный Пельтье-контролируемым кюветодержателем и 

термодатчиком, и кварцевые кюветы 1×1 см. Ширина щелей возбуждающего 

и анализирующего монохроматоров варьировалась в зависимости от условий 

эксперимента (главным образом, 5 и 2,5 нм соответственно). Спектры 

флуоресценции записывали при постоянной температуре. Данный прибор 

позволяет регистрировать спектры флуоресценции одновременно для 

http://au.expasy.org/
http://au.expasy.org/
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четырех образцов и использовать при этом две длины волны возбуждения и 

регистрации флуоресценции. 

Флуоресценцию ThT возбуждали светом с длиной волны 440 нм и 

регистрировали значения интенсивности флуоресценции при 485 нм. 

Концентрация ThT составляла 50 мкМ. 

 

2.2.2.2. Флуоресценция bis-ANS 

 

Для анализа гидрофобных свойств агрегатов белков и их комплексов с 

аминокислотами и пептидами использовали гидрофобный зонд bis-ANS. 

Флуоресценцию bis-ANS возбуждали светом с длиной волны 395 нм и 

регистрировали значения интенсивности флуоресценции при 400 нм. 

Ширина щелей возбуждающего и анализирующего монохроматоров 

варьировалась в зависимости от условий эксперимента (главным образом, 5 и 

2,5 нм соответственно). Образцы белка инкубировали при постоянной 

температуре. Эксперименты проводили на спектрофлуориметре Cary Eclipse 

(Varian), оснащенном Пельтье-контролируемым кюветодержателем и 

термодатчиком. Концентрация bis-ANS составляла 5 мкМ. 

 

2.2.3. Турбидиметрия 
 

Образование агрегатов приводит к повышению мутности раствора. 

Этот процесс контролировали, измеряя светорассеяние на флуоресцентном 

спектрофотометре Cary Eclipse (Varian). Образцы инкубировали при 

постоянной температуре и длине волны 360 нм. Ширина щелей 

возбуждающего и анализирующего монохроматоров – 5 нм.  
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2.2.4. Спектроскопия кругового дихроизма 

 

Основу метода КД составляет взаимодействие поляризованного света с 

оптически активными молекулами. С помощью дихрографа измеряли 

разницу между молярными коэффициентами поглощения для лево- и 

правовращающего света (Δε), выраженную в М-1·см-1. Другой единицей 

измерения КД является молярная эллиптичность (θ, мград), при 

исследовании белков часто используют молярную эллиптичность, 

приведенную на один аминокислотный остаток, которая также обозначается 

θ и рассчитывается по формуле:  

 

,  

 

где θλ – молярная эллиптичность, М – средняя молекулярная масса одного 

аминокислотного остатка (110 Да), d – длина оптического пути в см, С – 

концентрация белка в г/л. Полученная величина имеет размерность 

град·см2·дмоль-1. 

Для получения информации о третичной и вторичной структурах 

белков используют спектры КД в ближнем (250–300 нм) и дальнем (<250 нм) 

ультрафиолете соответственно. На спектр КД в ближней ультрафиолетовой 

области влияет асимметричность окружения ароматических остатков, тогда 

как на спектр КД в дальней ультрафиолетовой области влияет вторичная 

структура белка (-спирали, β-складки и неупорядоченные структуры). При 

этом -спиральные структуры имеют отрицательные максимумы поглощения 

при 222 и 208 нм, а также положительный максимум при 192 нм; β-

складчатые структуры имеют отрицательный максимум при 215 нм и 

положительный при 198 нм [Sreerama and Woody, 2000, 2004]. 

Спектры КД в дальней ультрафиолетовой области регистрировали при 

37 °C в интервале 190–260 нм на приборе Chirascan Circular Dichroism 

Spectrometer (Applied Photophysics, Великобритания). Оптическая система 
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данного прибора обеспечивает максимальное светопропускание, особенно в 

дальнем ультрафиолете. Система сбора и обработки информации позволяет 

регистрировать максимально точные, неискаженные спектры. 

Образцы готовили в 25 мМ Na-фосфатном буфере (pH 7.0 или 8.0), 

содержащем 150 мМ NaCl. Для индукции агрегации белков добавляли 5 или 

10 мМ ДТТ. Использовали кюветы с длиной оптического пути 0,1 или 0,2 мм. 

Спектры снимали от 3-х до 10-ти раз, усредняли и вычитали спектр буфера. 

Работа проводилась совместно с к.б.н. Шубиным В.В., Федеральное 

государственное учреждение «Федеральный исследовательский центр 

«Фундаментальные основы биотехнологии» Российской академии наук» 

(ФИЦ Биотехнологии РАН), институт биохимии им. А.Н. Баха. 

 

2.2.5. Трансмиссионная электронная микроскопия 

 

Для исследования морфологических свойств образцов с помощью 

электронной микроскопии каплю материала (5–8 мкл) помещали на 2–3 

минуты на медные сетки (300-mesh), покрытые пленкой из формвара. Затем 

сетки снимали, избыток жидкости удаляли и укладывали их на 1–2 минуты 

на каплю контрастера, в качестве которого использовали 2% фосфорно-

вольфрамовую кислоту (рН 7.2) или 1% уранилацетат. Затем с сеток удаляли 

лишнюю жидкость и досушивали их на воздухе при комнатной температуре. 

Полученные образцы исследовали на электронном микроскопе JEOL JEM-

100CX (Япония) при 80 кV и номинальном увеличении 30000–50000  и 

фотографировали на негативную пленку Kodak Camera EL. Полученные 

микрофотографии сканировали, используя планшетный сканер Umax Astra 

6700 c разрешением изображения 600 dpi. Работа проводилась совместно с 

к.б.н. Штейн-Марголиной В.А., Федеральное государственное учреждение 

«Федеральный исследовательский центр «Фундаментальные основы 

биотехнологии» Российской академии наук» (ФИЦ Биотехнологии РАН), 

институт биохимии им. А.Н. Баха. 
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2.2.6. Атомно-силовая микроскопия 

 
АСМ – разновидность зондовой микроскопии; в основе метода лежит 

силовое взаимодействие атомов материала зонда и исследуемого образца. 

Зонд (игла) расположен на свободном конце кантилевера. Зонды в основном 

изготавливают из таких материалов, как кремний Si и Si3N4. Кантилевер – это 

упругая пластинка, по отклонению которой можно судить о силе 

взаимодействия иглы с образцом. В зависимости от расстояний от иглы до 

образца, используемых для получения АСМ-изображений, возможны 

следующие режимы работы АСМ: контактный, бесконтактный и 

полуконтактный. При контактном режиме расстояние от иглы до образца 

составляет нескольких десятых нанометра, при этом игла АСМ находится в 

мягком физическом контакте с образцом и подвержена действию сил 

отталкивания. Взаимодействие между иглой и образцом заставляет 

кантилевер изгибаться, повторяя топографию поверхности. АСМ проводили 

на сканирующем зондовом микроскопе SmartSPM фирмы ООО «АИСТ-НТ», 

Россия (Рис. 2.3).  

 

 

 Рис. 2.3. Сканирующий зондовый микроскоп SmartSPM 

фирмы АИСТ-НТ. 
 

 

Важную роль в получении изображения в 

АСМ играет приготовление образцов. При работе с 

биохимическими веществами их обычно 

адсорбируют на подложке. В наших экспериментах 

для исследования образцов с помощью АСМ 

каждый образец разбавляли Na-фосфатным 

буфером (1:2), затем наносили по 5 мкл раствора на 

поверхность очищенной слюды и высушивали.  
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Работа проводилась совместно с к.б.н. Сафенковой И.В., Федеральное 

государственное учреждение «Федеральный исследовательский центр 

«Фундаментальные основы биотехнологии» Российской академии наук» 

(ФИЦ Биотехнологии РАН), институт биохимии им. А.Н. Баха. 

 

2.2.7. Ультрафильтрация 

 

Для разделения агрегатов -лактальбумина и -кристаллина по 

размерам использовали центрифужные фильтры, имеющие порог отсечения 

молекулярной массы 100 кДа фирмы Amicon (США). Фракционирование 

агрегатов проводили с помощью центрифуги Centrifuge tipe MPW-310 

(Польша). При этом 100–150 мкл исследуемой смеси помещали на фильтр и 

центрифугировали пробирки при 9000 g до уменьшения объема раствора над 

фильтром примерно вдвое. Отобранные образцы фильтрата и ретентата 

использовали для определения в этих фракциях концентрации белка, а также 

исследовали с помощью электрофореза в ПААГ. 

 

2.2.8. Электрофорез в полиакриламидном геле 

 

Для анализа белкового состава образцов использовали метод Леммли 

[Laemmli, 1970] в градиентной буферной системе на геле толщиной 1 мм, в 

мини-системе для электрофореза Mini VE (Amersham Biosciences, США). В 

качестве стандартов использовали белки с молекулярной массой, кДа: 

ферритин, 450; каталаза, 240; альдолаза, 160; бычий сывороточный альбумин, 

67; овальбумин, 45; ингибитор трипсина, 20; -лактальбумин, 14,2. Белок 

окрашивали раствором Кумасси Синего R-250.  

Для электрофореза в неденатурирующих условиях использовали 

гомогенный 10% разделяющий гель. Полимеризацию инициировали 

добавлением персульфата аммония и N,N,N',N'-тетраметилэтилендиамина до 

конечной концентрации 0,1%. Пробы готовили добавлением 1/4 объема 4-х 
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кратного буфера для образцов (0,25 М трис-HCl, 40% глицерин, 0,004% 

бромфеноловый синий, 5% меркаптоэтанол, рН 6,8). Для электрофореза в 

денатурирующих условиях использовали 12,5% разделяющий 

полиакриламидный гель аналогичного состава с добавлением 0,4 % ДСН. 

Буфер для образцов содержал 4 % ДСН. После добавления буфера пробы 

кипятили при 100 °С в течение 5 мин. Электрофорез проводили при силе 

тока, равной 20 мА, на гель, толщиной 1 мм и шириной 10 см, до входа 

лидирующего красителя в разделяющий гель и 40 мА на гель после входа 

индикатора в разделяющий гель.  

При окрашивании раствором Кумасси гель помещали в фиксирующий 

раствор (10% уксусная кислота, 40% этанол) на 30 мин для фиксации белков 

и удаления ДСН. После этого гель окрашивали раствором Кумасси (0,4% 

Кумасси, 40% этанол, 10% уксусная кислота) в течение часа, а избыток 

красителя удаляли, нагревая окрашенный гель в водяной бане в 

дистиллированной воде с добавлением уксусной кислоты. Полученные гели 

сканировали, используя сканер Epson Perfection 4180. 

 

2.2.9. Аналитическое ультрацентрифугирование 

 

Использование аналитического ультрацентрифугирования позволяет 

исследовать олигомерное состояние белков, а также его изменения в 

результате взаимодействия белок–лиганд. Эксперименты по скоростной 

седиментации были выполнены на аналитической ультрацентрифуге 

«Spinco»  Model E (Beckman, США) с использованием абсорбционной 

оптической системы, фотоэлектрического сканнера, монохроматора и 

компьютера. Ротор выдерживали в течение ночи в термостате при 37 °C. 

Растворы белков помещали в предварительно нагретый ротор. Профили 

седиментации -лактальбумина, -кристаллина и их смеси регистрировали 

путем измерения оптической плотности при 285 нм против буфера, 

содержащего 20 мМ ДТТ, при скорости вращения ротора 52000 об/мин. 
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Интервал времени между сканированиями составлял 2,5 мин. Коэффициенты 

седиментации приводили к стандартным условиям (растворитель с 

плотностью и вязкостью воды при 20 °С)  и рассчитывали с помощью 

программ SEDFIT и SEDNTERP. Результаты представлены в виде 

дифференциальных распределений  коэффициентов седиментации [c(s) 

против S]. Работа проводилась совместно с д.б.н. Чеботаревой Н.А., 

Федеральное государственное учреждение «Федеральный исследовательский 

центр «Фундаментальные основы биотехнологии» Российской академии 

наук» (ФИЦ Биотехнологии РАН), институт биохимии им. А.Н. Баха. 

 

2.2.10. Гель-проникающая хроматография 

 

Смесь -лактальбумина (1 мг/мл) и -кристаллина (0,4 мг/мл) 

инкубировали в присутствии ДТТ в конечном объеме 6 мл при 37 °C при 

условиях, аналогичных для экспериментов с использованием ДЛС. В конце 

процесса инкубации образцы охлаждали в ледяной бане и центрифугировали 

при 14500 g в течение 15 минут с использованием центрифуги MiniSpin 

Eppendorf (Германия). Супернатант наносили на колонку (GE HealthCare, 

Sephacryl S200 superfine, 25×900 mm) и проводили гель-фильтрацию при 

скорости потока 0,6 мл/мин при 20 °C. Фракции основных пиков были 

собраны и проанализированы с помощью электрофореза в ПААГ. Работа 

проводилась совместно с д.б.н. Мурановым К.О. и к.б.н. Полянским Н.Б., 

Федеральное государственное бюджетное учреждение науки Институт 

биохимической физики им. Н.М. Эмануэля Российской академии наук.  

 

2.2.11. Ядерный магнитный резонанс  

 

Современные возможности спектроскопии ЯМР позволяют 

исследовать не только пространственное строение вещества и механизмов 

протекания химических процессов, но и внутри- и межмолекулярные 
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перегруппировки. В ряду этих процессов особый интерес вызывает изучение 

конформационных превращений молекул белка в растворах, возникающих в 

результате его взаимодействия с лигандами, и динамических свойств 

образующихся комплексов, поскольку в роли лигандов часто выступают 

лекарственные препараты. 
1H ЯМР-спектры были получены с помощью спектрометра Bruker 

Avance 600 (Германия) с резонансной частотой 600 МГц, оснащенного 

тройным резонансом (1Н, 13С и 15N) в импульсном режиме с градиентом поля. 

Опыты проводились при 25 °C в 25 мМ натрий-фосфатном буфере, рН 7.0, 

или 8.0, содержащем инсулин в конечной концентрации 0,6 мг/мл (~ 0,1 мМ), 

150 мМ NaCl, 1 мМ ДТТ в отсутствие или в присутствии аргинина в 

концентрации 100 мМ. Каждый образец содержал 90% H2O /10% D2O. TSP в 

концентрации 15 мкМ был добавлен в качестве внутреннего стандарта. 

Общий объем составлял 0,35 мл в ЯМР-ампуле Shigemi диаметром 5 мм. 

ЯМР-спектры были измерены с помощью одномерной последовательности 

импульсов с вычетом резонанса воды с помощью биномиальной процедуры 

WATERGATE W3 [Piotto, 1992].  

ЯМР-спектры были обработаны и проанализированы с помощью 

программного обеспечения Mnova (Mestrelab исследования, Испания). Работа 

проводилась совместно с д.х.н. Польшаковым В.И. и к.х.н. Жоховым С.С., 

Центр магнитной томографии и спектроскопии факультета фундаментальной 

медицины МГУ им. М.В. Ломоносова. 
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3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

3.1. Модельные белковые субстраты 

 

-Лактальбумин – небольшой, кислый, глобулярный Ca2+-связывающий 

белок молока, состоящий из 123 аминокислотных остатков и содержащий 4 

дисульфидные связи и ни одной свободной тиоловой группы [Christina et al., 

2000; Permyakov and Berliner, 2000].  Его молекулярная масса составляет 14,6 

кДа. По данным рентгеноструктурного анализа трехмерная структура -

лактальбумина аналогична структуре лизоцима [Acharya et al., 1994]. Нативный 

белок содержит два домена – большой -спиральный домен и малый β-

складчатый домен (Рис. 3.1). Структура -лактальбумина  стабилизируется 

дисульфидными связями и катионом кальция. Его часто используют в качестве 

модели Ca2+-связывающего белка, поскольку он обладает сильным Ca2+-

связывающим центром [Hiraoka et al., 1980; Permyakov et al., 1981]. Связывание 

кальция приводит к сильным изменениям четвертичной структуры белка 

[Пермяков и др., 1982; McKenzie and White, 1987; Anderson et al. 1997]. С 

помощью дифференциальной сканирующей калориметрии  показано, что 

связывание кальция сдвигает температуру плавления к более высоким 

значениям [Grico et al., 1994; Veprintsev et al, 1997]. 

 

 

 
Рис. 3.1. Трехмерная 

структура -лактальбу-
мина: гексамер (А) и 

мо-номер (Б). Показаны 

основные элементы 

вторичной структуры и 

ион Са2+ (серый шарик) 

(UniProt, P00771). 

 

-Лактальбумин  один из активно используемых модельных 

субстратов. Он играет важную роль в секреторных клетках молочных желез, 
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являясь одним из двух компонентов лактозосинтазы, катализирующей 

последний шаг биосинтеза лактозы в молочной железе [Hill and Brew, 1975]. 

Вторым компонентом лактозосинтазы является галактозилтрансфераза. Сам 

по себе этот белок способен переносить галактозу с уридиндифосфат-

галактозы на N-ацетилглюкозамин. -Лактальбумин меняет специфичность 

галактозилтрансферазы, и лактозосинтаза переносит галактозу не на N-

ацетилглюкозамин, а на глюкозу, что приводит к образованию лактозы. 

Галактозилтрансфераза присутствует в большинстве органов и тканей, в то 

время как -лактальбумин обнаруживается только в лактирующей молочной 

железе [Permyakov and Berliner, 2000; Horwich, 2002]. Предполагают, однако, 

что этот белок может выполнять много других важных функций. В частности, 

было показано, что некоторые формы -лактальбумина могут индуцировать 

апоптоз опухолевых клеток [Hakansson et al, 1995; Svensson et al., 1999].  

-Лактальбумин имеет несколько частично свернутых промежуточных 

состояний, которые вызывают интерес исследователей, занимающихся 

проблемами фолдинга белка. При кислом значении pH в апо-состоянии при 

повышенных температурах -лактальбумин является классической 

«расплавленной глобулой» [Dolgikh et al., 1981; Permyakov et al., 1981; 

Kuwajima, 1996].  

 

Лизоцим (КФ 3.2.1.17) – щелочной глобулярный белок с молекулярной 

массой 14,6 кДа, состоящий из 129 аминокислотных остатков. В организме 

человека он был обнаружен в селезенке, легких, почках, лейкоцитах, молоке, 

слезах и слюне. Лизоцим катализирует гидролиз β-1,4 гликозидных связей 

между N-ацетилмурамовой кислотой и N-ацетилглюкозамином 

мукополисахаридов бактериальной стенки.  

С тех пор, как лизоцим был обнаружен Флемингом в 1922 году, он 

используется в качестве модели для исследований фолдинга белка. Обширные 

исследования сворачивания лизоцима показали, как различные области этого 

белка взаимодействуют друг с другом. Пространственная структура лизоцима 
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хорошо изучена (Рис. 3.2),  разработаны методы, позволяющие исследовать 

изменение структуры лизоцима в различных условиях. Большое количество 

информации, полученное при индукции/ингибировании агрегации лизоцима в 

различных условиях in vitro, делает лизоцим идеальным модельным белком 

для исследования механизмов агрегации и фибриллообразования 

[Swaminathan, 2011], а также для испытания новых фармакологических 

препаратов для борьбы с амилоидозами [Merlini and Belotti, 2003]. 

 

 

 
Рис. 3.2. Трехмерная структура лизоцима. 

Показаны основные элементы вторичной 

структуры, ион Na+ (большой синий 

шарик) и ионы хлора Cl– (маленькие 

шарики) (UniProt, P00698).  

 

Исследования самоассоциации и агрегации лизоцима приобрели 

особую важность после того, как было обнаружено, что точечные мутации в 

лизоциме человека коррелируют с наследственными системными 

амилоидозами, главным образом, в печени и почках [Pepys et al., 1993]. 

Понимание механизмов агрегации лизоцима важно для разработки 

терапевтических подходов к лечению системного амилоидоза. Были 

разработаны условия in vitro, вызывающие фибриллообразование лизоцима 

куриного яйца. При изучении влияния рН и температуры на фибриллогенез 

лизоцима было показано, что для образования фибрилл лизоцима человека и 

куриного яйца необходимо повышение температуры до 55–65 °C и снижение 

рН до 2.0–2.5 [Arnaudov and de Vries, 2005].  

В переходных состояниях, предшествующих фибриллогенезу лизоцима 

куриного яйца, -домен этого белка остается структурированным, в то время 
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как β-домен теряет свою вторичную структуру. Поэтому было сделано 

предположение, что именно β-домен играет ключевую роль в процессе 

фибриллогенеза [Horwich, 2002]. Это предположение было подтверждено 

результатами работы, свидетельствующей о том, что фрагмент β-домена 

лизоцима куриного яйца,  содержащий аминокислотные остатки 49–63 

(GSTDYGILQINSRWWS), способен формировать фибриллы [Krebs et al., 

2000]. При определенных условиях образование фибрилл лизоцима куриного 

яйца может происходить при полном восстановлении дисульфидных связей в 

этом белке [Cao et al, 2004].  

Интересно, что в биотехнологических исследованиях лизоцим 

использовался в качестве модели для восстановления активного 

рекомбинантного белка из телец включения с использованием аргинина. 

Около 95% активного белка было получено из денатурированного лизоцима 

в присутствии 0,75–1 М аргинина [Hevehan and Clark, 1997]. Аргинин в 

концентрации около 1 М подавлял агрегацию лизоцима [Reddy et al., 2005]. 

 

Алкогольдегидрогеназа млекопитающих (алкоголь: 

NAD+оксидоредуктаза, КФ 1.1.1.1) является гомоолигомером, состоящим из 

субъединиц с молекулярной массой 36,7 кДа и содержащим ионы Zn2+. 

Установлено, что АДГ животных  преимущественно находится в форме 

димера [Зимин и др., 2001; Зимин и Соловьева, 2009]. Для некоторых  

ферментов из бактерий и дрожжей характерны тетрамерные формы АДГ 

(Рис. 3.3). 

Дрожжевая АДГ состоит из одинаковых субъединиц, на субъединицу 

приходится 2 иона цинка, один – в каталитическом центре [Veillon and 

Sytkowski, 1975], другой стабилизирует петлю [Magonet et al., 1992]. В 

каталитическом центре атом цинка связывает три аминокислотных остатка 

(Cys-46, His-67 и Cys-174). При удалении цинка активный сайт становится 

менее стабильным [Янг и Жоу, 2001]. В каждой субъединице имеются 
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области, участвующие в образовании центров связывания субстрата и 

кофермента – NAD.  

 

 

Рис. 3.3. Трехмерная структура дрожжевой алкогольдегидрогеназы: тетрамер (А) и  

мономер (Б). Показаны основные элементы вторичной структуры, ионы Zn2+ (голубые 

шарики) и NAD+ (показан стрелкой) (UniProt, P00331). 
 

АДГ может существовать в двух состояниях – восстановленном и 

окисленном. Восстановленная молекула АДГ быстро инактивируется, в то 

время как окисленная – более стабильна. Инкубация фермента с ДТТ 

приводит к восстановлению дисульфидных связей и удалению структурного 

цинка, не влияя на атомы цинка в каталитическом центре [De Bolle et al., 1995; 

Янг и Жоу, 2001]. Это не влияет на активность фермента, однако он 

становится более чувствительным к термической денатурации [Le et al., 1996].  

АДГ катализирует окисление спиртов и восстановление альдегидов в 

присутствии коферментов NAD и NADН: 

 

этанол + NAD+ → ацетальдегид + NADН + H+ 

 

В физиологических  условиях ферментативная реакция сдвинута в сторону 

образования эндогенного этанола, а не ацетальдегида [Ашмарин, 2003]. 

Фермент широко распространен в природе, он выделен из различных  

органов человека и животных [Han et al., 2010; Herdendorf, 2011]. АДГ человека 
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локализуется в желудочно-кишечном тракте, почках,  эндокриннных железах, 

мозге. Фермент сосредоточен  преимущественно  в цитозольной фракции, не 

исключается возможность его взаимодействия с мембранами субклеточных 

органелл,  в частности, митохондрий [Зимин и др., 2012].  

АДГ является популярным модельным белком для исследований, 

связанных с агрегацией и действием шаперонов [Sharma et al., 2000; Bukach 

et al., 2004]. Было показано также, что сахара защищают этот фермент от 

необратимой инактивации, индуцированной повышенной температурой 

[Miroliaeli and Nemat-Gorgani, 2001]. Было показано, что этим свойством 

обладает и аргинин [Lutova et al., 2007].  

 

Инсулин – белковый гормон, состоящий из 51 аминокислотных 

остатков, контролирующий уровень глюкозы в крови. С инсулином связано 

одно из тяжелых заболеваний – сахарный диабет. Выделяют сахарный диабет 

1 типа, при котором нарушается секреция инсулина β-клетками 

поджелудочной железы, и сахарный диабет 2 типа, характеризующийся 

хронической гипергликемией, развивающейся в результате нарушения 

взаимодействия инсулина с рецепторами клеток-мишеней. При развитии 

сахарного диабета 2 типа наблюдается амилоидогенез амилина.  

Инсулин состоит из А-цепи (21 аминокислотных остатков) и В-цепи 

(30 аминокислотных остатков), соединенных двумя дисульфидными связями. 

В нативном состоянии инсулин представлен в виде мономеров, димеров, 

тетрамеров и гексамеров [Nettleton et al. 2000; Hua and Weiss 2004; Gibson and 

Murphy, 2006]. Физиологичекая форма инсулина в поджелудочной железе 

представлена гексамером, связанным с Zn2+, который образуется при 

ассоциации трех димеров (Рис. 3.4). 

Диссоциация олигомерной формы до мономера необходима для 

проявления инсулином биологической активности. Распад гексамеров и 

частичное разворачивание мономеров происходит под воздействием кислых 

значений pH, повышенной температуры или контакта с гидрофобными 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%B8%D0%BF%D0%B5%D1%80%D0%B3%D0%BB%D0%B8%D0%BA%D0%B5%D0%BC%D0%B8%D1%8F
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поверхностями, что приводит к агрегации и последующему образованию 

амилоидных фибрилл [Sharp et al., 2002; Ahmad et al., 2003; Hua and Weiss, 2004].  

 

 

 
Рис. 3.4. Инсулин в виде гексамера. 

Показаны основные элементы вторичной 

структуры, атом Zn2+ (сиреневый шарик) и 

остатки гистидина (выделены сиреневым 

цветом) (Chang et al., 1997).  
 

 

Фибриллообразование инсулина ингибируется соединениями, которые 

предотвращают разворачивание нативного белка или связывают частично 

агрегированные интермедиаты. В их числе низкомолекулярные  соединения, 

такие как бетаин, трегалоза и цитруллин [Arora et al., 2004], а также 

лецитины, циклодекстрины и полимерные сурфактанты (ПАВ) [Thurow and 

Geisen, 1984; Grau and Saudek, 1987; Brewster et al., 1991; Brange et al., 1997]. 

Эти ингибиторы агрегации являются неспецифическими, они обычно 

эффективны только при относительно высоких концентрациях инсулина 

[Gibson and Murphy, 2006]. 

 

3.2. Изучение влияния аргинина на кинетику агрегации 

модельных белков  

 

Была проведена серия экспериментов, направленная на выявление 

участия аргинина в электростатических взаимодействиях с 4-мя модельными 
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белками с различным суммарным зарядом при различных экспериментальных 

условиях. 

 

3.2.1. -Лактальбумин. Выше было отмечено отличие структурной 

стабильности -лактальбумина в связанной с кальцием и свободной от 

кальция формах. При стрессорных условиях форма -лактальбумина в 

отсутствие кальция достигает классического состояния расплавленной 

глобулы [Kuwajima, 1996]. В серии экспериментов по определению действия 

аргинина на кинетику ДТТ-индуцированной агрегации -лактальбумина 

белковая агрегация в отсутствие аргинина не наблюдалась (Рис. 3.5, А, кривая 

1). Представленные кинетические кривые агрегации -лактальбумина, 

инкубированного в 25 мМ Na-фосфатном буфере, рН 7.0, содержащем 120 мМ 

NaCl, 1 мМ ЭГТА и 10 мМ ДТТ, демонстрируют способность аргинина 

индуцировать агрегацию уже при концентрации 10 мМ. Добавление аргинина 

в концентрации 100 мМ приводит к ускорению процесса агрегации. При этом 

растут скорость агрегации и размеры гидродинамических радиусов, а также 

уменьшается лаг-период (Рис. 3.5, А). 

При более высокой концентрации NaCl (150 мМ) наблюдалось 

увеличение интенсивности светорассеяния и размеров гидродинамического 

радиуса частиц, образуемых в растворе -лактальбумина в отсутствие 

аргинина (Рис. 3.5, Б). На этом фоне продемонстрировано концентрационно-

зависимое усиление процесса агрегации в присутствии аргинина при 

концентрациях в диапазоне 10 – 100 мМ.  

При концентрациях, превышающих 200 мМ, наблюдается 

противоположный эффект, при котором аргинин ингибирует агрегацию. Полное 

торможение процесса наблюдали в присутствии 1 М аргинина. Интересно 

отметить, что аргинин при концентрации 200 мМ играет одновременно роли 

индуктора и супрессора белковой агрегации. В роли индуктора аргинин снижал 

лаг-период агрегации, а в роли супрессора –  уменьшал интенсивность 

светорассеяния и размеры гидродинамических радиусов. На основании 
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результатов, показанных на рисунке 3.5, Б, была построена зависимость 

относительной интенсивности светорассеяния агрегатов от концентрации 

аргинина (Рис. 3.5, В). Из рисунка следует, что аргинин в концентрации 100 мМ 

максимально ускоряет агрегацию -лактальбумина. 

 
Рис. 3.5. Зависимости интенсивности светорассеяния (I) и значений гидродинамического 

радиуса (Rh) от времени инкубации -лактальбумина (2 мг/мл). (А) -Лактальбумин 

инкубировали в отсутствие (1) или в присутствии Arg в концентрациях 10 и 100 мМ (2 и 3 
соответственно) в 25 мМ фосфатном буфере (рН 7.0), содержащем 120 мМ NaCl и 10 мМ 

ДТТ;  (Б) -Лактальбумин инкубировали в отсутствие (1) или присутствии Arg в 

концентрациях 100, 200 и 500 мМ (2, 3 и 4 соответственно) в 25 мМ фосфатном буфере (рН 

7.0), содержащем 150 мМ NaCl и 10 мМ ДТТ. (В) Зависимость относительной интенсивности 

светорассеяния агрегатов -лактальбумина, образованных при инкубации белка в течение 20 

мин, от концентрации Arg. Интенсивность светорассеяния в отсутствие Arg принята за 1. 
 

Был также исследован процесс агрегатообразования -лактальбумина при 

добавлении аргинина в различные моменты инкубации. Даже через 60 минут 
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инкубации при 120 мМ NaCl агрегация белка в отсутствие аргинина была 

незначительной (Рис. 3.6, А). После добавления в инкубационную смесь 

аргинина в конечной концентрации 100 мМ, процесс агрегации значительно 

усиливался. Представленные результаты показывают, что при добавлении 

аргинина в раствор -лактальбумина после его инкубации в присутствии ДTT в 

течение 25 минут индуцируется процесс агрегации (Рис. 3.6, А). Распределение 

агрегатов по размерам во времени изменялось в соответствии с кинетическими 

кривыми интенсивности светорассеяния (Рис. 3.6, вставка). При дальнейшей 

инкубации размер агрегатов быстро сдвигался к уровню более высоких значений 

гидродинамического радиуса.  

Было показано, что при добавлении аргинина (100 мМ) на более позднем 

этапе процесса агрегации -лактальбумина наблюдаются аналогичные 

изменения в кинетике агрегации субстрата. В этом случае аргинин был добавлен 

в раствор -лактальбумина после 115 минут инкубации в присутствии ДTT. 

Подобную кинетику агрегации наблюдали после добавления аргинина в раствор 

-лактальбумина в самом начале инкубационного процесса одновременно с ДTT 

(Рис. 3.6, Б).  

 
Рис. 3.6. Зависимости интенсивности светорассеяния (I) (А) и значений 

гидродинамического радиуса (Rh) (вставка) от времени инкубации -лактальбумина в 

отсутствие или присутствии Arg. Arg в конечной концентрации 100 мM добавляли в 

образец -лактальбумина (показано стрелками), инкубированного в присутствии ДTT в 

течение 25 или 115 мин (1 и 2 соответственно). В контрольные пробы добавляли буфер 

(показано стрелкой) вместо Arg после инкубации белка в течение 72 мин (3). Зависимости 

интенсивности светорассеяния (I) (Б)  и значений гидродинамического радиуса (Rh) 
(вставка) от времени инкубации -лактальбумина (1 мг/мл) в отсутствие (4) или 

присутствии (5) 100 мM Arg, добавляемого в образец в начале процесса инкубации. 
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В этом случае значительное увеличение интенсивности светорассеяния, 

индуцируемое аргинином, наблюдали после лаг-периода около 12 минут, 

гораздо более короткого по сравнению с контролем. При этом начальная 

скорость процесса агрегации значительно больше, чем в контроле. Таким 

образом, было продемонстрировано удивительное свойство аргинина при 

низких концентрациях индуцировать парадоксальное ускорение агрегации 

модельного белка, в противоположность общепринятому мнению об 

аргинине как супрессоре агрегации белков [Tsumoto et  al., 2004; Arakawa et 

al., 2007 a; Baynes et al., 2005; Das et al., 2007]. 

 

3.2.2. Алкогольдегидрогеназа. Действие аргинина на агрегацию 

белков было также исследовано с использованием дрожжевой АДГ в 

качестве модельного субстрата. В этом случае также наблюдали 

противоположно направленные эффекты аргинина на кинетику агрегации 

АДГ: добавление аргинина в концентрации 100 мМ приводило к 

существенному увеличению скорости агрегации и уменьшению лаг-периода, 

в то время как аргинин при более высоких концентрациях ингибировал 

процесс агрегации (Рис. 3.7). Результаты аналогичны данным, полученным с 

использованием -лактальбумина в качестве модельного субстрата. Это 

может быть связано с близкими значениями pI данных белков. 

 

 
Рис. 3.7. Зависимости интенсивности светорассеяния (I) (А) и значений 

гидродинамического радиуса (Rh) (Б) от времени инкубации АДГ (1 мг/мл) в отсутствие 

(1) или присутствии Arg  в концентрациях 0,1 и 1 М (2 и 3 соответственно).  
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3.2.3. Инсулин. Была исследована также кинетика агрегации инсулина 

в зависимости от концентрации аргинина. При относительно низкой 

концентрации аргинина было продемонстрировано ускорение белковой 

агрегации, в то время как высокие концентрации действовали 

противоположным образом и приводили к подавлению процесса агрегации 

модельного белка (Рис. 3.8, А). 

 

 
Рис. 3.8. Противоположно направленное действие различных концентраций Arg на 

кинетику агрегации инсулина. (А) Зависимости интенсивности светорассеяния (I) от 

времени инкубации инсулина (0,25 мг/мл) в отсутствие (1) или присутствии Arg в 

концентрациях 50, 100, 200 и 500 мМ (2, 3, 4 и 5 соответственно) при pH 8.0.  
(Б) Зависимость относительной интенсивности светорассеяния агрегатов инсулина, 
образованных при инкубации белка в течение 30 мин, от концентрации Arg. Интенсивность 

светорассеяния в отсутствие Arg принята за 1.  
 

В этом случае также проявляется противоположно направленное 

действие аргинина, играющего роль как супрессора, так и индуктора 

белковой агрегации. Результаты показывают, что аргинин при низких 

концентрациях в диапазоне 10–100 мМ увеличивает начальную скорость 

агрегации инсулина концентрационно-зависимым способом. При 

представленных экспериментальных условиях аргинин в концентрации 

100 мМ проявлял максимальный стимулирующий эффект (Рис. 3.8, Б). 

Противоположное действие наблюдалось при концентрации аргинина 

500 мМ. Процесс агрегации полностью подавлялся в присутствии 1 М 

аргинина. 

Интересно отметить, что в присутствии аргинина в концентрации 

200 мМ увеличивается начальная скорость агрегации, но также возрастает 
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лаг-период. При этом аргинин играет роль как индуктора, так и супрессора 

агрегации. Аналогичное концентрационно-зависимое действие аргинина на 

агрегацию было получено на -лактальбумине в качестве модельного 

субстрата (Рис. 3.5, В).  

 

3.2.4. Лизоцим. В отдельной серии экспериментов был использован 

лизоцим куриного яйца в качестве модельного белка. Хотя -лактальбумин и 

лизоцим содержат 123 и 129  аминокислотных остатков соответственно и 

имеют гомологичные трехмерные структуры, в противоположность 

действию -лактальбумина, ускорения агрегации лизоцима в присутствии 

низких концентраций аргинина не было выявлено при аналогичных 

экспериментальных условиях. Аргинин в концентрациях 10 и 100 мМ 

тормозил агрегацию лизоцима (Рис. 3.9).  

 

 
Рис. 3.9. Зависимости интенсивности светорассеяния (I) (А) и значений 

гидродинамического радиуса (Rh) (Б) от времени инкубации лизоцима (0,2 мг/мл) в 

отсутствие (1) или присутствии Arg в концентрациях 10 и 100 мМ (2 и 3 соответственно).  
 

Результаты показывают, что заряд модельного субстрата играет 

существенную роль в процессе агрегации, поэтому была исследована 

агрегация модельных белков в зависимости от pH среды.  

 

 

 



 72 

3.3. Влияние аргинина на кинетику агрегации модельных 

белков в зависимости от pH среды 

 

3.3.1. Инсулин. На модельном белке, инсулине, наблюдали 

разнонаправленное действие аргинина в зависимости от pH среды. Были 

исследованы зависимости от времени интенсивности светорассеяния и 

размеров гидродинамического радиуса агрегатов инсулина, образующихся в 

процессе инкубации при 37 °C в Na-фосфатном буфере, pH 7.0. 

Представленные кинетические кривые показывают, что при данных условиях 

аргинин в концентрациях 10, 100 и 500 мМ вызывает снижение 

интенсивности светорассеяния концентрационно-завивисимым способом, по 

сравнению с агрегацией инсулина в отсутствие аргинина (Рис. 3.10, А). При 

концентрации аргинина 500 мМ наблюдалось полное ингибирование 

агрегации модельного белка. Размеры агрегатов изменялись в соответствии с 

кинетическими кривыми интенсивности светорассеяния.  

В отдельной серии экспериментов процесс агрегации проводили при 

таких же условиях за исключением одного параметра – образцы 

инкубировали при pH 8.0. В этом случае добавление аргинина значительно 

ускоряло агрегацию инсулина. Представленные кинетические кривые 

интенсивности светорассеяния и распределения частиц по радиусам 

показывают, что в присутствии аргинина в концентрации 100 мМ 

увеличивается скорость агрегации после короткого лаг-периода (5 минут) по 

сравнению с контролем (Рис. 3.10, Б). Частицы с Rh более 800 нм 

регистрировались в системе через 30 минут после начала процесса. При 

дальнейшей инкубации размеры агрегатов сдвигались к более высоким 

значениям гидродинамического радиуса. В присутствии 500 мМ аргинина 

агрегация полностью подавлялась. 
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Рис. 3.10. Зависимости интенсивности светорассеяния (I) и значений гидродинамического 

радиуса (Rh) от времени инкубации инсулина (0,2 мг/мл) (A) в отсутствие (1) или в 

присутствии Arg в концентрациях 10, 100 и 500 мМ (2, 3 и 4 соответственно) при pH 7.0; (Б) в 

отсутствие (1) или в присутствии Arg в концентрациях 100 и 500 мМ (2 и 3 соответственно) 

при pH 8.0; (В) в отсутствие (1) или в присутствии 100 мМ Arg (2) при pH 7.5. (Г) 
Гистограмма pH-зависимого действия Arg. Относительная интенсивность светорассеяния 

агрегатов инсулина, образованных при инкубации белка в течение 30 мин, при титровании 

инкубационной смеси в области pH 7.0–8.0 в отсутствие или присутствии 100 мM Arg. 
Интенсивность светорассеяния агрегатов инсулина в отсутствие Arg при рН 7.0 принята за 1.  
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Когда инсулин инкубировали при аналогичных условиях при pH 7.5, 

добавление 100 мМ аргинина не изменяло скорости агрегации белка по 

сравнению с контролем (Рис. 3.10, В). pH-зависимые эффекты аргинина при 

pH 7.0, 7.5 и 8.0  наглядно представлены на гистограмме (Рис. 3.10, Г). 

Изменения относительной интенсивности светорассеяния при 

титровании раствора при pH в области 7.0–8.0 в отсутствие или в 

присутствии аргинина продемонстрировано на рисунке 3.11. Важно 

отметить, что интенсивность светорассеяния агрегатов инсулина в отсутствие 

эффектора при pH 8.0 значительно ниже, чем при pH 7.0. Можно 

предположить, что это происходит вследствие депротонирования 

аминокислотных остатков при pH 8.0, которое вызывает изменения в 

суммарном заряде белковой молекулы. В присутствии аргинина 

интенсивность светорассеяния при pH 8.0 гораздо выше, чем при pH 7.0. 

 

 

 
Рис. 3.11. pH-зависимая агрегация инсулина 
(0,2 мг/мл). Относительная интенсивность 
светорассеяния агрегатов инсулина, 
образованных при инкубации белка в течение 

30 мин, при титровании инкубационной 

смеси в области pH 7.0–8.0 в отсутствие или 

присутствии Arg (100 мM). Относительная 

интенсивность светорассеяния агрегатов 
инсулина в отсутствие Arg (контроль) при 

рН 7.0 принята за 1. 

 

Интересно отметить, что в условиях эксперимента в промежуточной 

области pH от 7.3 до 7.5 относительная интенсивность светорассеяния 

агрегатов инсулина в отсутствие или в присутствии аргинина 

приблизительно равны. Однако интенсивность светорассеяния в присутствии 

аргинина повышается в 2 раза при увеличении pH от 7.7 до 8.0. Таким 

образом, pH среды влияет на кинетику агрегации модельных белков. 

Аргинин, широко используемый супрессор белковой агрегации, проявляет 

противоположно направленные эффекты (торможение или ускорение 

агрегации) при изменении рН в узком диапазоне физиологических значений. 
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3.3.2-Лактальбумин. Было исследовано также действие pH на 

агрегацию -лактальбумина в отсутствие или в присутствии аргинина. В 

условиях данного эксперимента при pH 7.0 -лактальбумин в отсутствие 

аргинина не агрегировал. При постепенном снижении pH среды 

интенсивность агрегации белка увеличивалась (Рис. 3.12).  

 

 
Рис. 3.12. Зависимости интенсивности светорассеяния (I) (А) и значений гидродинамического 
радиуса (Rh) (Б) от времени инкубации -лактальбумина (0,5 мг/мл) в отсутствие (1, 3, 5) или 

присутствии 100 мМ Arg (2, 4, 6) при pH – 7.0 (1, 2), 6.6 (3, 4) и 6.0 (5, 6). 
 

При pH 6.0 аргинин подавляет агрегацию -лактальбумина, при pH 7.0 

– индуцирует агрегацию, при pH 6.6 кинетические кривые агрегации почти 

не отличаются от контроля. Размеры частиц изменяются в соответствии с 

интенсивностью светорассеяния.  

 

3.4. Исследование молекулярных механизмов действия 

аргинина на агрегацию белков 

 

3.4.1. Влияние лизина на агрегацию белков 

 

Чтобы выявить участие гуанидиновой группы аргинина в механизме 

торможения или ускорения белковой агрегации, вместо аргинина 

использовали другую положительно-заряженную аминокислоту  лизин, не 

содержащий гуанидиновой группы. 
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Инсулин. Была исследована агрегация инсулина в отсутствие и в 

присутствии лизина в концентрациях 100–500 мМ (Рис. 3.13). При 

добавлении лизина интенсивность светорассеяния значительно 

увеличивается концентрационно-зависимым способом. Размеры агрегатов 

также увеличивались в соответствии с интенсивностью светорассеяния.  

 
Рис. 3.13. Зависимости интенсивности светорассеяния (I) и значений гидродинамического 

радиуса (Rh) от времени инкубации инсулина (0,2 мг/мл) при рН 7.0 (А) и 8.0 (Б) в 

отсутствие (1) или присутствии Lys  в концентрациях 100 и 500 мМ (2 и 3 соответственно).  
 

В противоположность действию аргинина, подавление агрегации 

инсулина не наблюдалось, даже при высокой концентрации лизина (500 мМ). 

Интересно отметить, что добавление лизина в концентрациях 100–500 мМ к 

раствору инсулина приводило к ускорению процесса агрегации как при pH 

7.0, так и при pH 8.0, однако, стимулирующий эффект лизина был гораздо 

более выраженный при pH 8.0, чем при pH 7.0.  

В другой серии экспериментов было исследовано действие аргинина и 

лизина на агрегацию инсулина в условиях, когда инсулин в отсутствие 

эффекторов не агрегировал в течение длительного времени инкубации (Рис. 

3.14, А и Б, кривая 1). Однако при pH 8.0 добавление аргинина в 

концентрациях 10–100 мМ вызывало индукцию агрегации и ее быстрое 
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развитие концентрационно-зависимым способом. При концентрации 100 мМ 

лизин обладал большей способностью ускорять агрегацию инсулина, чем 

аргинин  (Рис. 3.14, А и Б, кривые 2 и 3). 

 

 
Рис. 3.14. Зависимости интенсивности светорассеяния (I) (А) и значений 

гидродинамического радиуса (Rh) (Б) от времени инкубации инсулина (0,15 мг/мл) в 

отсутствие (1) или присутствии 100 мМ Arg или 100 мМ Lys (2 и 3 соответственно). 

Образцы инкубировали при pH 8.0 и 5 мМ ДTT. 
 

-Лактальбумин. В условиях данного эксперимента, в отсутствие 

эффектора агрегация -лактальбумина не проявлялась при инкубации с ДТТ в 

течение 90 минут (Рис. 3.15). Представленный пример кинетики агрегации  

показывает, что при добавлении лизина в концентрациях от 50 до 300 мМ  

интенсивность светорассеяния агрегатов постепенно растет, а лаг-период 

агрегации уменьшается концентрационно-зависимым способом (Рис. 3.15, А).  

 
Рис. 3.15. Зависимости интенсивности светорассеяния (I) (А) и значений 

гидродинамического радиуса (Rh) (Б) от времени инкубации -лактальбумина (1 мг/мл) 

при pH 7.0 в отсутствие (1) или присутствии Lys в концентрациях 50, 100 и 300 мМ (2, 3 и 

4 соответственно).  
 

Распределение агрегатов по их размерам во времени менялось в 

соответствии с кинетическими кривыми интенсивности светорассеяния (Рис. 



 78 

3.15, Б). При дальнейшей инкубации размеры агрегатов быстро сдвигались к 

большим значениям гидродинамического радиуса. Концентрационно-

зависимое ускорение агрегации инсулина и -лактальбумина в присутствии 

лизина показывает, что наличие гуанидиновой группы в молекуле 

аминокислоты не является обязательным условием для усиления агрегации. 

 

3.4.2. Действие гуанидин гидрохлорида на агрегацию белков 

 

-Лактальбумин. С использованием -лактальбумина в качестве 

модельного субстрата было показано, что GuHCl при низких концентрациях 

усиливает, а при высоких – ингибирует процесс агрегации (Рис. 3.16).  

Анализ интенсивности светорассеяния и размеров гидродинамического 

радиуса агрегатов показал, что добавление GuHCl в концентрации 100 мМ 

приводит к существенному увеличению скорости агрегации и уменьшению 

лаг-периода. Однако процесс агрегации полностью подавляется в 

присутствии 500 мМ GuHCl. 

 

 
Рис. 3.16. Зависимости интенсивности светорассеяния (А) и значений гидродинамического 

радиуса (Rh) (Б) от времени инкубации -лактальбумина (1 мг/мл) при pH 7.0 в отсутствие (1) 
или присутствии GuHCl в концентрациях 100 и 500 мМ (2 и 3 соответственно).  
 

 

Инсулин. Было изучено действие  GuHCl на кинетику агрегации 

инсулина. Результаты показали, что GuHCl ингибирует или ускоряет процесс 

при pH 7.0 или pH 8.0 соответственно (Рис. 3.17). Агрегацию инсулина (0,25 
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мг/мл) анализировали с помощью турбидиметрии путем измерения 

кажущейся оптической плотности при 360 нм. Результаты показывают, что 

добавление 300 мМ GuHCl приводит к значительному снижению скорости и 

уменьшению лаг-периода агрегации (Рис. 3.17, А). 

 

 
Рис. 3.17. Противоположно направленное действие  GuHCl на кинетику агрегации 

инсулина (0,25 мг/мл) при рН 7.0 (А) и 8.0 (Б), выявленное методом турбидиметрии. 

Кинетика агрегации инсулина в отсутствие (1) или в присутствии GuHCl в концентрациях 

100 и 300 мМ (2 и 3 соответственно). 
 

При pH 8.0  GuHCl в концентрации 100 мМ ускоряет агрегацию 

инсулина по сравнению с контролем (Рис. 3.17, Б). Эти результаты 

показывают, что противоположно направленные эффекты GuHCl аналогичны 

действию аргинина, что свидетельствует об участии основной гуанидиновой 

группы аргинина в рассматриваемых процессах. 

Тот факт, что аргинин при pH 7.0 и 8.0 проявляет противоположно 

направленное действие на агрегацию инсулина, может иллюстрировать 

компромисс между электростатическими и гидрофобными силами. 

Механизмы, лежащие в основе противоположно направленных эффектов 

аргинина, включают, с одной стороны, взаимодействие аргинина и инсулина 

с участием электростатических сил. При этом добавление аргинина может не 

только маскировать электростатическое отталкивание между заряженными 

группами белка, но также изменять общую гидрофобность аргинин-

белкового комплекса за счет алифатической структуры аргинина, что также  

приводит к ускорению процесса агрегации  [Mason et al., 2004]. 
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С другой стороны, подавление агрегации инсулина может быть 

вызвано замедлением белок-белковой ассоциации в результате  

взаимодействий между гуанидиновой группой аргинина с ароматическими 

остатками молекулы инсулина, расположенными на поверхности молекулы 

при стрессовых условиях. Ранее было показано, что ароматические остатки 

белков сильнее взаимодействуют с гуанидиновой, чем с алифатической 

группой аргинина [Shah et al., 2012]. 

 

3.4.3. Флуоресцентная спектроскопия с использованием 

тиофлавина Т и bis-ANS 

 

Инкубацию инсулина проводили в присутствии широко используемого 

маркера кросс-β структур – ThТ [LeVine, 1999; Nielsen et al., 2001b; Сулацкая 

и др., 2013]. Измеряя уровень связывания ThТ с белковыми агрегатами, 

можно исследовать кинетику образования фибрилл. 

Измерения флуоресценции агрегатов, образуемых в процессе 

инкубации инсулина в присутствии 50 мкМ ThТ при pH 7.0, показали 

небольшое снижение интенсивности флуоресценции при 485 нм в 

присутствии 50 мМ аргинина по сравнению с контролем, но полное 

подавление флуоресценции ThТ при добавлении 500 мМ аргинина (Рис. 3.18, 

А). При pH 8.0 добавление 100 мМ аргинина приводило к значительному 

росту флуоресценции ThТ по сравнению с контролем (Рис. 3.18, Б). 

Результаты показывают, что на начальном этапе инкубации инсулина в 

присутствии аргинина уровень интенсивности флуоресценции ThТ 

небольшой. Можно предположить образование ранних форм белковых 

агрегатов, возможно, в виде протофибрилл. 
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Рис. 3.18. Флуоресценция ThТ, измеренная при агрегации инсулина (0,2 мг/мл). (A) Инсулин 

в отсутствие (1) или в присутствии Arg в концентрациях 50 и 500 мМ (2 и 3 соответственно) 

при рН 7.0. (Б) Инсулин в отсутствие (1) или присутствии 100 мM Arg (2) при рН 8.0 
 

Также были проведены эксперименты с другой флуоресцентной меткой – 

bis-ANS. Bis-ANS – гидрофобный флуоресцентный зонд, связывающийся с 

полярными кластерами белка, что приводит к значительному росту 

интенсивности флуоресценции зонда. Это свойство делает его чувствительным 

индикатором разворачивания белков и демонстрирует присутствие 

гидрофобных сайтов частично свернутых глобулярных белков [Shi et al., 1994; 

Sarkar et al., 1995]. На рисунке 3.19, А показано, что при pH 7.0 в присутствии 

аргинина интенсивность флуоресценции снижается концентрационно-

зависимым способом, в то время как добавление аргинина при pH 8.0 приводит 

к значительному росту интенсивности флуоресценции bis-ANS (Рис. 3.19, Б).  

 
Рис. 3.19. Флуоресценция bis-ANS, измеренная при агрегации инсулина (0,2 мг/мл). (A) 
Инсулин в отсутствие (1) или в присутствии Arg в концентрациях 50, 300 и 500 мМ (2, 3 и 

4 соответственно) при рН 7.0. (Б) Инсулин в отсутствие (1) или в присутствии 100 мМ Arg 
(2) при рН 8.0.  
 

Эти результаты могут быть дополнительным подтверждением 

способности аргинина индуцировать изменения физико-химических свойств 
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и конформационного состояния инсулина при pH 8.0, в результате чего 

новые гидрофобные связывающие сайты интермедиатов белковой молекулы 

взаимодействуют с bis-ANS. Изменения гидрофобности инсулина могут 

ускорять образование и рост агрегатов.  

 

3.5. Изменение вторичной структуры -лактальбумина и 

инсулина в присутствии аргинина 

 

-Лактальбумин.  Влияние аргинина на вторичную структуру 

модельных белковых субстратов изучали с использованием спектроскопии 

КД в длинноволновой УФ области (190–260 нм).  

КД-спектры -лактальбумина проявляли выраженную отрицательную 

эллиптичность в области 208–222 нм, характерную для структуры -спирали 

(Рис. 3.20, кривая 1). Спектр -лактальбумина, инкубированного в 

присутствии аргинина (кривая 2), практически не отличается от спектра в 

отсутствие эффектора. Можно предположить, что добавление аргинина не 

изменяет вторичную структуру белка.  

 
Рис. 3.20. Действие Arg на вторичную структуру -лактальбумина. КД-спектр 

.-лактальбумина (2 мг/мл) (1), инкубированного при pH 7.0 с 10 мМ Arg (2) или 20 мМ 

ДTT (3), или с 10 мМ Arg и ДTT (4). Спектры 2 и 4 соответствуют разности спектров, 

полученных путем вычитания индивидуального спектра Arg (5) из спектра смеси 

-лактальбумина и Arg, измеренных в отсутствие или присутствии ДTT соответственно.  
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Инкубация -лактальбумина с 20 мМ ДTT в отсутствие или в 

присутствии 10 мМ аргинина приводит к уменьшению отрицательной 

эллиптичности при 222 нм (кривые 3 и 4), свидетельствуя о частичном 

разворачивании -спиральной структуры на начальной стадии белковой 

денатурации. Эти спектры представляют переходное состояние между 

доминирующей -спиралью и полностью развернутой конформацией белковой 

молекулы. 

 

Инсулин. Аналогичный эксперимент был проведен с инсулином. 

Исследовали изменения вторичной структуры инсулина в отсутствие или в 

присутствии аргинина. КД-спектр нативного инсулина (0,5 мг/мл) демонстрирует 

отрицательную эллиптичность в области 208 – 222 нм, что характерно для белка 

с -спиральной структурой (Рис. 3.21, кривая 1). Спектр инсулина в присутствии 

аргинина аналогичен спектру нативного инсулина, свидетельствуя о том, что 

добавление аргинина не изменяет вторичную структуру белка (кривая 2). При 

инкубации белка с 5 мМ ДTT в отсутствие или в присутствии аргинина на 

начальном этапе трансформации было показано значительное уменьшение 

отрицательной эллиптичности при 222 нм (кривые 3 и 4).  

 

Рис. 3.21. Действие Arg на вторичную структуру инсулина. КД-спектр индивидуального 

инсулина (0,5 мг/мл) (1); инсулина, инкубируемого  с 30 мМ Arg (2) или 5 мМ ДTT (3); 
инсулина, инкубируемого с 30 мМ Arg и 5 мМ ДTT (4). Образцы инкубировали при pH 8.0. 
Спектры 2, 4 получены в результате вычитания спектра Arg (5) из смеси инсулина и Arg в 

отсутствие или присутствии ДTT соответственно. 
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Результаты, полученные с помощью спектроскопии КД с 

использованием двух модельных белков, очень похожи между собой. 

Добавление аргинина в присутствии ДTT не приводило к значительной 

трансформации вторичной структуры инсулина и -лактальбумина. Можно 

предположить, что сначала происходит взаимодействие аргинина с кислыми 

аминокислотными остатками на поверхности нативного белка, которое 

предрасполагает структуру последнего к трансформации в результате 

экранирования отрицательных зарядов. Второй этап может включать 

последовательную ассоциацию интермедиатов. Хотя имеются данные, 

касающиеся дестабилизирующего действия Arg на конформационную 

стабильность белков [Xie et al., 2004; Thakkar et al., 2012], результаты данных 

экспериментов с использованием КД спектрометрии показывают, что при 

действии Arg не происходят изменения вторичной структуры исследуемых 

белков. 

 

3.6. Исследование структурных изменений инсулина в 

присутствии аргинина с помощью 1H ЯМР-спектроскопии 

 

В настоящее время возрастает значимость структурных исследований, 

используемых для поиска эффективного лиганда, взаимодействующего с 

белком-рецептором. Недостаточно изучены особенности гидрофобных и 

электростатических взаимодействий, а также водородных связей, 

определяющих сродство белка к тому или иному лиганду, не выявлено 

влияние динамических свойств белков на их способность связывать 

низкомолекулярные соединения. Поэтому использование ЯМР-

спектроскопии в данной работе представляется весьма актуальным. 

В специальной серии экспериментов использовали 1H ЯМР-

спектроскопию для исследования конформации инсулина в растворе и его 

последующих структурных перестроек в результате взаимодействия с 

аргинином в присутствии ДТТ. В частности, 1H ЯМР-спектры образцов были 
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записаны при pH 7.0 и pH 8.0. В результате сравнения 1H ЯМР-спектров  

индивидуального инсулина при pH 7.0 и pH 8.0 заметно сходство между 

химическими сдвигами резонансов двух спектров (Рис. 3.22, А). Однако при 

pH 7.0 наблюдался больший общий сигнал интенсивности белка, главным 

образом, в области амидных резонансов (7,0–9,5 м.д.). Также проявляются  

изменения интенсивности резонансов в сильном поле (0–1,2 м.д.), 

указывающие на pH-зависимые конформационные перестройки инсулина.  

 

 
Рис. 3.22. 1Н ЯМР-спектры инсулина (0,6 мг/мл). Инсулин  (А); инсулин после 30 мин 

инкубации в присутствии 100 мМ Arg (Б); инсулин после 10 мин инкубации с ДТТ (В) или 

в присутствии как Arg, так и ДTT (Г). Показаны сигналы Arg, ДTT и TSP. М.д. – 
миллионные доли. 
 

Добавление аргинина в раствор нативного инсулина (Рис. 3.22, Б) 

индуцирует снижение интенсивности резонансов, особенно в области 

спектра сильного поля (0–1,2 м.д.). Эффект становится более выраженным 

при pH 8.0, указывая на pH-зависимые конформационные изменения 
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инсулина в присутствии аргинина. Добавление ДТТ к инсулину (Рис.3.22, В) 

приводит к существенному снижению интенсивности сигнала белка из-за 

уширения резонансных линий при pH 7.0, предполагая частичную 

денатурацию и трансформацию белковой структуры в состояние, склонное к 

агрегации. При pH 8.0, несмотря на присутствие ДТТ, наблюдалась большая 

интенсивность сигнала. Эти результаты в соответствии с кинетикой 

агрегации инсулина показывают, что интенсивность агрегации при pH 8.0 

значительно ниже, чем при pH 7.0. Можно предположить, что изменения, 

наблюдаемые при переходе от pH 7.0 к pH 8.0, с большой вероятностью 

могут быть связаны с изменением состояния ионизации определенных 

аминокислотных остатков инсулина, главным образом, имидазольных групп 

гистидина.  

В присутствии и ДТТ и аргинина заметное снижение наблюдалось в 

общей интенсивности сигнала белка при pH 8.0 (Рис. 3.22, Г), по сравнению 

со спектрами в отсутствие аргинина (Рис. 3.22, В). При pH 7.0 основные пики 

детектируются в областях 1,5–3,8 м.д. и 6,3–7,7 м.д., соответствующие 

резонансным сигналам аргинина, добавленного в инкубационную смесь, что 

было подтверждено с помощью 1H ЯМР-спектров самого аргинина. Эти пики 

доминируют над всеми сигналами инсулина и поэтому усложняют 

интерпретацию спектров. Известно, что при pH 8.0 протоны NH-группы 

боковой цепи аргинина быстро обмениваются с протонами воды [Henry and 

Sykes, 1995], поэтому резонансный сигнал протонов NH-группы не может 

быть выявлен при pH 8.0.  

Полученные результаты не отражают реальное конформационное 

распределение и нуждаются в уточнении. Одномерная спектроскопия 1H ЯМР 

не позволяет получить необходимую информацию о том, какие именно 

аминокислотные остатки в молекуле рекомбинантного инсулина человека 

являются непосредственными мишенями действия аргинина. Такую 

информацию можно получить с использованием образцов инсулина, меченного 

15N и 15N/13C, и гетероядерного двумерного ЯМР с применением 
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корреляционной 1H–13C спектроскопии (Heteronuclear Single Quantum 

Correlation, HSQC), позволяющей, в частности, оценить магнитные 

взаимодействия между углеродными атомами и непосредственно связанными с 

ними протонами (для связей C–H). В настоящее время мы планируем 

экспрессию и очистку меченного 15N и 15N/13C рекомбинантного инсулина 

человека для проведения двумерного ЯМР. Кроме того, предполагается 

определение соотнесения сигналов как 15N, так и 13C инсулина в его нативной и 

денатурированной формах. Аналогичные двумерные гомоядерные 

эксперименты на высоком качественном уровне затруднительны из-за высокого 

молярного избытка аргинина и ДТТ по сравнению с концентрацией инсулина. 

 

3.7. Морфологические свойства агрегатов модельных белков в 

присутствии аргинина или лизина  

 

3.7.1. Инсулин. Для исследования морфологических характеристик 

белковых структур, образованных в процессе агрегации инсулина, 

активируемой при добавлении аргинина, образцы были отобраны на 

начальном этапе агрегации из инкубационной смеси, содержащей все 

компоненты, используемые для измерений ДЛС, как описывалось выше. 

Образцы был исследованы с помощью АСМ или ТЭМ.  

На АСМ изображениях показано образование гетерогенных 

надмолекулярных структур на начальных этапах процесса агрегации 

инсулина в отсутствие или в присутствии аргинина (Рис. 3.23). В отсутствие 

аргинина при pH 8.0 инсулин образует сферические частицы с диаметром от 

20 до 50 нм (Рис. 3.23, А). В присутствии аргинина продемонстрировано 

образование дисперсных  асимметричных гранул с кажущимся диаметром до 

10 нм, некоторые из них ассоциированы в кластеры или короткие цепи (Рис. 

3.23, Б). Изображения АСМ показывают, что наряду с частицами малого 

размера образуются большие цепи длиной 100–200 нм, состоящие 

преимущественно из частиц 10–15 нм. Возможно, короткие цепочки могут 
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связываться вместе «голова-к-хвосту» с образованием агрегатов, 

напоминающих фрагменты «ожерелья», состоящие из бусин нерегулярной 

формы (Рис. 3.23, Б – показаны стрелками). 

Гетерогенность белковых частиц, образуемых в процессе агрегации 

инсулина, стимулированной аргинином, была выявлена также с помощью 

ТЭМ. Представленные электронные микрофотографии частиц инсулина в 

присутствии аргинина, демонстрируют короткие цепи длиной 30–50 нм, 

окруженные аморфными агрегатами диаметром 5–15 нм (Рис. 3.23, В), или 

цепи длиной 100–300 нм (Рис. 3.23, Г-Е). 

 

 
Рис. 3.23. АСМ-изображения (А, Б) и электронные микрофотографии (В, Г, Д, Е) агрегатов, 

образующихся на начальных стадиях инкубации инсулина при pH 8.0 в отсутствие (А) или в 

присутствии 100 мМ Arg (Б-Е), на  Б стрелкой показана цепь, состоящая из гранул. Масштаб 

– 100 нм (А-Д) и 50 нм (Е).  
 

Белковая агрегация, усиленная с помощью аргинина, быстро достигает 

состояния образования структур, отличающихся от аморфных агрегатов 

индивидуального белкового субстрата.  

 

3.7.2. -Лактальбумин. Образцы, содержащие -лактальбумин и 

другие компоненты, используемые для измерений ДЛС, как описывалось 

выше, были также отобраны из инкубационной смеси на начальном этапе 

агрегации. Анализ АСМ изображений структур, образуемых в присутствии 
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аргинина, выявил формирование дисперсных асимметричных гранулярных 

частиц диаметром около 10 нм, некоторые из них ассоциированы в редко 

встречающиеся короткие цепи  длиной 10–40 нм (Рис. 3.24, А). Наряду с 

небольшими частицами образуются неразветвленные цепи длиной 50–

200 нм, состоящие преимущественно из гранулярных частиц диаметром 10 

нм (Рис. 3.24, А и Б).  

 

 

Рис. 3.24. АСМ-изображения структур, образуемых в процессе агрегации -лактальбумина (1 

мг/мл) при pH 7.0 в присутствии 100 мМ Arg. Асимметричные гранулы и короткие  

неразветвленные цепи (А) и агрегаты, связывающиеся в более длинные цепи (показаны 

стрелками на Б). 
 

Можно предположить, что в течение длительной инкубации короткие 

цепи могут связываться друг с другом (Рис. 3.24, Б).  Такие структуры очень 

похожи на агрегаты, полученные при инкубации инсулина с аргинином (Рис. 

3.23). Процесс агрегации самого -лактальбумина развивается медленнее, 

чем в присутствии аргинина, и структуры, образованные в контрольных 

образцах, отобранных из инкубационной смеси на начальной стадии 

процесса агрегации, проявляются в форме агрегатов от 10 до 50 нм, 

составленных из частиц меньшего размера (Рис. 3.25). Таким образом, в 

присутствии аргинина при низких концентрациях образуются 

морфологически гетерогенные надмолекулярные структуры, которые 

отличаются от сагрегатов, полученных в отсутствие аргинина. 
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Рис. 3.25. Агрегаты -лактальбумина (1 мг/мл) 

при pH 7.0 в отсутствие аргинина, полученные с 

помощью ТЭМ. Масштаб – 200 нм.  
 

 

 

Структуры агрегатов -лактальбумина в присутствии 100 мМ лизина 

при аналогичных условиях были получены с использованием ТЭМ. Анализ 

электронных микрофотографий показал образование аморфных гранулярных 

частиц 3–5 нм в диаметре, большинство из них соединялись в короткие цепи 

10–40 нм в длину или редко встречающиеся компактные агрегаты 10–20 нм 

(Рис. 3.26, А).  

 

 
Рис. 3.26. Электронные микрофотографии агрегатов, образованных в процессе инкубации 

-лактальбумина (1 мг/мл) при pH 7.0 в присутствии Lys (100 мМ). Аморфные частицы, 

ассоциируют в короткие (А), или более длинные (Б, В) цепи. На В показан увеличенный 

фрагмент, выделенный на Б. Масштаб – 100 нм (А, Б) и 35 нм (В). 
 

Рисунок показывает образование длинных цепей размером 100–500 нм, 

состоящих из частиц диаметром 3–5 нм (Рис. 3.26, Б и В). Полученные 



 91 

результаты демонстрируют структурное сходство и различия в размерах и 

форме агрегатов -лактальбумина, полученных в присутствии аргинина и 

лизина. 

 

3.8. Действие амфифильных пептидов на кинетику агрегации 

инсулина 

 

Исследование действия амфифильных пептидов на кинетику агрегации 

белков при pH 7.0 и pH 8.0 представляет большой интерес. Для экспериментов 

были выбраны аргинин-содержащие положительно заряженные пептиды: Arg-

Phe и фрагмент адренокортикотропного гормона, содержащий три аргинина и 

четыре лизина в числе 24х аминокислотных остатков, ACTH (1-24), а также 

пептиды Lys-Leu и Asp-Phe (структурные формулы дипептидов и 

аминокислотная последовательность ACTH (1-24) показаны на рисунке  3.27). 

 
Рис. 3.27. Структурные формулы дипептидов Arg-Phe, Lys-Leu и Asp-Phe, а также 

аминокислотная последовательность ACTH (1-24). 
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3.8.1. Arg-Phe. При исследовании действия Arg-Phe на кинетику 

агрегации инсулина методом ДЛС наблюдали подавление процесса 

концентрационно-зависимым способом при pH 7.0. Представленные 

кинетические кривые агрегации инсулина демонстрируют способность 

Arg-Phe подавлять агрегацию уже при концентрации 0,5 мМ. При 

увеличении концентрации пептида снижалась скорость и увеличивался лаг-

период агрегации по сравнению с контролем (Рис. 3.28, А). Размеры 

гидродинамического радиуса были меньше, по сравнению с контролем, в 

соответствии с интенсивностью процесса в присутствии Arg-Phe. 

При pH 8.0 Arg-Phe в области концентраций 0,5–2 мМ значительно 

ускорял агрегацию инсулина. Размеры частиц увеличивались в соответствии 

с ростом интенсивности светорассеяния (Рис. 3.28, Б). 

 
Рис. 3.28. Зависимости интенсивности светорассеяния (I) и значений гидродинамического  

радиуса (Rh) от времени инкубации инсулина (0,2 мг/мл). (A) Инсулин в отсутствие (1) 
или в присутствии Arg-Phe в концентрациях 0,5, 3 и 15 мМ (2, 3 и 4 соответственно) при 

pH 7.0; (Б) инсулин в отсутствие (1) или присутствии Arg-Phe в концентрациях 0,5, 1 и 2 

мМ (2, 3 и 4 соответственно) при pH 8.0.  
 

При исследовании агрегации инсулина в отсутствие или присутствии 

Arg-Phe при различных значениях pH была получена зависимость, 

изображенная на рисунке 3.29. 
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Рис. 3.29. pH-Зависимая агрегация 

инсулина. Относительная интенсивность 

светорассеяния агрегатов инсулина (0,15 
мг/мл), образованных при инкубации белка в 

течение 30 мин, рассматриваемая при 

титровании инкубационной смеси в области 

pH 6.5–8.0, в отсутствие или присутствии 2 

мМ Arg-Phe. Относительная интенсивность 

светорассеяния агрегатов инсулина в 

отсутствие Arg-Phe при pH 6.5 принята за 1.  

 

рН-Зависимость агрегации инсулина в присутствии пептида Arg-Phe 

имеет определенное сходство с рН-зависимостью агрегации в присутствии 

аргинина. Область, в которой не изменяется относительная интенсивность 

агрегации белка, соответствует значениям рН 7.0–7.3 и 7.3–7.5 в присутствии 

пептида и аргинина соответственно.   

Для исследования агрегации инсулина в отсутствие или присутствии 

Arg-Phe был также применен флуоресцентный анализ при pH 6.5 и 8.0 с 

использованием индикатора ThT (Рис. 3.30).  

 

 

 
Рис. 3.30. Флуоресценция ThТ при агрегации 

инсулина. Инсулин (0,2 мг/мл) инкубировали 

при pH 6.5 (1 и 2) или pH 8.0 (3 и 4), в 

отсутствие (1 и 3) или присутствии Arg-Phe (2 
и 4) в концентрации 2 мМ. 

 

При pH 6.5 наблюдали более низкую интенсивность флуоресценции в 

присутствии Arg-Phe по сравнению с контролем (Рис. 3.30, кривые 2 и 1 

соответственно), в то время как при рН 8.0 интенсивность флуоресценции 

значительно возрастала по сравнению с контролем (кривые 3 и 4). Данный 

результат аналогичен результатам опытов с ThT, полученным при инкубации 

инсулина с аргинином. 
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Также была исследована кинетика агрегации инсулина, когда аргинин 

или Arg-Phe добавлялся в инкубационную смесь не в начальный момент 

процесса, а по истечении определенного времени после начала агрегации.  

Через 15 минут в инкубационную смесь добавляли 100 мМ аргинина, или 1 

мМ Arg-Phe, или буфер (для контрольных проб). Показано, что при 

добавлении пептида интенсивность светорассеяния и размеры частиц 

увеличиваются в большей степени, чем при добавлении аргинина (Рис. 3.31). 

При добавлении буфера процесс агрегации заметно тормозился.  

 

 
Рис. 3.31. Зависимости интенсивности светорассеяния (I) (А) и размеров 

гидродинамического радиуса (Rh) (Б) от времени инкубации инсулина (0,15 мг/мл). 

Стрелкой показан момент времени инкубации инсулина, в который происходило 

добавление буфера, или 100 мМ Арг, или 1 мМ Arg-Phe (1, 2 и 3 соответственно). Образцы 

инкубировали при pH 8.0. 
 

 

3.8.2. ACTH (1-24). При исследовании действия положительно 

заряженного аргинин-содержащего пептида ACTH (1-24) на кинетику 

агрегации инсулина были выявлены эффекты, похожие на действие 

свободного аргинина и пептида Arg-Phe. При pH 7.0 фрагмент ACTH уже при 

концентрации 5 мкМ проявлял способность подавлять агрегацию инсулина. 

При концентрации ACTH (1-24) 70 мкМ происходило еще большее снижение 

интенсивности процесса, при этом наблюдали образование частиц меньшего 

размера по сравнению с контролем (Рис. 3.32, А).  
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Рис. 3.32. Зависимости интенсивности светорассеяния (I) и значений гидродинамического  

радиуса (Rh) от времени инкубации инсулина (0,2 мг/мл). (A) Инсулин в отсутствие (1) 
или в присутствии 5 и 70 мкМ ACTH (1-24) (2 и 3 соответственно) при pH 7.0; (Б) инсулин 

в отсутствие (1) или присутствии ACTH (1-24) в концентрациях 5, 30 и 70 мкМ (2, 3 и 4 
соответственно) при pH 8.0.  

 

При pH 8.0 наблюдался противоположный эффект (Рис. 3.32, Б).  

Инкубация инсулина в присутствии 5–70 мкМ ACTH (1-24) приводила к 

уменьшению лаг-периода и значительному увеличению интенсивности 

светорассеяния концентрационно-зависимым способом. Размеры радиусов также 

сдвигались к большим значениям в соответствии с интенсивностью 

светорассеивания. Таким образом, наблюдались сходные pH-зависимые эффекты 

свободного аргинина и положительно заряженных пептидов Arg-Phe и ACTH (1-

24) на кинетику агрегации инсулина. Примерно одинаковая интенсивность 

светорассеяния агрегатов белка достигается в присутствии значительно меньших 

концентраций пептидов по сравнению с концентраций аргинина.  

Можно полагать, что в самой структуре аргинина заложена тенденция к 

проявлению разнонаправленного (подавляющего или ускоряющего) действия на 

агрегацию белков. Поскольку аргинин преимущественно взаимодействует с 

отрицательно заряженными и ароматическими аминокислотными остатками 
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белков [Shah et al., 2012], ускорение агрегации может происходить в результате 

экранирования отрицательных зарядов белка и торможения их взаимного 

отталкивания, а  подавление агрегации может быть следствием связывания 

аргинина с ароматическими сайтами белка, которые становятся недоступными 

для самоассоциации развернутых белков. Аргинин в составе амфифильных 

пептидов, содержащих гидрофобные аминокислотные остатки,  является более 

эффективным защитным агентом, предотвращающим белковую агрегацию при 

концентрациях пептидов, значительно меньших по сравнению со свободным 

аргинином. Компромисс между  электростатическими и гидрофобными 

взаимодействиями аргинин -содержащих пептидов с белками может определять 

проявление разнонаправленных эффектов на процессы агрегации. 

 

3.8.3. Asp-Phe. Было исследовано также действие отрицательно 

заряженного пептида Asp-Phe на агрегацию инсулина (Рис. 3.33). При pH 7.0 

наблюдалось подавление агрегации белка в присутствии пептида Asp-Phe  

концентрационно-зависимым способом. Дипептид Asp-Phe в концентрации 2 мМ 

практически не влиял на агрегацию белка, кинетическая кривая повторяла 

кривую контроля, но в присутствии 4 мМ Asp-Phe наблюдали значительное 

подавление агрегации модельного белка (Рис. 3.33, А).  

 

 
Рис. 3.33.Зависимости интенсивности светорассеяния (I) (А) и значений гидродинамического 

радиуса (Rh) (Б) от времени инкубации инсулина (0,2 мг/мл) при pH 7.0 в отсутствие (1) или 

присутствии Asp-Phe в концентрациях 2 и 4 мМ (2 и 3 соответственно).   
 

Размеры гидродинамического радиуса изменялись в соответствии с 

интенсивностью процесса, при инкубации с 4 мМ Asp-Phe формировались 
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частицы с меньшими размерами, чем в контроле. При взаимодействии 

отрицательно заряженного пептида с инсулином происходит взаимное 

отталкивание одноименно заряженных молекул, что приводит к торможению 

агрегации белка. 

 Однако эффекты Asp-Phe на щелочной белок лизоцим оказались 

аналогичными действию Arg-Phe на отрицательно заряженные белки, при этом 

можно было наблюдать ускорение агрегации лизоцима под действием Asp-Phe 

в концентрации 1 мМ (результаты не показаны).   

 

3.8.4. Lys-Leu. Было исследовано действие еще одного пептида, Lys-Leu, 

на агрегацию инсулина. При инкубации инсулина с Lys-Leu в концентрации 10 

мМ при pH 7.0 происходит значительное снижение интенсивности агрегации и 

образование частиц меньшего размера по сравнению с контролем (Рис. 3.34, А). 

 
Рис. 3.34. Зависимости интенсивности светорассеяния (I) и значений гидродинамического  

радиуса (Rh) от времени инкубации инсулина (0,2 мг/мл). (A) Инсулин в отсутствие (1) 
или в присутствии (2) 10 мМ Lys-Leu при pH 7.0; (Б) Инсулин в отсутствие (1) или 

присутствии (2) 2 мМ Lys-Leu при pH 8.0.  
 

При pH 8.0 в присутствии 2 мМ Lys-Leu наблюдали интенсивную  

агрегациию белка: уменьшался лаг-период процесса и значительно 
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увеличивалась скорость агрегации (Рис. 3.34, Б). Интересно, что эти 

результаты отличаются от тех, которые были получены при исследовании 

влияния свободного лизина на агрегацию инсулина. Лизин ускорял процесс 

независимо от значения pH (Рис. 3.13). Присутствие в составе пептида 

гидрофобного аминокислотного остатка лейцина приводит к подавлению 

агрегации инсулина при pH 7.0. Такое pH-зависимое действие Lys-Leu 

аналогично действию аргинина и аргинин-содержащих пептидов.  

В дополнительной серии эксперименов инсулин в концентрации 

0,15 мг/мл при инкубации в 25 мМ Na-фосфатном буфере, pH 8.0, 

содержащем 5 мМ ДТТ и 150 мM NaCl в отсутствие эффекторов не 

агрегировал в течение длительного времени (Рис. 3.35, А и Б, кривая 1).  

 

 
Рис. 3.35. Зависимости интенсивности светорассеяния (I) (А) и значений 

гидродинамического радиуса (Rh) (Б) от времени инкубации инсулина (0,15 мг/мл) в 

отсутствие (1) или присутствии 1 мМ Lys-Leu (2), 1 мМ Arg-Phe (3), 35 мкМ ACTH (1-24) 
(4) или 1 мМ Asp-Phe (5). Образцы инкубировали в 25 мМ Na-фосфатном буфере, pH 8.0, 

содержащем 150 мМ NaCl и 5 мМ ДТТ.  
 

Индукция агрегации инсулина наблюдалась в присутствии 1 мМ 

дипептидов Lys-Leu и Arg-Phe (Рис. 3.35, А и Б, кривые 2 и 3), однако 

отрицательно заряженный дипептид Asp-Phe не проявлял эффекта (Рис. 3.35, 

А и Б, кривая 5). ACTH (1-24) оказывал стимулирующий эффект на 

агрегацию инсулина в концентрации 35 мкМ (Рис. 3.35, кривая 4).  

На основании полученных результатов можно сделать вывод о том, что 

амфифильные пептиды могут участвовать в регуляции процесса агрегации 
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белков, подобно действию свободного аргинина, но при значительно 

меньших концентрациях.  

 

3.9. Исследование влияния пептида Arg-Phe на вторичную 

структуру инсулина 

 

С использованием КД-спектроскопии в дальнем УФ показано, что 

спектр нативного инсулина (0,5 мг/мл) проявляет отрицательную 

эллиптичность в области 208–222 нм (Рис. 3.36, кривая 1). В присутствии 

Arg-Phe в молярном стехиометрическом соотношении 10:1 увеличивается 

отрицательная эллиптичность при 222 нм (кривая 2). При инкубации 

инсулина с ДТТ (кривая 3) белок разворачивается и начинает преобладать 

неупорядоченная структура. Спектр инсулина в присутствии ДТТ и Arg-Phe 

(кривая 4) показывает, что отрицательная эллиптичность уменьшается по 

сравнению со спектром инсулина с ДТТ, но сохраняется форма спектра, 

характерная для -спирали. Однако возможно, что такую форму спектр 

приобретает за счет присутствия пептида в смеси. 

 

 

 
 
Рис. 3.36. Действие Arg-Phe на вторичную 

структуру инсулина при pH 8.0, 

контролируемое с помощью КД в дальнем 

УФ (190-260 нм). Спектр инсулина (0,5 

мг/мл) (1); инсулина, инкубированного с 1 

мМ Arg-Phe (2) или 5 мМ ДТТ (3); с 1 мМ 

Arg-Phe и 5 мМ ДТТ (4). Образцы 

инкубировали при pH 8.0. Кривая 5 
соответствует спектру Arg-Phe. 

 

При проведении расчетов было показано, что в отсутствие ДТТ, пептид 

Arg-Phe не изменяет вторичную структуру инсулина, что можно видеть на 
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рисунке 3.37, А. Спектр инсулина (кривая 1) одинаков по форме со спектром, 

который получен при вычитании кривой Arg-Phe из экспериментальной 

кривой смеси инсулина с Arg-Phe (кривая 3). 

 
Рис. 3.37. Действие Arg-Phe на вторичную структуру инсулина при pH 8.0, контролируемое с 

помощью КД в дальнем УФ (190-260 нм). (А) Спектр инсулина (0,5 мг/мл) (1); инсулина, 

инкубированного с 1 мМ Arg-Phe (2); спектр получен в результате вычитания спектра Arg-Phe 
из смеси инсулина и 1 мМ Arg-Phe (3); спектр Arg-Phe (4). (Б) Спектр инсулина (0,5 мг/мл) 

(1); инсулина, инкубированного с 5 мМ ДТТ (2); инсулина, инкубированного с 5 мМ ДТТ и 

1 мМ Arg-Phe (3); спектр получен в результате вычитания спектра Arg-Phe из смеси инсулина, 

5 мМ ДТТ и 1 мМ Arg-Phe (4); спектр Arg-Phe (5). 
 

При инкубации образцов с ДТТ преобладает неупорядоченная структура, 

это наблюдается в отсутствие и в присутствии Arg-Phe (Рис. 3.37, Б). Разница 

между экспериментальным спектром и кривой, полученной в результате 

вычитания спектра Arg-Phe, обусловлена некоторым различием концентраций 

белка или пептида в разных образцах, что было подтверждено расчетом 

оптической плотности растворов при 205 и 230 нм (результаты не показаны).  

 

3.10. Морфологические свойства агрегатов инсулина в 

присутствии пептидов Arg-Phe или ACTH (1-24) 

 

С помощью ТЭМ были получены изображения частиц при инкубации  

инсулина в присутствии пептида Arg-Phe. Образцы были отобраны из 

инкубационной смеси на начальном этапе агрегации, содержащей все компоненты, 

используемые для измерений ДЛС, как описывалось выше. Электронные 
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микрофотографии показаны на рисунке 3.38. В присутствии пептида Arg-Phe 

наблюдали образование агрегатов размером от 5 до 15–20 нм (Рис. 3.38, А), 

образующих волокна длиной  до 300 нм и толщиной до 5 нм (Рис. 3.38, Б и В).  

 

 
Рис. 3.38. ТЭМ-изображения, полученные при инкубации инсулина (0,2 мг/мл) в 

присутствии 2 мМ Arg-Phe при pH 8.0. Масштаб – 150 нм (А, Б) и 50 нм (В). На В 

стрелкой показаны длинные цепи, состоящие из нескольких рядов агрегатов.  
 

Были получены АСМ-изображения образцов инсулина в присутствии 

ACTH (1-24) (Рис. 3.39). В присутствии ACTH (1-24) инсулин образует 

агрегаты  диаметром 20 нм и высотой до 5 нм  (Рис. 3.39, А), т.е. частицы 

большего размера, чем в присутствии аргинина или Arg-Phe. Эти частицы 

могут собираться в цепочки толщиной до 30 нм и длиной до 200 нм (Рис. 

3.39, Б и В). На электронной микрофотографии гранулярные структуры 

достигают диаметра 50 нм. Эти частицы ассоциируют в разветвленные цепи, 

которые образуют переплетенные «сетчатые структуры» (Рис. 3.39, Г), 

которые также можно увидеть на АСМ-изображениях (Рис. 3.39, В). 
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Рис. 3.39. АСМ-изображения (А, Б, В) и электронная микрофотография (Г) агрегатов 
инсулина (0,2 мг/мл), инкубированного в присутствии 35 мкМ ACTH (1-24) при pH 8.0. 

Стрелкой на Б показано образование коротких цепочек, на В и Г – образование длинных 

разветвленных структур. Масштаб – 200 нм (А, Б, В) и 100 нм (Г).  
 

При сравнении изображений, полученных с помощью АСМ или ТЭМ, 

обнаруживаются различные частицы в зависимости от типа эффектора в 

инкубационной среде. В присутствии дипептида Arg-Phe образуются 

гранулярные частицы (5–20 нм), соединяющиеся в длинные цепи, которые 

могут быть образованы из нескольких тонких цепочек. Размер этих цепей 

превышает длину аналогичных структур, образующихся в присутствии 

аргинина. В присутствии фрагмента ACTH преобладают более крупные 

частицы (20-50 нм), которые собираются в переплетенные цепи. При этом 

следует учесть, что фрагмент ACTH по молекулярной массе сопоставим с B-

цепью инсулина и что его содержание в инкубационной смеси 

преимущественно соответствовало молярному соотношению 1:1. Можно 

предположить, что морфологические свойства агрегатов белка зависят от 

структуры и концентрации  эффектора.  
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3.11. Гипотетическая модель агрегации перорального 

инсулина  

 

В данной работе большая часть экспериментов не случайно была 

проведена на терапевтически значимом препарате – рекомбинантном 

инсулине человека. Предполагается, что число больных диабетом увеличится 

до 366 миллионов в 2030 году, более чем в два раза по сравнению с 2000 

годом [Wild et al., 2004]. Создание перорального инсулина является одним из 

перспективных направлений в лечении диабета.  

При разработке препаратов перорального инсулина возникает 

необходимость преодоления физиологических барьеров в желудочно-

кишечном тракте. Главным препятствием является агрессивная кислотная 

среда в желудке, различные пищеварительные ферменты и ограничения 

всасывания в кишечнике. Разработано большое число защитных систем 

доставки, которые содержат ингибиторы протеаз, соединения для повышения 

абсорбции и другие компоненты, предназначенные для включения в 

препараты инсулина [Sonia and Sharma, 2012; Yaturu, 2013].  Средства 

доставки, чувствительные к изменениям рН окружающей среды, 

представляются наиболее эффективными [Peppas and Kavimandan, 2006]. В 

кислой среде такие системы стабильны и могут защищать препарат инсулина 

от деградации в желудке, в то время как слабощелочная среда кишечника 

способствует дезинтеграции «капсул» и высвобождению белка (Рис. 3.40). 

 



 104 

 
 

Рис. 3.40. Схема прохождения перорального препарата инсулина через желудочно-
кишечный тракт с высвобождением в двенадцатиперстной кишке при щелочном pH и 

предполагаемого появления агрегатов белка.  
 

Однако препараты инсулина, включая средства его доставки, 

формируются таким образом, что они удерживаются в кишечнике в больших 

концентрациях на гидрофобных поверхностях эпителия кишечника в течение 

длительного времени, что может приводить к агрегации инсулина. При 

разработке стратегии создания подобных препаратов следует учитывать 

огромное число низкомолекулярных соединений, находящихся в среде 

кишечника в местах высвобождения инсулина (продукты перевариваемой 

пищи, пищевые добавки и лекарственные препараты). При стрессорных 

условиях молекула инсулина становится весьма чувствительной к 

взаимодействию с другими компонентами среды, которые могут 

индуцировать конформационные изменения и агрегацию белка. Инсулин, 

высвобождающийся в кишечнике при локальных значениях рН в диапазоне 

7.0–8.0, имеет суммарный отрицательный заряд, и положительно заряженные 

низкомолекулярные соединения, в том числе аминокислоты и пептиды, 

которые «выживают» в условиях протеолиза, ограниченного  присутствием 
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ингибиторов протеаз, включаемых в препараты перорального инсулина, 

могут способствовать агрегации белка.  

 На основании результатов, полученных в рамках данной работы, 

представляется целесообразным снижение локальных значений щелочного 

рН, манипулируя средой кишечника, что может влиять на заряд инсулина и 

его участие в электростатических взаимодействиях с положительно 

заряженными молекулами окружающей среды [Smirnova et al., 2014, 2015]. 

Можно также предложить ограничения потребления аргинина и лизина в 

качестве диетических добавок с целью стандартизации пероральной системы 

доставки инсулина больным диабетом. Кроме того, включение в препараты 

инсулина отрицательно заряженных белков в качестве дополнительных 

мишеней для противоположно заряженных эффекторов и протеолитических 

ферментов представляется целесообразным.  

Итак, полученные результаты могут быть использованы при создании 

белковых препаратов медицинского назначения, при разработке новых 

эффективных добавок в биотехнологии при получении рекомбинантных 

белков, а также при фундаментальных исследованиях функционирования 

инсулина в живой системе.  

 

3.12. Трансформация структуры -кристаллина в процессе его 

шапероноподобного действия   

 

При сравнении действия молекулярного шаперона -кристаллина на 

агрегацию белка с эффектами аминокислот и пептидов было обнаружено, что 

-кристаллин также способен проявлять не свойственную шаперону 

активность. На примере ДТТ-индуцированной агрегации рекомбинантного 

инсулина человека было обнаружено, что -кристаллин при низких 

концентрациях ускоряет процесс агрегации, в то время как при высоких 

концентрациях – подавляет  ее [Bumagina et al., 2010]. То есть наблюдалось 
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противоположно направленное действие шаперона на агрегацию. Было 

показано также, что -кристаллин ускоряет инактивацию мышечной 

гликоген фосфорилазы b кролика [Meremyanin et al., 2008]. При 

исследовании влияния -кристаллина на кинетику индуцируемой ДТТ 

агрегации -лактальбумина был выявлен весьма сложный механизм 

шапероноподобного действия, включающий диссоциацию  мультимерной 

структуры -кристаллина в присутствии дестабилизированного белкового 

субстрата.  

С применением различных методов: ДЛС, центрифужной 

ультрафильтрации, электрофореза в ПААГ, аналитического 

ультрацентрифугирования  и других показано, что добавление -кристаллина 

в различных концентрациях после инкубации -лактальбумина (0,8 мг/мл) в 

присутствии ДTT в течение 15 минут приводит к концентрационно-

зависимым изменениям интенсивности светорассеяния в сторону более 

низких значений по сравнению с контролем (Рис. 3.41).  

 

 

 
Рис. 3.41. Зависимости интенсивности 

светорассеяния (I) от времени инкубации 

-лактальбумина (0,8 мг/мл) в отсутствие (1) -
кристаллина. -Кристаллин добавляли в 

образцы после инкубации -лактальбумина в 

присутствии ДTT в течение 15 минут (показано 

стрелкой). Конечная концентрация -
кристаллина в инкубационной смеси составляла 

4, 8, 20, 40 и 60 мкМ (2, 3, 4, 5 и 6 
соответственно). В контрольный образец был 

добавлен буфер вместо -кристаллина. 
 

Можно отметить, что значительное подавление агрегации белка 

происходит при добавлении -кристаллина в концентрациях 40 и 60 мкМ. Эти 

концентрации в расчете на одну субъединицу -кристаллина (20 кДа) 

сопоставимы с концентрациями ACTH (1-24) при подавлении агрегации 

инсулина, также в обоих случаях сопоставимы молярные стехиометрические 
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соотношения белковый субстрат:эффектор. В связи с этим было интересно 

исследовать механизмы взаимодействия -кристаллина с дестабилизированным 

-лактальбумином и образования их гетерокомплекса.  

Пробы, содержащие -кристаллин и -лактальбумин, были отобраны 

из инкубационной смеси, приготовленной для ДЛС-измерений. Соотношения 

белковый субстрат:эффектор в смеси соответствовали молярным 

стехиометрическим соотношениям около 2,5:1 (для концентраций 

-лактальбумина и -кристаллина 0,8 и 0,4 мг/мл соответственно). При этом 

молекулярную массу одной субъединицы -кристаллина принимали равной 

20 кДа.  

Разделение компонентов инкубационной смеси, содержащей белки и 

белково-шаперонные комплексы, было выполнено с использованием 

центрифужной ультрафильтрации через фильтры Amicon (США) с 

проницаемостью для белков с молекулярной массой до 100 кДа. Образцы, 

отобранные из инкубационной смеси через различные промежутки времени 

после добавления -кристаллина, подвергали ультрацентрифугированию, а затем 

электрофорезу в ПААГ при денатурирующих и не денатурирующих условиях. 

Электрофореграммы показаны на рисунке 3.42. 

По результатам электрофореза в ПААГ белки из образцов, взятых из смеси 

в начальный момент времени и после 2, 5, 10 и 20 минут инкубации после 

добавления -кристаллина, соответствуют -лактальбумину (14,2 кДа) и -

кристаллину, состоящему из А- и B-кристаллинов с молекулярной массой 

около 20 кДа каждого из них (Рис. 3.42, А). Так как использованные 

центрифужные фильтры имеют предел отсечения по молекулярной массе 100 

кДа, очевидно, что -кристаллин только в диссоциированной форме может 

проникать через них. Предполагается, что в данных условиях 

высокомолекулярные мультимеры -кристаллина частично распадаются, 

образуя олигомеры небольшого размера. При более длительной инкубации -

кристаллина с -лактальбумином все меньшее количество низкомолекулярных 
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форм -кристаллина проявляется в фильтратах и большое количество белка 

останется в ретентатах (Рис. 3.42, А, полосы 2–5 и 6, 7 соответственно). 

 
Рис. 3.42. (А) Электрофорез в ПAАГ в присутствии ДСН инкубационных смесей, 

содержащих -лактальбумин (0,8 мг/мл) и -кристаллин (0,4 мг/мл), отобранные на 

различных этапах агрегации, после ультрацентрифугирования. Полоса 1 соответствует 

образцу, извлеченному из смеси в начальный момент времени после добавления 

-кристаллина до центрифугирования. Полосы 2–5 соответствуют образцам, взятым из смеси, 

инкубированной в течение 2, 5, 10 и 20 минут соответственно, после добавления 

-кристаллина (фильтрат). Полосы 6 и 7 соответствуют образцам, взятым из смеси, 

инкубированной в течение 2 и 5 минут соответственно после добавления -кристаллина 

(ретентат). Полоса 8 – маркеры молекулярной массы. -Кристаллин добавляли в образцы 

через 15 минут после инкубации -лактальбумина в присутствии ДTT. (Б) Электрофорез в 

ПААГ при неденатурирующих условиях. Полоса 1 – фильтрат смеси -лактальбумина и 

-кристаллина, инкубированного в течение 5 минут в отсутствие ДТТ. Полосы 2–5 – образцы, 

взятые из смеси, инкубированной в присутствии ДTT в течение 2, 5, 10 и 20 минут 

соответственно, после добавления -кристаллина (фильтрат). Полосы 6 и 7 – образцы, взятые 

из смеси, инкубированной в течение 2 и 5 минут соответственно, после добавления 

-кристаллина (ретентат). Полоса 8 – маркеры молекулярной массы. Пятна визуализированы 

с помощью окрашивания Кумасси R-250. 
 

Электрофорез при неденатурирующих условиях показал, что 

значительное количество белковых комплексов с массой около 50–55 кДа 

присутствует во фракциях фильтрата и ретентата, содержащих -кристаллин и 

дестабилизированный с помощью ДTT -лактальбумин (Рис. 3.42, Б, полосы 2–

7). Образование таких низкомолекулярных комплексов лучше всего выражено в 

случае инкубации -кристаллина с -лактальбумином в течение 5 минут (Рис. 

3.42, Б, полосы 3 и 7). При дальнейшей инкубации количество белка в 

фильтрате снижается (полосы 4 и 5), предполагая, что образующиеся 

высокомолекулярные комплексы, содержащие шаперон и белковый субстрат, 

не входят в гель. 
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Таким образом, -лактальбумин в нативной форме не индуцирует 

изменения в олигомерной структуре -кристаллина. В отсутствие ДTT, 

-кристаллин сохраняет свою высокую молекулярную массу и олигомерную 

форму, и, следовательно, не может проявляться в фильтрате (Рис. 3.42, Б, 

полоса 1). Следует отметить, что -кристаллин в области концентраций 0,08–

1,2 мг/мл (4–60 мкМ) при тех же условиях не обнаруживался в фильтрате и что 

пятна, соответствующие -лактальбумину в ретентате, слабо окрашены (Рис. 

3.42, Б, полосы 6 и 7). Можно предположить, что белковый субстрат включен в 

комплексы с шапероном. 

Смесь -лактальбумина (1 мг/мл) и -кристаллина (0,4  мг/мл), 

инкубированных в присутствии ДTT, разделяли с помощью эксклюзионной 

хроматографии на колонке с Sephacryl S200 superfine и электрофореза в ПААГ. 

На рисунке 3.43 сплошной линией показано разделение белков смеси. Первый 

пик соответствует большому олигомеру -кристаллина, в то время как второй 

пик – низкомолекулярному комплексу -кристаллина с -лактальбумином, как 

продемонстрировано с помощью электрофореза в денатурирующих условиях 

(вставки 2 и 3). -Кристаллин присутствовал во фракциях «плеч» на левой 

стороне широкого пика и его вершине, -лактальбумин проявлялся более 

интенсивно на электрофореграмме 3. 

 

Рис. 3.43. Разделение смеси -лактальбумина 

(1 мг/мл) и -кристаллина (0,4 мг/мл), инку-
бированных в присутствии ДTT, с помощью 

эксклюзионной хроматографии и электро-
фореза в ПААГ в денатурирующих условиях. 

Профиль элюции с колонки показан сплошной 

линией, результат разделения смеси этих 

белков в нативном состоянии – пунктирной 

линией. Во вставках показаны электро-
фореграммы, соответствующие пикам 

нативных -кристаллина и -лактальбумина (1 

и 4 соответственно) и смеси -лактальбумина 

и -кристаллина, инкубированных в 

присутствии ДTT (2 и 3 соответственно). 

Маркеры молекулярного веса указаны 

треугольниками и стрелками для профилей 

элюции и электрофореграмм соответственно. 
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С помощью аналитического ультрацентрифугирования было также 

показано образование белковых комплексов, образующихся при инкубации 

-лактальбумина и -кристаллина в присутствии ДTT (Рис. 3.44). На рисунке 

3.44, А показаны распределения коэффициентов седиментации  c(s) для 

-кристаллина (0,4 мг/мл) и -лактальбумина (0,8 мг/мл) и их смеси. Основной 

пик в распределении c(s) с s20,w=2,3 S может соответствовать смеси мономеров и 

димеров -лактальбумина. Распределение c(s) для -кристаллина включает три 

минорных пика с s20,w 15,5; 19,1 и 22,7 S. Распределение c(s) для смеси 

-лактальбумина и -кристаллина включает кроме основного пика s20,w 2,3 S, 

два минорных с s20,w 3,3 и 5,5 S. Можно предположить,  что эти пики 

соответствуют комплексам денатурированного -лактальбумина с 

диссоциирующими формами -кристаллина. Эти комплексы могут содержать 

мономер -лактальбумина и одну субъединицу -кристаллина или два 

мономера -лактальбумина и две субъединицы -кристаллина. 

 

 
Рис. 3.44. Анализ скорости осаждения -лактальбумина, -кристаллина и их смеси, 

инкубированных в присутствии ДTT при 37 °C. (A) Дифференциальные распределения 

коэффициентов седиментации c(s) для -лактальбумина (0,8 мг/мл, красная кривая), 

-кристаллина (0,4 мг/мл, зеленая кривая) и их смеси (черная линия). Вставка показывает 

распределения c(s) в области значений коэффициента седиментации 1.3–6.5 S. (Б) 
Распределения c(s) для смеси -кристаллина (0,4 мг/мл) и -лактальбумина в концентрациях 

(1,0 мг/мл, красная кривая, 0,8 мг/мл, черная кривая, и 0,6 мг/мл, зеленая кривая). 
 

На рисунке 3.44, Б показаны распределения c(s), полученные для смеси 

-кристаллина (0,4 мг/мл) и -лактальбумина в различных концентрациях. 
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Все распределения c(s) включают пик с коэффициентом седиментации 3,3 S, 

который соответствует белковым комплексам. 

Полученные результаты являются новым свидетельством 

динамических свойств олигомерной структуры молекулярного шаперона 

-кристаллина. По данным ДЛС, центрифужной ультрафильтрации, 

эксклюзионной хроматографии, аналитического ультрацентрифугирования и 

электрофореза в ПААГ добавление -кристаллина к полностью 

восстановленному в присутствии ДТТ -лактальбумину, используемому в 

качестве модельного белкового субстрата, приводит к диссоциации 

мультимерной структуры -кристаллина. Показано, что в дополнение к 

высокомолекулярным олигомерам в присутствии дестабилизированного 

белкового субстрата образуются низкомолекулярные олигомеры с 

кажущейся молекулярной массой 50–55 кДа, которой может соответствовать 

-кристаллин в двумерной форме в комплексе с дестабилизированным 

мономером -лактальбумина. Можно предположить существование 

транзитного защитного механизма, при котором белок в состоянии стресса 

способен подстраиваться к связывающим центрам на поверхности шаперона 

в форме димеров. 

Можно сделать вывод о более сложном механизме действия 

молекулярного шаперона, -кристаллина, по сравнению с эффектами 

аминокислот и пептидов, в основе которых лежат, главным образом, 

электростатические и гидрофобные взаимодействия. 

 
 

 

 

 



 112 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Результаты, полученные в данной диссертационной работе, 

показывают, что аминокислоты или пептиды в качестве биогенных 

эффекторов, естественно присущих биологическим системам, могут влиять 

на агрегацию белков. Вовлекаясь в электростатические и гидрофобные 

взаимодействия, они участвуют в формировании агрегатов белков, 

подвергнутых воздействию экстремальных условий. Действия эффекторов на 

агрегацию белков может меняться в зависимости от их концентрации или от 

pH среды. Это свидетельствует о возможности тонкой регуляции процессов 

ассоциации и агрегации белков, что актуально в биотехнологии при 

получении рекомбинантных белков и при создании препаратов медицинского 

назначения. 
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ВЫВОДЫ 
 

1. Дипептиды Arg-Phe и Lys-Leu и пептидный фрагмент 

адренокортикотропного гормона (ACTH 1-24) проявляют 

концентрационно-зависимое защитное действие на агрегацию 

модельных белков, индуцируемую дитиотреитолом, однако, при 

концентрациях, в 100–1000 раз меньших по сравнению с аргинином. 
 
2. Эффекты аргинина и пептидов Arg-Phe, Lys-Leu и ACTH (1-24) можно 

изменять на противоположно направленные (торможение или 
ускорение агрегации) путем изменения  рН среды в узком диапазоне 

физиологических значений от рН 7.0 до рН 8.0. 
 

3. Действие дипептидов Arg-Phe и Asp-Phe на агрегацию модельных 

белков зависит от их заряда; наблюдается ускорение агрегации 

противоположно заряженных, но торможение агрегации одноименно 

заряженных белков. 
 

4. Выявлены морфологические особенности агрегатов модельных белков, 

образующихся на начальных этапах процесса агрегации под действием 

Arg, Lys, Arg-Phe или ACTH (1-24). В присутствии пептидов 

формируются гранулярные частицы, соединяющиеся в длинные цепи или 

фибриллоподобные волокна, в отличие от аморфных агрегатов, 
наблюдаемых в отсутствие эффекторов. 
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