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ИЗМЕНЕНИЕ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИХ СВОЙСТВ ЛИПИДОВ В МЕМБРАНАХ 
ЛИМФОЦИТОВ ПРИ ДЕЙСТВИИ АМИЛОИДНЫХ ФИБРИЛЛ IN VITRO

С помощью липофильных флуоресцентных зондов изучено влияние амилоидных фибрилл на состояние липид- 
ного бислоя мембран лимфоцитов человека. Полученные результаты позволяют заключить, что амилоидные фиб- 
риллы из лизоцима, взаимодействуя с лимфоцитами in vitro, вызывают изменение микровязкости липидного бислоя 
клеток.
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THE EFFECT OF AMYLOID FIBRILS ON THE CHANGES OF PHYSICAL AND CHEMICAL PROPERTIES  
OF MEMBRANE LIPIDS OF LYMPHOCYTES IN VITRO

In this work we study the effect of amyloid fibrils on lipid bilayer of human lymphocyte membranes using lipophilic fluorescent probes. 
The results suggest that amyloid fibrils of lysozyme could interact with lymphocytes in vitro and cause changes in the microviscosity of cells 
lipid bilayer.
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Введение. Амилоидозы – это группа заболеваний различных органов и систем организма 
(нервная система, сердце, почки, печень, желудочно-кишечный тракт). Общим характерным при- 
знаком этих заболеваний является формирование и накопление фибриллярных структур с опре- 
деленными свойствами (амилоидов) [1, 2]. Известно более 20 белков, способных образовывать 
амилоидные структуры in vivo [1, 2]. Среди них легкие цепи иммуноглобулина, фибриноген, ин-
сулин, лизоцим и др. Обычно отложения белков связывают с определенным типом патологии 
какого-либо органа. Например, при сахарном диабете второго типа в поджелудочной железе об-
наруживаются отложения амилина, а в головном мозге пациентов с болезнью Альцгеймера про-
исходит отложение β-амилоидного белка. Существуют и амилоидогенные белки, которые вызы-
вают развитие системных амилоидозов. Часто амилоидозы являются вторичной патологией, ос-
ложняя течение каких-либо заболеваний, например хронических инфекций [1]. В настоящее 
время в связи с распространением болезни Альцгеймера актуальными являются исследования, 
посвященные патологической роли β-амилоидного белка. Установлено, что этот белок и его 
фрагменты являются цитотоксичными, что приводит к нарушению проницаемости мембран кле-
ток, вызывая их гибель [3]. 

Амилоиды, образованные из различных белков, имеют ряд общих свойств: они представляют 
собой высокоупорядоченные фибриллярные структуры, характеризующиеся наличием большого 
числа β-слоев, расположенных перпендикулярно к главной оси фибриллы; взаимодействуют со 
специфическим флуоресцентным зондом тиофлавином Т; окрашиваются красителем конго крас- 
ным и обладают свойством двойного лучепреломления в поляризованном свете [4]. На основании 
этого можно предположить, что, несмотря на различие белков-предшественников, сами амилоид- 
ные фибриллы, полученные из различных белков, являются сходными по структуре и физико-
химическим показателям, и это позволяет использовать один из амилоидогенных белков для 
получения модельных амилоидных фибрилл при изучении их свойств и механизмов действия. 
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Часто в качестве модельного предшественника амилоидов используют лизоцим, который in vitro 
образует амилоидные фибриллы при определенных условиях [5]. Нами сделано предположение, 
что при амилоидозах фибриллы оказывают влияние не только на клетки органа, в котором 
происходит их накопление, но и на клетки крови, воздействуя, таким образом, на весь организм. 
Из литературы известно, что амилоидные фибриллы, полученные из лизоцима куриного яйца, 
вызывают агрегацию эритроцитов [6]. Причиной этого, как считают авторы, является взаимо- 
действие амилоидных фибрилл с липидами, входящими в состав мембран клеток [6]. При этом не 
установлено, каким образом амилоидные фибриллы взаимодействуют непосредственно с основ- 
ными компонентами мембраны клеток крови человека.

Цель нашей работы – оценка влияния амилоидных фибрилл из лизоцима in vitro на микро- 
вязкость липидного бислоя мембран лимфоцитов человека.

Материалы и методы исследования. Для получения амилоидных фибрилл лизоцим куриного 
яйца (Fluka) в концентрации 20 мг/мл инкубировали при 65 оС и непрерывном перемешивании [6] 
в течении 8 сут в растворе соляной кислоты (pH 2,0) с добавлением азида натрия в качестве анти-
бактериального компонента. Контрольный образец лизоцима, растворенный в соляной кислоте, 
инкубировали при комнатной температуре не перемешивая. Контроль за образованием фибрилл 
осуществляли спектрофлуориметрическим методом с использованием зонда тиофлавина Т (Sigma) [7].

Лимфоциты выделяли из периферической крови практически здоровых доноров в градиенте 
плотности гистопака (Sigma). Донорскую кровь получали в РНПЦ «Трансфузиологии и медицин-
ских биотехнологий» МЗ РБ. Выделенные из периферической крови лимфоциты инкубировали  
с лизоцимом и амилоидными фибриллами (конечная концентрация белка составляла 10 мкг/мл) 
в течение 2 ч при 37 оС. Жизнеспособность клеток оценивали с помощью красителя трипанового 
синего, количество живых клеток составляло не менее 95 %. Изменение состояния липидного 
бислоя мембран лимфоцитов исследовали с помощью липофильных флуоресцентных зондов: 
1-(4-триметиламмоний)-6-фенил-1,3,5-гексатриена (ТМА-ДФГ), 2-диметиламино-6-лауроилнаф-
талина (лаурдан) и пирена [8–10]. Для статистического анализа данные делили на три группы: 
контрольные образцы лимфоцитов, не подвергающиеся воздействию белковых структур; лимфо- 
циты, подвергающиеся воздействию лизоцима; лимфоциты, подвергающиеся воздействию ами- 
лоидных структур. Достоверность различий между группами оценивали при помощи однофак- 
торного дисперсионного анализа (ANOVA) [11].

Результаты и их обсуждение. Известно, что in vitro лизоцим образует фибриллы при низких 
значениях pH и повышенной температуре [5, 12]. Образование фибрилл из лизоцима оценивали  
с помощью зонда тиофлавин Т, позволяющего определить наличие поперечных сшивок β-слоя  
в процессе формирования амилоидных фибрилл [7, 12]. В наших экспериментах интенсивность 
флуоресценции тиофлавина Т увеличивалась в течение первых 5–6 сут инкубации с выходом на 
плато к 7-м суткам, что позволяло сделать вывод об образовании зрелых амилоидных фиб- 
рилл. Интенсивность флуоресценции зонда в контрольном образце не изменялась (рис. 1). 

Рис. 1. Изменение интенсивности флуоресценции 
тиофлавина Т (λвозб = 440 нм, λрег = 482 нм)  

в зависимости от времени инкубации лизоцима:  
1 – контроль (лизоцим растворен в 10 мМ HCl (рН 2,0), 
хранится при 20 ± 2 оС); 2 – лизоцим растворен в 10 мМ 

HCl (рН 2,0), температура инкубации 65 оС

Fig. 1. Changes in the intensity of fluorescence of 
Thioflavin T (λex = 440 nm, λreg = 482 nm ) in defense  

on the lysozyme incubation time: 1 – control (lysozyme  
into 10 mM HCl (рН 2.0), storage at 20 ± 2 оС);  

2 – lysozyme into 10 mM HCl (рН 2.0), incubate at 65 оС
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Полученные в течение 5–6 сут инкубации зре- 
лые амилоидные структуры из лизоцима исполь- 
зовали для проведения экспериментов.

В настоящей работе исследовали изменение 
состояния липидного бислоя мембран лимфо- 
цитов с помощью флуоресцентных зондов ТМА- 
ДФГ, лаурдана и пирена, встраивающихся  
в мембраны клеток на различной глубине ли-
пидного бислоя.

При проведении экспериментов наблюда- 
лось снижение генерализованной поляризации 
лаурдана, встроенного в мембраны лимфоцитов, 
проинкубированных в среде с нативным лизо- 
цимом и с амилоидными фибриллами на 3,41–
8,45  и 6,93–20,57 % соответственно по сравне- 
нию с контрольными значениями (контрольные 
клетки инкубировали в тех же условиях в сре- 
де, не содержащей белков) (рис. 2, а).

Обнаружено, что двухчасовая инкубация 
лимфоцитов в среде, содержащей лизоцим, при- 
водит к снижению коэффициента эксимериза- 
ции пирена на 1,2–6,69 %, а после инкубации 
клеток в среде, содержащей амилоидные фиб- 
риллы, среднее значение данного коэффици- 
ента снижается на 6,58–21,54 % по сравнению 
с контрольными значениями (рис. 2, b).

Поляризация флуоресценции ТМА-ДФГ, 
встроенного в мембраны клеток, подвергшихся 
воздействию нативного лизоцима и амилоидных 
фибрилл, полученных из лизоцима, снижалась  
по сравнению с контрольными клетками на 
3,2–7,2 и 20,79–24,81 % соответственно (рис. 2, c).

Заключение. Ранее нами показано, что амилоидные фибриллы, полученные из лизоцима, ока- 
зывают влияние на показатели флуоресценции липофильных зондов, встроенных в различные обла- 
сти мембран эритроцитов человека [13]. Кроме того, в данной работе аналогичные эффекты амило- 
идов, полученных из лизоцима, обнаружены и на лимфоцитах, выделенных из периферической крови 
человека. Это позволяет сделать вывод о том, что амилоидные фибриллы из лизоцима, взаимо- 
действуя с клетками крови человека in vitro, вызывают изменение микровязкости гидрофобной  
и наружной области липидного бислоя мембран клеток, а также изменяют упорядоченность фосфо-
липидов мембраны. Выяснение причин этих эффектов планируется в дальнейших исследованиях.

 
Рис. 2. Параметры флуоресценции липофильных зондов, 
встроенных в мембраны лимфоцитов (среднее значение 

параметра флуоресценции определенного зонда  
в контрольных клетках принято за 100 %):  

а – генерализованная поляризация флуоресценции 
лаурдана; b – коэффициент эксимеризации пирена;  

c – поляризация флуоресценции ТМА-ДФГ; 1 – контроль 
(нативные лимфоциты, проинкубированные в среде,  

не содержащей белков); 2 – лимфоциты, проинку- 
бированные в среде, содержащей лизоцим (10 мкг/мл);  
3 – лимфоциты, проинкубированные в среде, содер- 

жащей амилоидные фибриллы из лизоцима (10 мкг/мл)
Fig. 2. Fluorescence parameters of lipophilic probes incorpo-
rated into lymphocyte membranes (mean fluorescence value  

in control cells taken as 100 %): a – generalized polarization 
of fluorescence of laurdan; b – coefficient of excimerization 

of pyrene; c – polarization of fluorescence TMA-DPH;  
1 – control (native cells, incubated without proteins); 2 – lym-
phocytes incubated with lysozyme (10 µg/ml); 3 – lympho-
cytes incubated with lysozyme amyloid fibrils (10 µg/ml)
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