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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность работы. Амилоидные фибриллы представляют собой 

упорядоченные, богатые бета-слоями структуры, которые образуются в результате 

разворачивания и агрегации белков. Процесс их образования, называемый 

фибриллообразованием, амилоидообразованием, амилоидной или фибриллярной 

агрегацией, первоначально изучался преимущественно с медицинской точки зрения. Он 

сопутствует ряду заболеваний, называемых амилоидозами, значительная часть которых 

приводят к смертельному исходу и до сих пор остаются неизлечимыми. Недавние 

исследования показали важную роль фибриллообразования не только в развитии 

заболеваний, но и в некоторых нормальных физиологических процессах, например, в 

образовании биоплёнок у бактерий и архей, в накоплении гормонов гипофиза у животных. 

Амилоидные фибриллы также рассматриваются в качестве перспективных 

функциональных материалов для нано- и биотехнологий благодаря своим уникальным 

свойствам и биосовместимости. 

Рассматривая процесс фибриллообразования с физико-химической точки зрения, 

можно отметить множество нерешённых вопросов, включая детальное описание его 

механизма, структуры агрегатов и влияния различных лигандов и факторов на скорость и 

равновесие процесса и его отдельных стадий. В экспериментальных исследованиях 

фибриллообразования возникают многочисленные сложности в получении точных и хорошо 

воспроизводимых данных. Это связано с многостадийным характером процесса, 

полиморфизмом фибрилл, параллельным протеканием аморфной агрегации или коацервации 

белка и прочими факторами. Исследования амилоидных фибрилл, фибриллообразования и 

влияния на него взаимодействий белка с другими соединениями критически важны для 

эффективной разработки терапевтических антиамилоидных препаратов, диагностических 

агентов для визуализации фибриллярных структур, а также новых материалов на основе 

белковых фибрилл. В частности, детального изучения требуют кинетика амилоидной 

агрегации белков в присутствии различных лигандов, обладающих аффинностью к самому 

белку либо к фибриллам, связь между величиной аффинности и способностью к 

ингибированию агрегации, соотношения между структурой лиганда и его антиамилоидной 

активностью. В связи с этим изучение влияния низко- и высокомолекулярных лигандов на 

процесс фибриллообразования различных белков с помощью комплекса современных 

физико-химических методов представляется актуальным. 

Степень разработанности темы исследования. В литературе предложен ряд 

кинетических моделей, используемых для описания процесса фибриллообразования. 

Однако в большинстве случаев эти модели описывают фибриллярную агрегацию чистых 

белков. Влияние лигандов на процесс фибриллообразования часто учитывается не путём 

включения его взаимодействий с белком в общую кинетическую схему, а лишь как фактор, 

изменяющий константы скорости отдельных стадий – например, ускоряющий нуклеацию 

или замедляющий рост фибрилл. Сопоставление литературных данных о влиянии 

различных лигандов на скорость и механизм процесса фибриллообразования осложняется 

тем, что экспериментальные кинетические кривые регистрируются в совершенно разных 

условиях. Кроме того, существует множество различных путей влияния лиганда на 

образование фибрилл – лиганд может связываться с мономером белка в его нативной или 

денатурированной форме, концом или поверхностью образующейся фибриллы, а также 

совмещать разные варианты взаимодействий. Ещё одной проблемой является отсутствие 
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надёжных количественных данных о связывании органических лигандов с фибриллами и 

хорошо воспроизводимых, стандартизированных методик получения таких данных. 

Цель и задачи работы. Основной целью работы является поиск закономерностей 

влияния белок-лигандных взаимодействий на скорость и равновесие процесса 

фибриллообразования. 

Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 

1. Анализ влияния связывания низкомолекулярных органических лигандов на 

процессы фибриллообразования бычьего и человеческого сывороточных альбуминов. 

2. Анализ влияния связывания катионов двухвалентных металлов на процесс 

фибриллообразования бычьего α-лактальбумина. 

3. Анализ влияния связывания полисахарида альгината натрия на процессы 

фибриллообразования лизоцима белка куриного яйца и бычьего сывороточного альбумина. 

4. Разработка и апробация воспроизводимой методики определения констант 

связывания с амилоидными фибриллами по данным спектрофлуориметрии, анализ влияния 

структуры лигандов на значения констант связывания с амилоидными фибриллами лизоцима. 

Научная новизна работы заключается в получении новых данных и 

закономерностей влияния лигандов различной природы на процессы фибриллообразования 

ряда белков с помощью современных физико-химических методов. В результате 

установлены корреляции между термостабильностью альбуминов в присутствии 

различных лигандов и кинетическими и равновесными параметрами его 

фибриллообразования, предложена кинетическая схема фибриллообразования альбуминов, 

получены новые данные о влиянии катионов металлов на морфологию и кинетику 

образования фибрилл α-лактальбумина, разработана и апробирована новая методика 

определения констант связывания лигандов с амилоидными фибриллами с помощью 

метода спектрофлуориметрии. 

Теоретическая и практическая значимость работы состоит в развитии 

представлений о механизмах амилоидной агрегации белков в присутствии различных 

лигандов и факторах, влияющих на протекание этого процесса. Изучение влияния природы 

и аффинности лигандов на кинетику и выход фибриллообразования важно для разработки 

стратегий поиска и скрининга потенциальных антиамилоидных терапевтических агентов 

для лечения неизлечимых в настоящее время амилоидозов, а также для создания новых 

материалов на основе амилоидных фибрилл. Детального изучения требуют кинетика 

амилоидной агрегации белков в присутствии различных лигандов, обладающих 

аффинностью к самому белку либо к его фибриллам, связь между величиной аффинности 

и способностью к ингибированию агрегации, соотношения между структурой лиганда и его 

антиамилоидной активностью. Определение констант связывания лигандов с 

амилоидными фибриллами необходимо при разработке диагностических агентов для 

визуализации амилоидных отложений в организме человека. 

Основные положения, выносимые на защиту: 

 Массив новых экспериментальных данных о влиянии различных лигандов на 

кинетику фибриллообразования и термостабильность ряда белков. 

 Корреляции начальной скорости, равновесного выхода 

фибриллообразования, а также периода полупревращения белка в фибриллы для 
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сывороточных альбуминов в присутствии низкомолекулярных органических лигандов с 

равновесной долей денатурированной формы белка. 

 Кинетическая модель фибриллообразования альбуминов. 

 Зависимость периода индукции процесса фибриллообразования бычьего α-

лактальбумина от равновесной доли денатурированной формы белка в присутствии 

катионов двухвалентных металлов, изменение выхода и морфологии фибрилл в 

присутствии этих катионов. 

 Снижение скорости агрегации без снижения выхода фибрилл при связывании 

полисахарида с растущими фибриллами лизоцима белка куриного яйца. 

 Новая методика определения констант связывания лигандов с амилоидными 

фибриллами с помощью метода спектрофлуориметрии. 

 Новые данные о константах связывания низкомолекулярных органических 

соединений с фибриллами лизоцима. 

Методы исследования. Для решения поставленных задач были использованы 

экспериментальные методы дифференциальной сканирующей калориметрии, 

спектрофлуориметрии, УФ-спектрофотометрии, спектрометрии кругового дихроизма, 

атомно-силовой микроскопии, а также вычислительный метод молекулярного докинга. 

Соответствие диссертации паспорту специальности. Диссертация соответствует 

п.2 «Экспериментальное определение термодинамических свойств веществ, расчёт 

термодинамических функций простых и сложных систем, в том числе на основе методов 

статистической термодинамики, изучение термодинамических аспектов фазовых 

превращений и фазовых переходов»; п.9 «Связь реакционной способности реагентов с их 

строением и условиями протекания химической реакции»; п.10 «Создание и разработка 

методов компьютерного моделирования строения и механизмов превращений химических 

соединений на основе представлений квантовой механики, различных топологических и 

статистических методов, включая методы машинного обучения, методов молекулярной 

механики и молекулярной динамики, а также подходов типа структура-свойства» паспорта 

специальности 1.4.4. Физическая химия. 

Достоверность результатов обусловлена доказанной воспроизводимостью 

полученных данных, применением современных физико-химических методов 

исследования и использованием высококлассного научного оборудования. Результаты 

работы опубликованы в рецензируемых журналах высокого уровня. 

Личный вклад автора заключается в анализе литературы, постановке цели и задач 

исследования, получении и обработке экспериментальных данных, анализе и обобщении 

полученных результатов, подготовке материалов к публикации. Автором лично выполнены 

эксперименты методами дифференциальной сканирующей калориметрии, 

спектрофлуориметрии, УФ-спектрофотометрии, спектрометрии кругового дихроизма, 

подготовлены образцы для большинства экспериментов. 

Апробация работы. Основные результаты работы были представлены и 

апробированы на XXIV и XXIII международных конференциях по химической 

термодинамике в России (Казань, 2022; Иваново, 2024); XXII Менделеевском съезде по 

общей и прикладной химии (Сириус, 2024); X всероссийском форуме молодых 

исследователей «ХимБиоSeasons 2024» (Калининград, 2024); XII Международной 

конференции по химии для молодых учёных «Менделеев 2021» (Санкт-Петербург, 2021); 
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всероссийских с международным участием школах-конференциях студентов, аспирантов и 

молодых учёных «Материалы и технологии XXI века» (Казань, 2023 и 2024). 

Публикации. Основные результаты работы изложены в 5 статьях в рецензируемых 

научных журналах, рекомендованных ВАК при Минобрнауки России. Результаты работы 

также представлены в 7 тезисах докладов на международных и российских научных 

конференциях. 

Объём и структура работы. Работа изложена на 169 страницах и содержит 54 рисунка, 

10 таблиц, а также 272 ссылки на литературные источники. Работа состоит из введения, 3 глав, 

заключения, списка условных обозначений и сокращений и списка литературы. В первой главе 

представлен литературный обзор, охватывающий современные представления о структуре 

амилоидных фибрилл, кинетике процесса фибриллообразования, существующих кинетических 

моделях этого процесса, влиянии на него лигандов различной природы, а также структуре и 

особенностях фибриллообразования исследуемых белков – сывороточных альбуминов, α-

лактальбумина и лизоцима. Во второй главе представлены изучаемые объекты, описаны 

используемые методы исследования и методики приготовления образцов. Третья глава 

посвящена обсуждению полученных результатов. Далее следуют заключение, список условных 

обозначений и сокращений и список литературы. 

Работа выполнена на кафедре физической химии Химического института им. А.М. 

Бутлерова Федерального государственного автономного образовательного учреждения 

высшего образования «Казанский (Приволжский) федеральный университет» при поддержке 

программы Министерства образования Российской Федерации «Содействие занятости 

выпускников 2020 года на научно-исследовательские позиции в образовательные организации 

высшего образования и научные организации», программы стратегического академического 

лидерства «Приоритет-2030», а также грантов РФФИ по проектам № 19-315-51012 и 20-315-

90053; РНФ по проекту: № 23-23-10084. 

Автор выражает искреннюю благодарность и глубокую признательность за ценные 

советы, неоценимую помощь и всестороннюю поддержку на всех этапах работы научному 

руководителю – д.х.н., в.н.с. Седову Игорю Алексеевичу. Автор благодарит к.х.н., с.н.с. 

Хайбрахманову Диляру Раисовну за помощь в освоении экспериментальных методов, анализе 

и обсуждении данных. Автор искренне признателен всем соавторам своих публикаций, а также 

выражает благодарность всем сотрудникам кафедры физической химии Химического 

института им. А. М. Бутлерова КФУ и сотрудникам лаборатории биофизической химии 

наносистем Казанского института биохимии и биофизики ФИЦ КазНЦ РАН за практическую 

помощь и поддержку. 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Фибриллообразование сывороточных альбуминов в присутствии 

низкомолекулярных органических лигандов (раздел 3.1) 

Процесс фибриллообразования альбуминов был изучен методом 

спектрофлуориметрии в присутствии тиофлавина Т (ThT), интенсивность флуоресценции 

которого возрастает при связывании с фибриллами, тем самым являясь мерой количества 

образовавшихся фибрилл. Были построены графики зависимости интенсивности эмиссии 

флуоресценции ThT при длине волны 485 нм (λex = 450 нм) от времени инкубирования БСА 

и ЧСА (25 мМ трис-буфер, pH 7,4) при различных концентрациях белка и температуре 65 
оС для БСА и 73 оС для ЧСА (Рисунок 1), которые отражают кинетику образования 

фибрилл. Рост сигнала флуоресценции красителя во всех экспериментах начинается сразу, 
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без периода индукции. Cигнал флуоресценции выходит на плато не более чем через 120 

минут и остаётся постоянным в течение длительного времени. 

а)  

Скорость изменения флуоресценции 

ThT в начальный момент времени (ν0 = 
𝑑𝐹

𝑑𝑡
), 

пропорциональная скорости роста фибрилл, и 

интенсивность флуоресценции ThT при 

выходе на плато (F∞), отражающая общий 

выход фибрилл, линейно возрастают с 

увеличением начальной концентрации 

альбумина. Кроме того, были проведены 

эксперименты по изучению влияния 

добавления зародышей (предварительно 

сформированных фибрилл БСА, полученных 

инкубированием при 65 оС в течение 2 часов) 

на процесс фибриллообразования. 

Добавление зародышей не оказало 

существенного эффекта, что согласуется с 

результатами других исследований. 

Полученные кинетические данные говорят в 

пользу того, что скорость 

фибриллообразования альбумина 

определяется процессом первого порядка по 

белку, а процесс присоединения белка к 

фибрилле или образования 

зародышей/агрегатов из нескольких молекул 

белка не оказывает влияния на общую 

скорость роста фибрилл. Это может быть 

результатом реализации следующей 

кинетической схемы (Рисунок 2): 

б)  
Рисунок 1 – Кинетические кривые 

фибриллообразования альбумина при 

постоянной температуре инкубирования и 

различной концентрации белка. 

 

Рисунок 2 – Кинетическая схема фибриллообразования альбумина. 

В таком случае концентрация способной к агрегации конформации становится 

стационарной, и процесс имеет первый порядок по белку. По данным о начальной 

скорости изменения флуоресценции v0 можно определить константу скорости 

медленной стадии k по формуле (1): 

𝑘 =
[𝐹]0𝑣0

𝐹0[𝑚]0
, (1) 
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где F0 – интенсивность флуоресценции ThT при концентрации полностью 

фибриллизованного белка [F]0, [m]0 – начальная концентрация нативного белка в 

кинетическом эксперименте. В качестве значений F0 и [𝐹]0 должны использоваться данные 

об интенсивности флуоресценции ThT в растворе, содержащем только фибриллы альбумина 

с известной концентрацией. В качестве такого раствора был взят раствор чистого альбумина 

после инкубирования в течение 2 часов при более высокой температуре (85 оС). Значение k 

составило 4,8‧10-2 мин-1 и 6,0‧10-2 мин-1 для БСА и ЧСА соответственно. Следует отметить, 

что полное превращение белка в фибриллы даже в этих условиях не гарантировано, а потому 

результат является довольно грубой оценкой константы скорости агрегации. 

Были получены кинетические кривые фибриллообразования при инкубировании 5 

мг/мл раствора альбумина (25 мМ трис-буфер, pH 7,4) в присутствии различных 

низкомолекулярных органических лигандов при температуре 65 оС (БСА и ЧСА) и 73 оС (ЧСА) 

(Рисунок 3). В присутствии лигандов период индукции также отсутствует. Для каждого из 

лигандов начальная скорость и выход с увеличением концентрации изменялись по-разному. 

Эти величины снижались в случае лигандов с более высокой аффинностью и увеличивались 

при повышении температуры инкубирования. 

Бычий сывороточный альбумин 

а)  б)  в)  

Человеческий сывороточный альбумин 

г)  д)  е)  

Рисунок 3 – Кинетические кривые фибриллообразования БСА при температуре 65°C (а-в), а также 

ЧСА при температуре 65°C (г) и 73 °C (д, е) в присутствии различных избытков низкомолекулярных 

органических лигандов к белку: напроксена натрия (а, г, д); мелоксикама (б) и изониазида (в, е). 

Для дальнейшего анализа механизма процесса и роли аффинности лиганда была 

использована методология, развитая в наших работах1. Были проведены эксперименты 

методом дифференциальной сканирующей калориметрии, в которых были получены 

калориметрические профили денатурации альбуминов (5 мг/мл, 25 мМ трис-буфер, pH 7,4) 

в отсутствии и в присутствии исследуемых лигандов (21 соединение для БСА и 8 – для 

                                              
1 Sedov, I. Evaluation of the binding properties of drugs to albumin from DSC thermograms / I. Sedov, A. 

Nikiforova, D. Khaibrakhmanova // International Journal of Pharmaceutics. – 2020. – Vol.583. – P.119362. 
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ЧСА) (рисунок 4). В зависимости от природы лиганда наблюдается большее или меньшее 

смещение пика денатурации в высокотемпературную область, что свидетельствует о 

связывании лиганда с нативной формой белка. 

Бычий сывороточный альбумин 

а)  б)  в)  

Человеческий сывороточный альбумин 

г)  д)  
Рисунок 4 – Калориметрические профили денатурации БСА (а-в) и ЧСА (г, д) в присутствии 

различных концентраций низкомолекулярных органических лигандов: напроксена натрия (а, г); 

мелоксикама (б) и изониазида (в, д). Пунктирная чёрная линия на рисунке соответствуют 

чистому БСА в присутствии 4% (по объёму) ДМСО. 

По данным ДСК была определена доля денатурированной формы белка (α) при 

температуре инкубирования, которая рассчитывается как отношение площади части пика 

денатурации при интегрировании от его начала до температуры, при которой изучается процесс 

образования фибрилл, к общей площади этого пика, равной энтальпии денатурации (ΔHd). Она 

сопоставлена с литературными значениями константы связывания лигандов с альбумином. 

Хотя эти константы определяются с очень значительной погрешностью, в целом наблюдается 

снижение доли денатурированной формы белка при одной и той же температуре с ростом 

константы связывания. Стоит отметить, что очень большие смещения пика денатурации вправо 

при добавлении десятикратных избытков высокоаффинных лигандов – ибупрофена, 

флурбипрофена, индометацина и напроксена приводят к тому, что при температуре получения 

фибрилл альбумин может находиться почти целиком в нативной форме. 

Начальная скорость и конечный выход фибриллообразования значительно снижаются 

только в случае веществ, для которых характерна высокая аффинность к альбумину, причём 

с ростом концентрации этот эффект усиливается. Наблюдаются линейные корреляции (R2 = 

0,981 и 0,979 для БСА в случаях отсутствия и присутствия ДМСО соответственно и R2 = 0,981 

для ЧСА) начальной скорости изменения флуоресценции с долей денатурированной формы 

альбумина при соответствующей температуре в присутствии того же количества 

соответствующего лиганда. 
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В связи с этими результатами можно уточнить предложенную кинетическую схему, 

выдвинув гипотезу о том, что в способную к быстрой агрегации конформацию переходит 

(с константой скорости k1) только развёрнутая форма белка. Кроме того, снижение выхода 

фибрилл в присутствии высокоаффинных лигандов свидетельствует в пользу того, что 

прочное связывание с нативной формой приводит к смещению равновесия между 

фибриллами и мономерным белком в сторону последнего. Следует допустить, что белок в 

составе фибрилл может отщеплять мономеры белка (константа скорости k–1). Уточнённая 

схема изображена на рисунке 5. 

 

Рисунок 5 – Кинетическая схема фибриллообразования альбумина с участием развёрнутой формы белка. 

Для предложенной схемы можно записать следующее уравнение для скорости 

перехода белка в форму фибрилл (здесь и ниже [𝑚] – концентрация всех мономерных 

форм белка, [U], [N], [NL], [F] – концентрации его развёрнутой, нативной, связанной с 

лигандом и фибриллярной форм соответственно): 

−
𝑑[𝑚]

𝑑𝑡
=

𝑑[𝐹]

𝑑𝑡
= 𝑘1[𝑈] −  𝑘−1[𝐹] = 𝑘1𝛼[𝑚] −  𝑘−1[𝐹]. (2) 

Рост фибрилл завершается с достижением равновесия, при котором 

𝑘1𝛼[𝑚] =  𝑘−1[𝐹]. (3) 

Будем использовать допущение о том, что α существенно не меняется в ходе 

фибриллообразования. В соответствии с уравнением (4): 

α = 
1

1+𝐾𝑓(1 + 𝑲𝒂 [L])
, (4) 

где α – доля развёрнутой формы белка, Kf и Ka – константы равновесия фолдинга и 

связывания соответственно, [L] – концентрация лиганда. Допущение будет справедливо, 

если в ходе этого процесса равновесная концентрация лиганда меняется несущественно, т.е. 

при большом избытке лиганда или его слабом связывании с белком, либо когда изначально 

доля денатурированной формы белка достаточно велика. Можно более строго доказать, что 

данное предположение приемлемо во всех рассматриваемых случаях. 

При связывании с лигандом в мольном соотношении 1:1, комбинируя 

уравнение (4) с условием сохранения общего количества лиганда: 

[L]+[NL] = [𝐿] ∙ (1 + 𝐾𝑓𝐾𝑎[𝑈]) = [𝐿] ∙ (1 + 𝐾𝑓𝐾𝑎α[𝑚]0) = [𝐿]0 (5) 

получим уравнение, решая которое, можно найти значение α0 в момент начала 

агрегации: 

Нативный 

белок 
Способная к агрегации конформация 

Фибрилла 

медленно 

k
1
 

быстро 

Белок в составе фибрилл 

+ 

олигомеризация 

быстро Развёрнутая 

форма белка 

k
-1

 
отщепление 

мономера 



11 

α0 ∙ (1 + 𝐾𝑓  +  
𝐾𝑓𝐾𝑎[L]0

1 + 𝐾𝑓𝐾𝑎α0[𝑚]0
 ) = 1. (6) 

После установления равновесия агрегации 𝑘1[𝑈] = 𝑘1α∞([𝑚]0 − [𝐹]) =  𝑘−1[𝐹] (7), 

откуда 

[𝐹] =
𝑘1α∞[𝑚]0

𝑘1α∞+𝑘−1
 (8), [𝑈] =

𝑘−1α∞[𝑚]0

𝑘1α∞+𝑘−1
. (9) 

В то же время общая концентрация всех форм белка равна его начальной 

концентрации: [𝑈] + [𝑁] + [𝑁𝐿] + [𝐹] = [𝑚]0 = [𝑈] (1 + 𝐾𝑓  +  𝐾𝑓𝐾𝑎[𝐿] +
𝑘1

𝑘−1
) (10). 

Подставляя в это уравнение выражения для [U] и [L], получим: 

𝑘−1α∞[𝑚]0

𝑘1α∞+𝑘−1
(1 + 𝐾𝑓  +  

𝐾𝑓𝐾𝑎[𝐿]0

1 + 𝐾𝑓𝐾𝑎
𝑘−1α∞[𝑚]0
𝑘1α∞+𝑘−1

+
𝑘1

𝑘−1
) = [𝑚]0, (11) 

α∞ ∙ (1 + 𝐾𝑓  +  
𝐾𝑓𝐾𝑎[𝐿]0

1 + 
𝐾𝑓𝐾𝑎α∞[𝑚]0

𝑘1
𝑘−1

α∞+1

) = 1. (12) 

Это уравнение дает возможность найти значение 
доли развёрнутого белка α∞ по отношению ко всем 
неагрегированным формам после установления 
равновесия.. В ходе агрегации α принимает промежуточные 
значения между α0 и α∞. Результаты сопоставления 
рассчитанных значений α0 и α∞ для альбуминов при 

значениях [𝑚]0 = 5 мг/мл = 7,5·10–5 М, 𝐾𝑓 = 
1−0,73

0,73
 = 0,37, 

𝑘1

𝑘−1
 = 6,5 (см. ниже), отношениях 

[𝐿]0

[𝑚]0
, равных 1, 2 или 10, 

и различных значениях констант связывания 𝐾𝑎 от 100 
(связывание практически отсутствует) до 1·105 (приводит к 
значениям α0, соответствующим лигандам с наиболее 
сильным связыванием) говорят о том, что лишь для 
наиболее прочно связывающихся лигандов и только при 
соотношении 1:1 к белку имеют место сколь-нибудь 
заметные различия между α0 и α∞, впрочем, тоже 
пренебрежимые (Рисунок 6). 

 

Рисунок 6 – Сопоставление 

значений α∞ и α0, 

рассчитанных путем решения 

уравнений (6) и (12), при 

указанных в легенде мольных 

отношениях лиганда к белку. 

Таким образом, для описания процесса агрегации альбумина можно 

использовать уравнения для кинетики обратимой реакции первого порядка. К моменту 

достижения равновесия доля белка в форме фибрилл составит 

𝑥∞ =
𝑘1𝛼[𝑚]/𝑘−1

𝑘1𝛼[𝑚]/𝑘−1+[𝑚]
=

𝑘1𝛼

𝑘1𝛼+𝑘−1
 . (13) 

Кинетическая кривая будет описываться уравнением 

(𝑘1𝛼 + 𝑘−1)𝑡 = ln
𝑥∞

𝑥∞−𝑥
, (14) 
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где x – доля белка в форме фибрилл в момент времени t. Период 

полупревращения белка в фибриллы составляет 𝜏50 =
ln2

𝑘1𝛼+𝑘−1
 (15). Тогда 

ln2

𝜏50
=

𝑘1𝛼 + 𝑘−1 (16), и усредненные значения k1 и k-1 можно определить путём линейной 

регрессии из графиков зависимости 
ln2

𝜏50
 от 𝛼 в присутствии различных лигандов и их 

концентраций. Интересно, что для ЧСА данные для двух температур, 65 и 73 оС, лежат 

на одной прямой, что означает слабое влияние роста температуры на 8 °C 

непосредственно на константу скорости лимитирующей стадии конформационного 

перехода развёрнутой формы белка при том, что значение самой доли развёрнутой 

формы может меняться очень существенно. 

Согласно результатам проведённого нами анализа данных, константа скорости 

k1 для БСА в отсутствии ДМСО составляет 8,3‧10-2 мин-1, в присутствии ДМСО – 

7,9‧10-2 мин-1, для ЧСА – 10,0‧10-2 мин-1, а k-1 для БСА в отсутствии ДМСО составляет 

1,3‧10-2 мин-1, в присутствии ДМСО – также 1,3‧10-2 мин-1, для ЧСА – 1,4‧10-2 мин-1. 

Выше были грубо определены значения кажущейся константы скорости агрегации k 

= k1α для растворов чистых белков с использованием только данных о начальной 

скорости процесса и удельной флуоресценции фибрилл. Если пересчитать из этих 

значений величины k1, они окажутся равными для БСА в отсутствии ДМСО 6,5‧10-2 

мин-1, для ЧСА – 8,4‧10-2 мин-1, что согласуется с более точными данными, 

усреднёнными по множеству экспериментов с лигандами. 

Единая закономерность, связывающая выход фибрилл F∞ и долю развёрнутой 

формы белка α, вновь наблюдается для различных лигандов и двух разных температур 

инкубирования ЧСА. Теоретическая зависимость F∞ от α получается умножением 

левой части уравнения (13) на удельную флуоресценцию фибрилл: 

𝐹∞ =
𝐹0

[F]0

𝑘1𝛼[𝑚]0

𝑘1𝛼+𝑘−1
 (17). 

Экспериментальные данные хорошо соответствуют этому уравнению (Рисунок 7). 

а)  б)  
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в)  
Рисунок 7 – Зависимость интенсивности флуоресценции ThT (F∞) после окончания 
инкубирования для альбуминов, инкубируемых при 65 °С (пустые фигуры) или 73 °С 
(закрашенные фигуры) в присутствии или отсутствии лигандов, от доли денатурированной 
формы белка α при соответствующей температуре: а) БСА без ДМСО; б) БСА в присутствии 
ДМСО; в) ЧСА. Точечная линия соответствует расчёту по уравнению (17). 

Влияние низкомолекулярных соединений на вторичную структуру бычьего 

сывороточного альбумина 
Были изучены изменения спектров кругового дихроизма в ходе 

фибриллообразования БСА, которые отражают конформационные превращения 

вторичной структуры белка. Было сопоставлено влияние некоторых высокоаффинных 

(варфарин, ибупрофен и напроксен) и низкоаффинных лигандов (изониазид, ранитидин). 

При рассмотрении изменений спектра БСА в отсутствии лигандов можно наблюдать 

исчезновение локального минимума при 222 нм после инкубирования белка, что 

обусловлено уменьшением содержания α-спиралей и увеличением доли β-листов. 

Высокоаффинные лиганды уменьшают наблюдаемые изменения. Спектры кругового 

дихроизма БСА, инкубированного в присутствии 10:1 напроксена или ибупрофена, 

практически совпадают со спектром нативного БСА. Кинетические кривые, полученные 

на основе сигнала кругового дихроизма при 222 нм имеют вид, аналогичный построенным 

на основе данных о флуоресценции ThT. Начальные скорости изменения флуоресценции 

ThT и изменения сигнала кругового дихроизма, а также интенсивности сигнала при выходе 

на плато в присутствии исследуемых лигандов пропорциональны друг другу. Кроме того, 

времена полупревращения белка в фибриллы, определённые по данным обоих методов, 

близки друг к другу (хотя по данным кругового дихроизма они определяются с большой 

погрешностью). Это означает, что в тиофлавиновом тесте и в спектроскопии кругового 

дихроизма отслеживается кинетика одного и того же процесса, а изменения вторичной 

структуры белка происходят с той же скоростью, что и фибриллярная агрегация. 

Таким образом, подавление фибриллообразования обоих альбуминов происходит 

по одному и тому же механизму − за счёт смещения равновесия в процессе денатурации в 

присутствии связывающихся с нативной формой лигандов. Влияние лигандов как на 

кинетику, так и на равновесие образования фибрилл определяется величинами констант 

их связывания с нативной формой альбумина, а не взаимодействиями с растущими 

фибриллами, как в случае некоторых других белков и ингибиторов. Значение равновесной 

доли денатурированной формы альбумина α зависит от этих констант, что в простейшем 

случае взаимодействия 1:1 описывается уравнением (4). Получение термограмм 

денатурации с помощью метода ДСК является простым и точным способом определения 

величины α при различных температурах. Этот метод может быть использован для поиска 

эффективных ингибиторов фибриллообразования глобулярных белков. 
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Фибриллообразование бычьего α-лактальбумина в присутствии катионов 

двухвалентных металлов (раздел 3.2) 

Было экспериментально изучено влияние катионов двухвалентных металлов на 

агрегацию бычьего α-лактальбумина, который, как и некоторые патогенные 

амилоидогенные белки, имеет несколько различных центров связывания катионов 

металлов. В отличие от ранее описанных в литературе экспериментов с агрегацией α-

лактальбумина при больших избытках катионов, при исследуемых умеренных 

концентрациях катионов не должно происходить неспецифического связывания с 

несколькими центрами в молекуле белка, не характерного для in vivo условий. 

По результатам изучения временной зависимости интенсивности эмиссии 

флуоресценции тиофлавина Т от времени инкубирования α-лактальбумина (5 мг/мл, 100 мМ 

NaCl, pH 2) в присутствии 10-кратного мольного избытка различных катионов двухвалентных 

металлов при постоянной температуре (58 оС) были построены кинетические кривые 

фибриллообразования (Рисунок 8) и определены параметры процесса: период индукции (τlag) 

– точка пересечения касательной в точке перегиба сигмоидальной кривой с осью абсцисс, 

полупериод агрегации (τ50) – момент времени, когда концентрация фибрилл достигает 

половины своего максимума, максимальная скорость роста фибрилл (rmax) – тангенс угла 

наклона касательной в точке перегиба кривой (Таблица 1). 

Для всех исследованных образцов наблюдалось увеличение интенсивности 

флуоресценции ThТ, что указывает на образование фибрилл. Во всех случаях проявлялся 

период индукции, который увеличивался в присутствии 10-кратных мольных избытков ионов 

кальция, марганца и меди. В присутствии Cu2+, а особенно Zn2+ растет скорость образования 

фибрилл (rmax) и интенсивность флуоресценции при выходе на плато (F∞). Ионы цинка и меди, 

вероятно, связываются со многочисленными сайтами связывания ионов металлов на 

поверхности фибрилл, что может способствовать смещению равновесия в сторону фибрилл и 

увеличению их выхода, а также вторичному зародышеобразованию. Сопоставление наших 

результатов (в присутствии 3,5 мМ солей) с литературными данными2 в присутствии 100 и 

300 мМ солей показывает, что увеличение концентрации Mg2+ и Ca2+ приводит к снижению 

периода индукции и увеличивает скорость агрегации. Это указывает на то, что высокие 

концентрации солей независимо от природы катиона могут способствовать нуклеации и тем 

самым ускорять процесс фибриллообразования α-лактальбумина. 

 
Рисунок 8 – Кинетические кривые 

фибриллообразования α-лактальбумина в 

присутствии иccледуемых хлоридов металлов. 

Таблица 1 – Кинетические параметры 

образования фибрилл α-лактальбумина в 

присутствии иccледуемых хлоридов 

металлов. 

Лиганд τlag, ч τ50, ч rmax, ч-1 

– 3,3 8,1 0,21 

MgCl2 3,1 8,0 0,20 

CaCl2 4,8 9,1 0,14 

MnCl2 4,8 9,0 0,25 

CuCl2 4,8 7,3 0,47 

ZnCl2 3,6 6,1 1,04 
 

                                              
2 Antosova, A. The influence of cations on α-lactalbumin amyloid aggregation / A. Antosova, M. Gancar, Z. 

Bednarikova, J. Marek, E. Bystrenova, Z. Gazova // J Biol Inorg Chem. – 2022. – Vol.27. – №7. – P.679–689. 

0

1

2

3

4

5

0 5 10 15 20 25

Ф
л
уо

р
е
сц

ен
ц

и
я
 T

h
T

/ 
(a

.u
.)

Время инкубирования/ (ч)

LA

LA+Ca

LA+Cu

LA+Mg

LA+Mn

LA+Zn

2+

2+

2+

2+

2+



15 

Полученные данные были рассмотрены с точки зрения кинетической модели 

Ноулза3 со вторичной нуклеацией, приводящей к кривым с периодом индукции. Ранее 

проведённый в работе нашей научной группы анализ4 показал, что в этой модели при 

связывании нативного белка с лигандом период индукции должен расти пропорционально 

доле денатурированной формы белка, возведённой в степень -3/2. Сопоставление периода 

индукции с данными ДСК подтверждает выдвинутое предположение (коэффициент 

корреляции R2 = 0,995). Этот результат интересен и подчёркивает роль развёрнутой 

формы белка на ранних стадиях формирования фибрилл. С другой стороны, общий выход 

фибрилл или значения rmax не коррелируют с α. Возможно, что повышение уровня плато 

сигнала флуоресценции в присутствии цинка и меди связано не с ростом выхода фибрилл, 

а с образованием определенных типов агрегатов, вызывающих более интенсивную 

флуоресценцию ThT. Данные, полученные атомно-силовой микроскопией (АСМ) 

(Рисунок 9), согласуются с этим предположением: в присутствии ионов меди и цинка 

морфология агрегатов меняется, на фибриллах появляются шарообразные утолщения 

диаметром до 15 нм. 

 
Рисунок 9 – АСМ-изображения фибрилл α-лактальбумина, выращенных в отсутствии или в 

присутствии 10-кратного мольного избытка исследуемых катионов металлов. 

Данные, полученные с использованием метода дифференциальной 

сканирующей калориметрии, показывают, что изменение термостабильности α-

лактальбумина в присутствии исследуемых катионов металлов, влияющее на 

длительность периода индукции, коррелирует с литературными значениями5,6 констант 

связывания этих катионов с белком. Когда фибриллы уже появились в достаточном 

количестве, ионы цинка и меди связываются и с ними, способствуя увеличению их 

общего выхода и, вероятно, ускорению вторичного зародышеобразования, что ведет к 

наблюдаемому утолщению фибрилл. Напротив, сильно связывающиеся с мономерным 

белком ионы кальция снижают количество фибрилл, образующихся в их присутствии. 

                                              
3 Meisl, G. Molecular mechanisms of protein aggregation from global fitting of kinetic models / G. Meisl, J.B. 

Kirkegaard, P. Arosio, T.C.T. Michaels, M. Vendruscolo, C.M. Dobson, S. Linse, T.P.J. Knowles // Nat Protoc. – 2016. 

– Vol.11. – №2. – P.252–272. 
4 Sedov, I. Molecular Mechanisms of Inhibition of Protein Amyloid Fibril Formation: Evidence and Perspectives 

Based on Kinetic Models / I. Sedov, D. Khaibrakhmanova // IJMS. – 2022. – Vol.23. – №21. – P.13428. 
5 Permyakov, E.A. α‐Lactalbumin: structure and function / E.A. Permyakov, L.J. Berliner // FEBS Letters. – 

2000. – Vol.473. – №3. – P.269–274. 
6 Noyelle, K. Kinetics of conformational changes induced by the binding of various metal ions to bovine α-

lactalbumin / K. Noyelle, H. Van Dael // Journal of Inorganic Biochemistry. – 2002. – Vol.88. – №1. – P.69–76. 
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Фибриллообразование лизоцима белка куриного яйца в присутствии альгината 

натрия и хлорида гуанидиния (раздел 3.3) 

Как отмечалось выше, на процессы фибриллообразования влияют не только 

низкомолекулярные, но и высокомолекулярные соединения, включая полисахариды. Механизм 

влияния полисахаридов может быть различным: с одной стороны, они способны выступать в 

качестве краудинг-агентов, с другой стороны, взаимодействовать с белками через 

специфические центры связывания сахаридов или неспецифически, например, 

электростатически. Лизоцим представляет собой белок, лигандами которого являются 

производные гликанов. Поэтому он содержит специфические центры связывания сахаридов, а 

процесс его агрегации может быть чувствителен к присутствию полисахаридов различной 

природы. Был проведён анализ влияния альгината натрия на термостабильность и процесс 

образования фибрилл лизоцима белка куриного яйца при добавлении хлорида гуанидиния, 

нарушающего белок-полисахаридные взаимодействия. Также было изучено влияние альгината 

натрия на фибриллообразование БСА. 

По результатам молекулярного докинга все позиции с наивысшей оценкой, полученные с 

использованием методов AutoDock Vina и DiffDock, содержат фрагмент альгината, связанный в 

щели активного центра лизоцима между его двумя доменами, являющийся центром связывания 

белка с сахаридами и их производными. При смешивании растворов лизоцима с альгинатом в воде 

немедленно образуется белый коацерват, свидетельствующий о прочном связывании белка с 

полисахаридом. Нагревание полученного нерастворимого комплекса не приводит к образованию 

фибрилл даже при продолжительном инкубировании. При добавлении хлорида гуанидиния к 

этому комплексу он растворяется, чему способствует нарушение хлоридом гуанидиния 

электростатических взаимодействий и заполнение катионами гуанидиния щели белка, 

участвующей в связывании с полисахаридами. При этом хлорид гуанидиния является сильным 

денатурирующим агентом, способным существенно снижать температуру денатурации лизоцима 

и ускорять образование его фибрилл. Калориметрический профиль и энтальпия денатурации 

лизоцима (2 мг/мл) в присутствии 2М хлорида гуанидиния и различных концентраций альгината 

натрия остаются практически одинаковыми, что указывает на отсутствие значительного 

связывания полисахарида с нативной или развёрнутой формой белка. В результате доля 

денатурированной формы лизоцима в экспериментальных условиях изучения 

фибриллообразования остаётся практически одинаковой независимо от концентрации альгината. 

В присутствии альгината натрия как период индукции, так и полупериод 

образования фибрилл значительно увеличиваются, однако конечный выход фибрилл не 

изменяется (рисунок 10, таблица 2). 

 
Рисунок 10 – Кинетические кривые 

фибриллообразования лизоцима в присутствии 

хлорида гуанидиния и различных концентраций 

альгината натрия. 

Таблица 2 – Кинетические параметры 

образования фибрилл лизоцима (2 

мг/мл) в присутствии 2M хлорида 

гуанидиния и различных концентраций 

альгината натрия при 60 oC. 

[Альгинат]0, 

мг/мл 
τlag, мин τ50, мин 

0 18,6 24,1 

1 22,7 45,7 

2 48,3 69,8 

5 67,1 85,5 

10 81,9 103,3 
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Следует предположить, что взаимодействие происходит между фибриллами и 

альгинатом. Поскольку фибриллы содержат выстроенные в линию положительно 

заряженные остатки, для отрицательно заряжённой альгинатной цепи выгодно быть 

ориентированной вдоль оси фибриллы, образуя сильные множественные 

электростатические контакты, которые более устойчивы к экранирующему действию 

хлорида гуанидиния. Связанный полисахарид может изменять скорость дальнейшего 

роста фибрилл, препятствуя приближению мономеров белка к их концам, или 

предотвращать вторичное зародышеобразование, происходящее на поверхности фибрилл, 

делая часть этой поверхности недоступной для мономеров белка. Кроме того, имеются 

некоторые экспериментальные доказательства связывания альгината с фибриллами 

лизоцима методом биослойной интерферометрии7. 

Фибриллообразование бычьего сывороточного альбумина в присутствии 

альгината натрия (раздел 3.4) 

БСА, в отличие от лизоцима, не имеет специфических центров связывания сахаридов 

и их производных. Докинг альгинатного фрагмента с БСА привел ко множеству различных 

поз, содержащих полисахаридные цепи, связанные в щелях между различными доменами 

белка. По данным карты электростатического потенциала БСА при pH 7, рассчитанной с 

использованием метода Пуассона–Больцмана (APBS), эти щели обладают положительным 

поверхностным электростатическим потенциалом. Таким образом, связывание альгината с 

БСА, скорее всего, не является сайт-специфичным и может происходить на любой части 

поверхности белка, богатой положительно заряжёнными остатками. 

Добавление альгината натрия к БСА (рисунок 11) приводит к небольшому 

смещению максимума пика денатурации Td и появлению правого плеча. 

а)  б)  

При более высоком 

соотношении альгинат–

белок наблюдаются более 

заметные изменения 

температуры денатурации 

и формы пика. Таким 

образом, нативная форма 

БСА может связываться с 

полисахаридом, что 

приводит к некоторому 

снижению доли 

денатурированной 

формы БСА при 

температуре 

инкубирования. 

Рисунок 11 – Профили денатурации БСА (5 мг/мл, 25 мМ трис-

буфер, pH 7,4) в присутствии альгината натрия. а) 5 мг/мл БСА, 

различные концентрации альгината натрия; б) 10 мг/мл альгинат 

натрия, различные концентрации БСА. Черной сплошной линией 

показаны кривые для чистого БСА с концентрацией 5 мг/мл. 

Образование фибрилл БСА в присутствии альгината происходит без существенного 

периода индукции. В условиях эксперимента сигнал ThT выходит на постоянный 

максимальный уровень через 2 часа инкубирования. Увеличение концентрации альгината 

натрия в растворе, содержащем 5 мг/мл БСА, незначительно снижает выход образующихся 

фибрилл и начальную скорость их образования (Рисунок 12, Таблица 3). Заметное снижение 

                                              
7 Wang, X. High internal phase emulsions stabilized with amyloid fibrils and their polysaccharide complexes for 

encapsulation and protection of β-carotene / X. Wang, Y. Nian, Z. Zhang, Q. Chen, X. Zeng, B. Hu // Colloids and 

Surfaces B: Biointerfaces. – 2019. – Vol.183. –110459 
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начальной скорости образования фибрилл и их конечного выхода наблюдалось только при 

наибольшем массовом соотношении альгината к белку. Величина времени полупревращения 

белка в фибриллы τ50 растёт с увеличением массового соотношения альгинат/БСА. 

Данные, полученные для БСА в присутствии альгината натрия, были сопоставлены 

с результатами для низкомолекулярных органических лигандов. Альгинат натрия следует 

той же тенденции, что и низкомолекулярные соединения: интенсивность флуоресценции 

ThT при выходе на плато, начальная скорость фибриллообразования и период 

полупревращения белка в фибриллы ложатся на корреляции для органических лигандов. 

 

Рисунок 12 – Зависимость интенсивности 

флуоресценции ThТ, поделенной на 

концентрацию альбумина, от времени 

инкубирования БСА при 65 оС при 

различных концентрациях БСА и альгината. 

Таблица 3 – Кинетические параметры 

образования фибрилл БСА при 65 oC при 

различных концентрациях белка и 

альгината натрия 

[БСА]0, 

мг/мл 

[альгинат]0, 

мг/мл 

ν0, 

мин-1 

τ50, 

мин 
F∞ 

5 0 9,46 9,46 172 

5 5 7,33 12,3 157 

5 10 6,32 13,3 143 

2 10 8,64 17,3 139 

10 10 5,98 9,7 152 
 

Это может быть связано с тем, что данный полисахарид влияет на образование 

фибрилл БСА главным образом посредством связывания с нативной формой белка. 

Альтернативное объяснение ингибирования образования фибрилл БСА высокой 

вязкостью растворов альгината, приводящей к снижению частоты столкновений между 

белковыми цепями, не может объяснить отсутствие ингибирования при высокой 

концентрации БСА и альгината (10 мг/мл) и снижение скорости и выхода 

фибриллообразования при постоянной концентрации альгината с уменьшением 

концентрации БСА. Помимо этого, согласно нашей модели агрегации альбуминов, сама 

агрегация не является скорость-определяющей стадией. 

Разработка и апробация методики определения констант связывания лигандов с 

амилоидными фибриллами лизоцима (раздел 3.5) 

Количественная характеристика связывания лигандов с амилоидными фибриллами 

играет ключевую роль в понимании молекулярных механизмов амилоидогенеза и в 

разработке диагностических и терапевтических агентов для амилоидозов. Для определения 

констант связывания с амилоидными фибриллами в основном используются методы с 

радиоизотопными метками, малодоступные для большинства исследователей, а также 

спектрофлуориметрии, однако существующие спектрофлуориметрические методики имеют 

ряд недостатков. Поэтому существует потребность в разработке доступной, воспроизводимой 

и не использующей изотопных меток методики количественного анализа связывания 

лигандов с амилоидными фибриллами, которая могла бы быть внедрена в стандартную 
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практику лабораторий. Такая методика способствовала бы быстрому накоплению данных по 

аффинности различных соединений к амилоидным фибриллам, определённых в 

единообразных условиях, и была бы очень полезна при отборе перспективных кандидатов для 

диагностики и терапии амилоидных заболеваний. 

Для определения констант связывания лигандов с амилоидными фибриллами нами 

был разработан подход, основанный на конкурентном связывании с поверхностью фибрилл 

исследуемого лиганда и тиофлавина Т. При добавлении лиганда молекулы тиофлавина Т 

вытесняются с поверхности фибрилл, из-за чего происходит снижение флуоресценции 

тиофлавина Т. Долю поверхности фибрилл, связанную с тиофлавином Т в отсутствии 

лиганда, можно в первом приближении принять подчиняющейся уравнению Ленгмюра: 

𝜃0 =
[𝑇]𝐾𝑇

1+[𝑇]𝐾𝑇
. (18) 

В присутствии конкурирующего за те же центры связывания лиганда уравнение имеет вид: 

𝜃 =
[𝑇]𝐾𝑇

1+[𝑇]𝐾𝑇+[𝐿]𝐾𝐿
, (19) 

где [T] и [L] – равновесные концентрации, а KT и KL – константы связывания с 

поверхностью фибрилл тиофлавина Т и лиганда, соответственно. Тогда отношение доли 

поверхности фибрилл, связанной с тиофлавином Т, в отсутствии лиганда к таковой в 

присутствии лиганда будет выражаться уравнением: 

𝜃0

𝜃
=

𝐹0

𝐹
=

1+[𝑇]𝐾𝑇+[𝐿]𝐾𝐿

1+[𝑇]𝐾𝑇
= 1 +

[𝐿]𝐾𝐿

1+[𝑇]𝐾𝑇
= 1 + 𝐾[𝐿]. (20) 

Таким образом, по угловому коэффициенту K зависимости отношения 

флуоресценции тиофлавина Т в отсутствии лиганда к его флуоресценции в присутствии 

лиганда от концентрации лиганда можно определить константу связывания KL лиганда с 

амилоидными фибриллами. При этом значения KL и K связаны соотношением 

𝐾𝐿 = 𝐾(1 + [𝑇]𝐾𝑇), (21) 

где KT = 7,5·106 M-1 согласно литературным данным8. Следует понимать, что абсолютное 

значение константы KT может иметь погрешность, поэтому отдельно приводятся 

относительные значения K, на которые не влияет выбор величины KT. 

Важными требованиями к выбору условий титрования являются: 

1) Использование низких концентраций фибрилл для того, чтобы равновесные 

концентрации тиофлавина Т и лиганда примерно равнялись добавленным; 

2) Минимизация объёма добавленного раствора лиганда, чтобы избежать 

сильного разбавления и изменения концентрации тиофлавина Т; 

3) Предварительное выдерживание раствора фибрилл с тиофлавином Т, чтобы 

обеспечить максимальное связывание флуоресцентного индикатора с фибриллами; 

4) Отсутствие у лигандов собственной флуоресценции в растворе или при 

связывании с фибриллами. 

                                              
8 Sulatskaya, A.I. Interaction of Thioflavin T with Amyloid Fibrils: Stoichiometry and Affinity of Dye Binding, 

Absorption Spectra of Bound Dye / A.I. Sulatskaya, I.M. Kuznetsova, K.K. Turoverov // J. Phys. Chem. B. – 2011. – 

Vol.115. – №39. – P.11519–11524. 
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Для апробации нашей методики было изучено связывание серии 

низкомолекулярных лекарственных лигандов с амилоидными фибриллами лизоцима. 

Эксперименты повторялись с выращенными независимо образцами фибрилл лизоцима, 

при этом удавалось добиться хорошей воспроизводимости. В таблице 4 приведены 

полученные значения констант связывания для всех исследованных систем. 

Таблица 4 – Константы связывания KL амилоидных фибрилл лизоцима с серией 

низкомолекулярных лигандов и угловые коэффициенты K в уравнении (20). 

Лиганд K, М-1 KL·105, М-1 Лиганд K, М-1 KL·105, М-1 

амитриптиллин 1269 1,44 метронидазол 411 0,47 

амоксициллин 779 0,88 напроксен 576 0,65 

ампициллин 75 0,08 низатидин 1093 1,24 

аспирин 873 0,99 п-аминобензойная 

кислота 1285 1,46 

бензокаин 366 0,42 парацетамол 401 0,46 

бетаметазон 1075 1,22 пироксикам 928 1,05 

варфарин 760 0,86 преднизон 1828 2,07 

ганцикловир 4065 4,62 ранитидин 699 0,79 

дезимипрамин 1391 1,58 сульфаметизол 3984 4,52 

деферипрон 231 0,26 толбутамид 606 0,69 

диклофенак 1119 1,27 тразодон 3533 4,01 

дилтиазем 537 0,61 триметоприм 1376 1,56 

доксепин 1501 1,70 фенацетин 599 0,68 

ибупрофен 1011 1,15 фенилбутазон 1897 2,15 

изониазид 403 0,46 фенитоин 1195 1,36 

имипрамин 1629 1,85 феруловая кислота 1908 2,17 

индометацин 1152 1,31 флурбипрофен 4950 5,62 

карбамазепин 2638 3,00 хлорпромазин 6289 7,14 

кломипрамин 1779 2,02 хлорпропамид 3906 4,43 

мелоксикам 4237 4,81 цефазолин 423 0,48 

метакарбамол 1151 1,31 этосукцимид 341 0,39 

Относительная погрешность определения составляет 10%. 

Практически все полученные значения констант связывания лекарственных 

соединений с амилоидными фибриллами лизоцима имеют порядок 105 или 104, что 

соответствует микромолярным аффинностям. 

Соотношения между структурой и аффинностью низкомолекулярных 

органических лигандов к амилоидным фибриллам лизоцима (раздел 3.6) 

В связи с ключевой ролью амилоидных фибрилл в развитии ряда неизлечимых 

заболеваний лиганды небольших молекул, способные связываться с данными 

структурами, активно исследуются как для разработки терапевтических агентов, так и 

для создания диагностических средств. Изучение взаимодействий между лигандами и 

амилоидными фибриллами с помощью методов полноатомного молекулярного 

моделирования осложняется полиморфизмом амилоидных фибрилл, наличием в них 

нескольких центров связывания для лигандов и способностью лигандов связываться в 

виде стопок вдоль фибриллярных канавок. Большинство же моделей QSAR для 

связывания с фибриллами построены на экспериментальных данных для наборов 

структурно схожих аналогов. Нами получены данные для структурно разнородных 
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лекарственных соединений, что позволяет искать более общие закономерности 

изменения аффинности к фибриллам в зависимости от структуры молекул. 

Наилучшее связывание из исследованных лигандов показали хлорпромазин, 

тразодон, ганцикловир, флурбипрофен, хлорпропамид, сульфаметизол и мелоксикам. 

Хлорпромазин, тразодон, ганцикловир, флурбипрофен, сульфаметизол, мелоксикам 

содержат ароматические фрагменты, выделенные на рисунке 13 синим цветом, 

которые играют важную роль в связывании с фибриллами, что подтверждается 

литературными данными. Также можно заметить, что три вещества с высокой 

аффинностью к амилоидным фибриллам лизоцима имеют бензолсульфамидный 

фрагмент (выделен розовым цветом), который ранее не был описан в литературе как 

определяющий аффинность к фибриллам. 

 
хлорпромазин 

7,14‧105 М-1 

 
тразодон 

4,01‧105 М-1 

 
ганцикловир 

4,62‧105 М-1 

 
флурбипрофен 

5,62‧105 М-1 

 
хлорпропамид 

4,43‧105 М-1 

 
сульфаметизол 

4,52‧105 М-1 

 
мелоксикам 

4,81‧105 М-1 
 

Рисунок 13 – Структуры исследованных веществ, показавших прочное связывание с 

амилоидными фибриллами лизоцима. 

Можно заметить, что в некоторых случаях сильные изменения сродства к 

фибриллам связаны с небольшими структурными изменениями лиганда. Так, у 

ампициллина (0,85‧104 М-1) и амоксициллина (0,88‧105 М-1) структурные различия 

заключаются только в наличии гидроксильной группы в молекуле амоксициллина. 

Значения констант связывания лигандов с амилоидными фибриллами лизоцима 

сопоставлены с экспериментальными значениями параметра липофильности этих 

лигандов, а также некоторыми другими дескрипторами. Прямая корреляция между 

этими значениями отсутствует. Среди более слабо связывающихся с фибриллами 

лигандов преобладают не имеющие заряда в условиях эксперимента, что может 

объясняться стабилизацией комплексов заряженных лигандов электростатическими 

взаимодействиями с противоположно заряженными остатками в фибриллах лизоцима.  
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а)  б)  
Рисунок 14 – а) Сопоставление значений lgKL и logP для изученных лигандов. Кружками 

указаны электронейтральные при pH 7 лиганды, ромбами – положительно заряженные, а 

квадратами – отрицательно заряженные. б) Сопоставление значений lgKL и logP для 

различных органических низкомолекулярных лигандов. Данные настоящей работы по 

связыванию лигандов с амилоидными фибриллами лизоцима – кружки, литературные 

значения констант связывания с фибриллами β-амилоида –ромбы; α-синуклеина – квадраты; 

тау-белка – треугольники. 

Полученные результаты были сопоставлены с данными, собранными в недавней 

работе9 для бета-амилоида, синуклеина и тау-белка (рисунок 14). Во-первых, можно 

заметить, что среди литературных значений практически отсутствуют данные для 

лигандов с logP < 0. Во-вторых, может показаться, что связывание с фибриллами 

лизоцима в целом намного слабее, чем с фибриллами патогенных белков. Однако это 

прежде всего объясняется тем, что в литературе значения констант связывания с 

фибриллами преимущественно определялись для потенциальных диагностических 

агентов или ингибиторов фибриллообразования. В связи с этим большой интерес в 

дальнейшем представляет определение констант связывания различных лигандов с 

другими белками с помощью предложенной нами методики, расширение набора и 

структурного разнообразия изучаемых лигандов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

1. На основе экспериментальных данных предложена новая кинетическая модель 

фибриллообразования альбуминов. Согласно этой модели, лимитирующей стадией 

процесса является переход развёрнутой формы белка в конформацию, способную к 

дальнейшей быстрой агрегации. 

2. Показано, что фибриллообразование альбумина можно рассматривать как обратимую 

реакцию первого порядка. Определены значения констант скорости прямой и обратной реакции 

для бычьего и человеческого альбуминов, продемонстрировано соответствие равновесной 

конверсии белка в фибриллы в присутствии различных лигандов кинетической модели. 

3. Продемонстрировано согласие кинетических параметров фибриллообразования 

альбумина по данным тиофлавинового теста и спектроскопии кругового дихроизма, 

отражающей скорость изменения вторичной структуры белка. 

4. Установлено, что для процесса фибриллообразования бычьего α-лактальбумина в 

присутствии катионов двухвалентных металлов продолжительность периода индукции 

                                              
9 Chisholm, T.S. Ligands for Protein Fibrils of Amyloid-β, α-Synuclein, and Tau / T.S. Chisholm, C.A. Hunter 

// Chem. Rev. – 2025. – Vol.125. – №11. – P.5282–5348. 
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коррелирует с изменениями термостабильности белка. Обнаружено влияние природы катионов 

на выход и морфологию фибрилл α-лактальбумина. 

5. Обнаружено замедление агрегации без снижения выхода фибрилл лизоцима под 

действием альгината натрия в присутствии хлорида гуанидиния за счет связывания 

полисахарида с растущими фибриллами. Для альбумина в присутствии альгината натрия 

продемонстрирован слабо выраженный эффект стабилизации нативной структуры и связанного 

с ним ингибирования фибриллообразования, аналогичный влиянию низкомолекулярных 

лигандов. 

6. Разработана новая методика определения констант связывания белковых фибрилл с 

лигандами с использованием спектрофлуориметрического титрования с тиофлавином Т. 

Определены величины констант связывания амилоидных фибрилл лизоцима с рядом 

низкомолекулярных органических лигандов. 

Перспективы дальнейшей разработки темы. Установленные закономерности 

влияния различных лигандов на процесс фибриллообразования модельных белков с большой 

вероятностью могут быть справедливы и для множества прочих систем белок-лиганд, в том 

числе с участием патогенных белков, что открывает перспективы поиска эффективных 

ингибиторов фибриллообразования. Разработанная в ходе работы методика определения 

констант связывания может быть применена для изучения сродства широкого круга 

органических лигандов к амилоидным фибриллам различных белков. Эта методика создаёт 

основу для разработки соотношений структура-аффинность и рационального дизайна агентов 

для визуализации амилоидных отложений, что имеет первостепенное значение для ранней 

диагностики и мониторинга течения амилоидозов. 
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