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В последнее время возник особый интерес к изучению высокоупорядоченных агрегатов белков – амилоидных фибрилл. Во-первых, это связано с тем, что такого рода агрегаты являются токсичными для организма человека и их накопление в тканях ведёт к нейродегенеративным, иммунным и множеству других заболеваний. Во-вторых, весьма перспективным является применение амилоидных фибрилл в качестве бионаноматериала.
Целью данной работы являлась разработка метода индуктивно резонансного переноса энергии (ИРПЭ) [1] для определения возможных конформаций фибриллярного белка. Работа включала аналитическую оценку параметров ИРПЭ для конкретной системы, математическое моделирование процесса методом Монте-Карло, а также разработку оптимальной стратегии проведения экспериментов по индуктивно-резонансному переносу энергии, позволяющей с максимально возможной точностью определять морфологию белка на разных стадиях фибриллогенеза.
Модельная система для изучения ИРПЭ состояла из флуоресцентного зонда тиофлавина Т (ThT) в качестве донора энергии, амилоид-специфического красителя Конго красного, в качестве акцептора энергии и 1-83 N-концевого фрагмента человеческого аполипопротеина с мутацией G26R (apoA-I) [2], служившего матрицей для данной донорно-акцепторной пары. Как для донора, так и для акцептора, наблюдалось увеличение флуоресценции в присутствии белка, что доказывает сродство обоих красителей к apoA-I. В экспериментальной части исследования проводилось титрование apoA-I красителем Конго красным при концентрации насыщения ThT. В каждой точке титрования производилась запись спектра флуоресценции при возбуждении пробы на длине волны максимума поглощения донора. Таким образом был получен набор кривых тушения флуоресценции донора в зависимости от концентрации акцептора при разных концентрациях белка. Оказалось, что квантовый выход донора зависит от концентрации белка при насыщении акцептором. В работе аналитически показано, что данный эффект может наблюдаться только при различной конформации белка в зависимости от его концентрации.
На основе экспериментальных данных по флуориметрическому титрованию, а также атомно-силовой микроскопии apoA-I, была предложена модель фибриллогенеза данного белка – последовательное изменение конформации последнего начиная с мономера, заканчивая супрамолекулярным агрегатом. Было проведено моделирование ИРПЭ для данной системы на каждой из стадий фибриллогенеза, при этом установлена корреляция между теоретическими кривыми тушения донора и конформацией белка [3].
Таким образом, в работе предложен новый подход к детектированию амилоидных фибрилл, основанный на измерении переноса энергии между тиофлавином Т и Конго красным. Преимущество данного подхода состоит в комбинации амилоидной специфичности обоих маркеров и возможности определения морфологии фибрилл. Показано, что образование супрафибриллярных структур зависит от концентрации белка и приводит к характерному увеличению эффективности переноса энергии.
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