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Молекулярная этиология множества нейродегенеративных болезней (Альцгеймера, Паркинсона, системный амилоидоз, трансмиссивные губчатые нейропатии и др.), обусловлена образованием неправильно свернутыми белками или пептидами высокоорганизованных фибриллярных агрегатов, или амилоидных фибрилл [1]. Амилоидные фибриллы представляют собой протяженные β-складчатые листы, в которых β-тяжи расположены перпендикулярно оси фибриллы (кросс-β-структура). В связи с патологической и функциональной ролью амилоидных фибрилл, особую актуальность приобретают исследования, направленные на усовершенствование и поиск методов детектирования фибриллярных агрегатов. В данной работе была проведена оценка возможности использования метода флуоресцентной микроскопии для визуализации амилоидов. Фибриллы получали из лизоцима, инсулина, гемоглобина и рибонуклеазы путем инкубации белков при денатурирующих условиях (глициновый буфер, рН=2.0, 60˚С) в течение двух недель. Окрашивание проводили с помощью классического амилоидного маркера ТиофлавинаТ (ThT). Методом флуоресцентной микроскопии были обнаружены надфибриллярные агрегаты лизоцима, инсулина и гемоглобина, имеющие на 3 порядка больший диаметр и на 2 порядка большую длину, чем одиночные фибриллы этих белков. Эти агрегаты являются, предположительно, скоплениями амилоидных фибрилл, которые образуются в процессе их «старения».

Фибриллярные агрегаты рибонуклеазы не были обнаружены при данных условиях, что является доказательством  устойчивости белка к фибриллогенезу: отсутствия достаточной гибкости цепи для разворачивания белка и нахождения 95% аминокислотных остатков цепи, способных к агрегации, внутри белковой глобулы. На основе измерений диаметра и длины надфибриллярных агрегатов сделаны следующие выводы:

1) Морфология фибрилл зависит от аминокислотной последовательности белков;
2) Метод флуоресцентной микроскопии с использованием Тиофлавина Т можно применять для детектирования и характеристики in vitro амилоидных фибрилл, подверженных морфологическим изменениям в процессе их старения.
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