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Аннотация
Целью исследования явилось изучение способности препа-
рата инсулина НовоРапид формировать β-структуры и фи-
бриллы в присутствии и отсутствии индукторов. Изучение 
процесса формирования β-структур проводили с помощью 
флуоресцентной спектроскопии с использованием специфи-
ческого красителя Тиофлавина Т. Способность инсулина к 
фибриллообразованию изучали с помощью электронной 
микроскопии. В качестве индуктора применяли препараты 
клеточных стенок (КС) дрожжей Saccharomyces cerevisiae, 
содержащих и не содержащих белок с амилоидными свой-
ствами Bgl2p. Отсутствие Bgl2p в КС было обусловлено деле-
цией кодирующего его гена. С помощью LC-MS/MS-анализа 
было показано, что набор белков, ковалентно и нековалетно 
закреплённых на молекулах полисахаридов КС указанных 
дрожжей, одинаков и отличается только отсутствием Bgl2p 
в случае штамма bgl2Δ. Показано, что в среде инкубации 
инсулина НовоРапид, к которой в качестве индуктора были 
добавлены клеточные стенки дрожжей дикого типа, не 
только увеличивается интенсивность флуоресценции ти-
офлавина Т при длине волны 485 нм, но и обнаруживаются 
фибриллярные структуры, достигающие в длину нескольких 
микрометров. Результаты работы позволяют предположить, 
что Bgl2p может рассматриваться как индуктор процесса 
фибриллообразования с участием инсулина НовоРапид, при 
этом другие компоненты КС участвуют в индукции форми-
рования β-структур в молекулах этого инсулина. 
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Summary
The aim of the study was to investigate the ability of 
NovoRapid insulin preparation to form β-structures and 
fibrils in the presence and absence of inductors. The formation 
of β-structures was studied by fluorescence spectroscopy 
using a specific dye Thioflavin T. The ability of insulin to form 
fibrils was investigated by electron microscopy. Saccharomyces 
cerevisiae yeast cell wall (CW) preparations containing Bgl2p, 
a protein with amyloid properties and CW lacking it were used 
as inductors. The absence of Bgl2p in the CW was caused by a 
deletion of the gene encoding it. LC-MS/MS analysis showed 
that the set of proteins covalently and non-covalently bound 
to the CW polysaccharide molecules of these yeast is the same 
and differs only in the absence of Bgl2p in the case of the bgl2Δ 
strain. It was shown that in the NovoRapid insulin incubation 
medium, to which wild-type yeast cell walls were added as an 
inductor, not only the intensity of Thioflavin T fluorescence at 
a wavelength of 485 nm increases, but also fibrillar structures 
are detected, reaching a length of several micrometers. The 
results of this study suggest that Bgl2p can be considered as 
an inductor of the process of fibril formation in the presence 
of  NovoRapid insulin, while other components of the CW are 
involved in the induction of the formation of β-structures in 
the molecules of this insulin. 
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Введение
Инсулин, гормон белковой природы, жизненно 

важен для регуляции углеводного обмена в орга-
низме человека. Нарушения синтеза и биогенеза 
инсулина приводят к развитию диабета и необхо-
димости для пациентов прибегать к регулярным и 
многочисленным инъекциям препаратов инсули-
на. Известно, что инсулин может агрегировать с 
образованием фибриллярных структур [1-6], в том 
числе в местах инъекций [1,7,8], образуя амилоиды 
и вызывая такую патологию как инъекционный 
инсулиновый амилоидоз, в значительной степени 
снижающий эффективность терапии [1]. Следует 
отметить, что способность фибриллизоваться in 
vitro описана в литературе для разных типов ин-
сулина [1-6]. Однако условия, в которых авторы 
этих работ проводили инкубацию, такие как рН 
среды, длительность и температура, не дают воз-
можности ответить на вопрос каковы механизмы 
фибриллизации инсулина после инъекций in vivo. 
Тем не менее, проводятся работы по поиску пер-
спективных ингибиторов амилоидообразования 
инсулина и его аналогов [9]. 

В свою очередь, нельзя исключить наличие 
молекул, которые могут приводить к интенсифи-
кации процесса фибриллизации инсулина после 
введения препарата в организм. Такие молекулы 
могут быть представлены в репертуаре белковых 
продуктов, присутствующих у человека в ре-
зультате инфекционных заболеваний. По нашим 
представлениям, эти молекулы могут являться 
индукторами фибриллизации инсулина. Напри-
мер, у людей, страдающих или перенёсших ранее 
микозы различной этиологии, такими индук-
торами могут являться компоненты клеточной 
поверхности дрожжей, в частности фрагменты 
их клеточной стенки (КС), попавшие в организм 
в результате развития инфекции. Эти фрагменты 
содержат мажорный, консервативный и консти-
тутивный белок клеточной поверхности как не-
патогенных, так и патогенных дрожжей – Bgl2p 
[10-12] и/или другие белки, обладающие свой-
ствами амилоидов. При инъекции КС дрожжей и 
экстрактов из них показано токсическое воздей-
ствие Bgl2p на организм мышей [13] и получены 
результаты, позволяющие предполагать роль 
этого белка в индукции у мышей амилоидоза. 

 В связи со сказанным необходимыми являют-
ся исследования способности  различных препа-
ратов инсулина формировать фибриллы, а также 
изучение влияния КС дрожжей на этот процесс.

В качестве модели в данном исследовании был 
использован коммерческий препарат инсулина 
для подкожного введения НовоРапид (инсулин 

аспарт, ООО «Ново Нордикс» Россия) с модифи-
кацией пролина в положении B28 на отрицательно 
заряженную аспарагиновую кислоту. Эта замена 
призвана препятствовать олигомеризации этого 
белка [14]. Широкого изучения фибриллизации и, в 
частности, увеличения доли β-структур в молекулах 
инсулина в присутствии КС ранее не проводилось.

Целью нашего исследования было изучить 
способность препарата инсулина НовоРапид 
формировать β-структуры и фибриллы в раз-
личных условиях как в отсутствии индуктора, 
так и в присутствии в качестве индуктора пре-
парата клеточных стенок дрожжей Saccharomyces 
cerevisiae, содержащих и не содержащих Bgl2p.

Материалы и методы исследования
Штаммы дрожжей и условия их выращива-

ния. В работе использовали штаммы дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae дикого типа WT – гено-
тип MATα his3Δ1 lys2Δ0 ura3Δ0 leu2Δ0 (Euroscarf, 
Germany) и bgl2Δ – генотип MATα his3Δ1 lys2Δ0 
ura3Δ0 leu2Δ0 bgl2Δ::URA3, полученный как опи-
сано ранее [15]. Указанные штаммы поддерживали 
на твёрдых селективных средах YNB [16]. Выращи-
вание дрожжей на жидкой питательной среде YPD 
(1% дрожжевого экстракта, 2% бактопептона, 2% 
глюкозы) проводили в колбах объёмом 750 мл с 
объёмом среды культивирования 200 мл на качалке 
New Brunswick при 200 об/мин и температуре 30°С.

Выделение и частичная депротеинизация 
клеточных стенок. Клетки дрожжей поздней 
логарифмической фазы роста (19 ч роста куль-
туры) осаждали центрифугированием 10 мин 
при 1650g (центрифуга Eppendorf 5804R), дважды 
промывали 0,05М калий-фосфатным буфером рН 
8,0 и разрушали на шейкере Heidolph с помощью 
стеклянных шариков баллотини (0,5 мм; Sigma) 
при охлаждении, далее проводили отмывку КС от 
внутриклеточного содержимого как описано ра-
нее [18]. Полученные препараты КС депротеини-
зировали 1% додецилсульфатом натрия в течение 
1 часа при 37°С, осаждали центрифугированием и 
промывали многократно 0,2 М натрий-ацетатным 
буфером рН 5,6, трижды смесью бутанол:вода в 
соотношении 1:1 и многократно водой [17]. Оп-
тическую плотность КС в суспензии определяли 
с помощью спектрофотометра Cary Eclipse (Varian 
Inc.) при длине волны 540 нм (А540).

Условия для изучения формирования 
β-структур молекулами инсулина. В работе ис-
пользовали коммерческий препарат инсулина для 
подкожного введения НовоРапид (инсулин аспарт, 
ООО «Ново Нордикс» Россия). Препарат инсулина, 
разведённый в воде и средах следующего состава: 
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Нильсен – 0,1 M HCl, 0,1 M NaCl, pH 1,6 [18], Сурин 
– 20% уксусная кислота, 140 мМ NaCl, рН 2,0 [19] и 
Филлипс – 10 мM калий-фосфатный буфер, 140 мM 
NaCl, рН 7,4 [20] в соотношении 1:10, инкубировали 
при температуре 37°С на качалке при 60 об/мин в 
течение двух или четырёх суток. Индукцию фор-
мирования β-структур молекулами инсулина ис-
следовали в воде в присутствии КС штаммов WT 
и bgl2Δ в концентрации 0,004 о.е.(А540)/мл.

Флуоресцентная спектроскопия. Формирова-
ние β-структур в препаратах инсулина оценивали 
с помощью флуоресценции красителя тиофлавина 
Т, имеющего сродство к кросс-β-структурам бел-
ков, в концентрации 0,025 мМ. Эмиссию флуо-
ресценции тиофлавина Т возбуждали при длине 
волны 450 нм и регистрировали максимум интен-
сивности флуоресценции при 485 нм [21] в случае 
представления данных в виде столбчатой диаграм-
мы или диапазон 460-520 нм в случае представ-
ления данных в виде спектров (флуоресцентный 
спектрофлуориметр Cary Eclipse, Varian Inc.).

Трансмиссионная электронная микроско-
пия (ТЭМ). Для обнаружения и исследования 
структур, формируемых инсулином в присут-
ствии и отсутствии клеточных стенок штаммов 
WT и bgl2Δ, образцы наносили на медные сеточ-
ки 200 mesh с формвар/углеродным покрытием 
(SPI Supplies). Контрастирование проводили 
раствором 2% фосфорновольфрамовой кислоты, 
анализировали на просвечивающем электронном 
микроскопе (JEM-100B, JEOL).

Подготовка проб для LC-MS/MS анализа. 
Суспензию КС штаммов WT и bgl2Δ переводили 
в 0,1 М Трис-НСl, рН 8,5 с 1% дезоксихолатом и 
10 мМ дитиотрейтолом, затем кипятили в течение 
10 мин. Дальнейшая подготовка проб, жидкост-
ная хроматография и масс-спектрометрический 
анализ были проведены как описано ранее [22].

Результаты и обсуждение
С использованием флуоресцентной спектро-

скопии с красителем тиофлавином Т, изменяющим 
спектр флуоресценции в присутствии β-структур 
белковых молекул, мы показали, что инсулин 
НовоРапид в средах Нильсен и Сурин с кислыми 
значениями рН образует очень незначительное 
количество β-структур в процессе инкубации в 
течение двух суток (рис. 1). В среде Филлипс, рН 
7,4 и воде, рН 6,2 интенсивность формирования 
β-структур увеличивалась незначительно (рис. 1). 
При этом в среде Филлипс инсулин более стабиль-
но формировал β-структуры, в то время как в воде 
разброс значений интенсивности флуоресценции 
тиофлавина Т был довольно большим (рис. 1). Та-

ким образом, проведённые эксперименты харак-
теризуют тенденцию к формированию β-структур 
в исследуемом коммерческом препарате инсулина 
как весьма низкую.

Дальнейшие эксперименты по индукции было 
решено проводить в воде, чтобы избежать влия-
ния компонентов сред на этот процесс, ограни-
чившись компонентами, неизбежно сопутствую-
щими инсулину данного препарата, от которых 
мы не избавлялись, поскольку эти компоненты 
также присутствуют при инъекции инсулина. 
В наибольшей степени такого влияния можно 
было ожидать в экспериментах по изучению 
индукции фибриллизации инсулина с помощью 
электронной микроскопии. Из результатов, 
представленных на рисунке 2, видно, что КС 

Рис. 1. Формирование β-структур инсулина 
НовоРапид в различных средах в процессе 
инкубации в течение двух суток

Рис. 2. Формирование β-структур в препаратах 
клеточных стенок Saccharomyces cerevisiae штаммов 
WT и bgl2Δ в концентрации 0,004 о.е./мл в воде. 
Каждый столбик представляет собой средние 
значения, полученные при измерении флуоресценции 
тиофлавина, в течение 4 суток инкубации
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обоих штаммов в концентрации 0,004 о.е./мл, 
которая будет использована в дальнейшем в 
качестве индуктора, также не демонстрируют 
специфической флуоресценции тиофлавина Т, 
что говорит об отсутствии тенденции к форми-
рованию β-структур белками КС обоих штам-
мов в воде в процессе инкубации.

Перед исследованием влияния индуктора на 
способность препарата инсулина НовоРапид 
формировать β-структуры нами была проведена 
работа по анализу представленности белков в КС 
штаммов WT и bgl2Δ. Основным индуктором сре-
ди белков КС мы предполагаем Bgl2p, однако воз-
действие других компонентов КС не исключается.

C помощью LC-MS/MS-анализа было пока-
зано, что КС штаммов WT и bgl2Δ отличаются 
присутствием Bgl2p (табл. 1). Представленность 
других мажорных белков КС обоих штаммов была 
сопоставима по количеству уникальных пептидов 

(табл. 1). Данная ситуация позволяла выявить 
влияние на изучаемые процессы белка Bgl2p и 
других белков КС дрожжей, поскольку Bgl2p при-
сутствовал только в препарате КС штамма WT и 
отсутствовал в препарате КС bgl2Δ.

Индукция формирования β-структур в пре-
парате инсулина НовоРапид происходила при 
добавлении КС штаммов WT в одном случае 
и bgl2Δ в другом случае (рис. 3). Из результа-
тов, представленных на рисунке 3, видно, что 
в обоих случаях флуоресценция тиофлавина Т 
увеличивалась в 2 раза с течением времени инку-
бации, что свидетельствует об увеличении доли 
β-структур и об отсутствии принципиальной 
роли Bgl2p в индукции их формирования. Тем 
не менее, флуоресценция тиофлавина Т в экспе-
риментах с препаратами КС, содержащих Bgl2p, 
выше, хотя и незначительно. На рис. 3 приведены 
графики типичного эксперимента.

Таблица 1. Сравнение представленности белков клеточных стенок дрожжей Saccharomyces cerevisiae штаммов 
WT и bgl2Δ с помощью LC-MS/MS-анализа

Название белка Клеточные стенки штамма WT Клеточные стенки штамма bgl2Δ
Покрытие, % Количество уникальных 

пептидов
Покрытие, % Количество уникальных 

пептидов
Bgl2p 76 55 – –
Cwp1p 63 42 50 36
Sag1p 34 47 31 32
Ygp1p 35 16 33 12
Scw4p 52 30 37 22
Scw10p 34 12 35 13
Scw11p 20 6 15 5
Gas1p 33 28 34 29
Gas3p 50 35 44 32
Gas5p 29 14 25 13
Crh1p 29 22 27 21
Crh2p 37 15 26 12
Ecm33p 22 13 23 12
Plb2p 21 11 17 9
Ccw14p 26 26 24 26
Tos1p 42 14 24 9
Hsp150p 23 17 23 15
Cis3p 29 11 23 9
Pir1p 28 9 26 8
Pir3p 32 9 22 5
Inv2p 20 10 17 9
Eng1p 11 9 5 5
Uth1p 29 7 22 7
Sim1p 23 6 13 5
Pst1p 16 6 18 6

Примечание. Покрытие отражает долю идентифицированных пептидных фрагментов от аминокислотной последовательности каждого белка
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По всей вероятности, увеличение доли 
β-структур могут индуцировать такие белки как 
Gas1, Ygp1, для которых описана способность 
формировать структуры типа амилоидов [23] и 
некоторые другие менее изученные белки. 

С помощью электронной микроскопии нами 
были обнаружены фибриллярные структуры в 
препарате инсулина НовоРапид в присутствии КС 
штамма WT (рис. 4). Средняя длина полученных 
фибрилл достигает нескольких микрометров.

Подобные структуры не были обнаружены 
в образцах, содержащих инсулин без КС или в 
присутствии КС штамма bgl2Δ (данные не при-
ведены). Полученный результат можно объяс-
нить тем, что наличие Bgl2p в КС способствует 
фибриллизации инсулина НовоРапид.

Сопоставление и анализ полученных резуль-
татов позволяет с известной долей осторожности 

предположить, что наблюдаемое увеличение флу-
оресценции тиофлавина Т в случае применения 
в качестве индуктора КС штаммов WT и bgl2Δ 
является следствием различных процессов. В 
одном случае β-структуры образуются в моле-
кулах инсулина, однако процесс не приводит к 
фибриллизации его молекул. В другом случае 
формирование β-структур приводит к форми-
рованию фибрилл.

Заключение
Наше исследование является первой попыт-

кой оценить возможную роль клеточных стенок 
дрожжей в качестве индуктора фибриллизации 
инсулина и выявить роль белков, входящих 
в их состав, в этом процессе. Высказанное 
нами предположение нашло подтверждение 
в результатах проделанной работы. КС могут 
служить индукторами процесса фибриллиза-
ции инсулина. В работе получены результаты, 
демонстрирующие, что в препарате инсулина 
НовоРапид может происходить индукция фор-
мирования β-структур в присутствии как КС 
штамма дрожжей WT, так и bgl2Δ, при этом в 
случае КС штамма WT это может приводить к 
образованию длинных структур фибрилляр-
ной морфологии. Данные свидетельствуют о 
необходимости продолжения исследований с 
целью получения ответа на вопрос, насколько 
препарат инсулина НовоРапид может быть 
рекомендован к применению лицам, больным 
микозом.

Финансирование. Исследование выполнено 
в рамках научного проекта государственного 
задания МГУ № 121032300088-6.

Рис. 3. Формирование β-структур, связывающих специфический краситель тиофлавин Т, в препарате инсулина 
НовоРапид в воде в присутствии клеточных стенок Saccharomyces cerevisiae штаммов WT и bgl2Δ

Рис. 4. Просвечивающая электронная микроскопия 
препарата инсулин НовоРапид в присутствии 
клеточных стенок Saccharomyces cerevisiae штамма WT 

Примечание. Контрастирование фосфорновольфрамовой кислотой. 
Масштабный отрезок 500 нм (А) и 200 нм (Б)

М.А. Прозоров, В.В. Рекстина, И.Б. Кудряшова и др.
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