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Цель. Исследование влияния фактора протекания реакции гликирования бычьего сывороточного альбумина (БСА) 
глюкозой и фактора присутствия в среде реакции гликирования катионов d-металлов (никель (II), кобальт (II), железо 
(II), железо (III), медь (II) или цинк (II)) на процесс агрегации и амилоидной трансформации БСА. Установление влия-
ния указанных катионов на интенсивность образования конечных продуктов реакции гликирования (КПГ) и интенсив-
ность флуоресценции аминокислот тирозин и триптофан. 
Материалы и методы. Реагенты в реакции гликирования: глюкоза (в конечной концентрации 0,36 М), БСА (в конеч-
ной концентрации 1 мг/мл), деионизированная вода, один из катионов d-металлов, а именно никель (II), кобальт (II), 
железо (II), железо (III), медь (II) или цинк (II) (в виде соли хлорида, сульфата или нитрата, в конечной концентрации 40 
мкМ). Условия протекания реакции гликирования: инкубация 24 ч при температуре 60°С. Исследовано влияние двух 
факторов (фактор протекания гликирования и фактор присутствия иона d-металла в реакционной среде) на концен-
трацию КПГ, образуемых в ходе реакции гликирования, на интенсивность флуоресценции аминокислот триптофан и 
тирозин, на агрегацию БСА и на способность БСА к амилоидной трансформации в описанных условиях. 
Результаты. Установлено, что исследуемые факторы статистически значимо влияют на рассматриваемые параметры. 
Наивысшая активность установлена для иона меди (II), который интенсифицирует образование КПГ в пробах, где про-
текает гликирование, снижает интенсивность флуоресценции аминокислот триптофан и тирозин (самостоятельно и 
усиливая эффект на фоне гликирования), вызывает агрегацию БСА (самостоятельно и усиливая эффект на фоне гли-
кирования), вызывает амилоидную трансформацию БСА (самостоятельно и усиливая эффект на фоне гликирования). 
Наименее выражены перечисленные эффекты были в реакционных средах с добавлением никеля (II) или кобальта 
(II). Данные катионы снижают интенсивность образования КПГ, не вызывают образования белковых агрегатов. В при-
сутствии глюкозы никель (II) слабо подавляет интенсивность флуоресценции триптофана и тирозина, незначитель-
но усиливает амилоидную трансформацию БСА. Кобальт (II) незначительно подавляет амилоидную трансформацию 
БСА. Катионы железа (II), железа (III) и цинка (II) по выраженности и характеру эффектов занимают промежуточное по-
ложение между медью (II) с одной стороны, и никелем (II) и кобальтом (II) с другой стороны, в разной степени сочетая 
влияние на образование КПГ, интенсивность флуоресценции триптофана и тирозина, агрегацию и амилоидную транс-
формацию БСА. В отсутствии глюкозы способность цинка (II) вызывать образование белковых агрегатов оказалась 
наивысшей, а его способность стимулировать амилоидную трансформацию БСА соответствовала таковой у меди (II).
Заключение. Присутствие катионов d-металлов влияет на интенсивность образования КПГ в реакции гликирования, 
влияет на интенсивность амилоидной трансформации БСА и на образование агрегатов белка. В ряду таких ионов, как 
никель (II), кобальт (II), железо (II), железо (III), медь (II) и цинк (II), ионы меди (II) оказались наиболее активными по 
способности ускорять образование КПГ, подавлять флуоресценцию триптофана и тирозина, усиливать агрегацию и 
амилоидную трансформацию БСА в реакции гликирования. Наименьшая выраженность указанных свойств отмечает-
ся для ионов никеля (II) и кобальта (II).  
Ключевые слова: конечные продукты гликирования; гликирование; агрегация белка; амилоидная трансформация; 
d-металл
Список сокращений: КПГ – конечные продукты гликирования; БСА – бычий сывороточный альбумин; РКПГ – рецептор 
к конечным продуктам гликирования; ThT – тиофлавин Т
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The aim of the research is to investi gate the infl uence of the factor of the glycati on behavior of bovine serum albumin (BSA) 
by glucose, and the factor of d-metal cati ons (nickel (II), cobalt (II), iron (II), iron (III), copper (II) or zinc (II)) presence, on the 
process of aggregati on and the amyloid transformati on of BSA and, therefore, to establish the eff ect of these cati ons on the 
rate of the formati on of advanced glycati on end products (AGEs), and the intensity of fl uorescence of the amino acids tyro-
sine and tryptophan.
Materials and methods. Reagents in the glycati on are: glucose (at the fi nal concentrati on of 0.36 M), BSA (at the fi nal concen-
trati on of 1 mg/ml), deionized water, one of the d-metal cati ons, i. e. nickel (II), cobalt (II), iron (II), iron (III), copper (II) or zinc (II) 
(in the form of chloride, sulfate or nitrate salts, at the fi nal concentrati on of 40 μM). The conditi ons for the glycati on reacti on are 
the incubati on for 24 hours at the temperature of 60°C. The infl uence of two factors (the factor of the glycati on reacti on and the 
factor of a d-metal ion presence in the reacti on medium) on the concentrati on of glycati on end products (AGEs) formed during 
the glycati on reacti on, on the fl uorescence intensity of the amino acids tryptophan and tyrosine, on the aggregati on of BSA, and 
on the ability of BSA to the amyloid transformati on under the described conditi ons, have been studied.
Results. It was found out that the studied factors have a stati sti cally signifi cant eff ect on the considered parameters. The 
highest acti vity was found for the copper ion (II), which intensifi es the formati on of the AGEs in the samples where glycati on 
occurs, reduces the fl uorescence intensity of the amino acids’ tryptophan and tyrosine (independently and increasing the 
eff ect against the background of glycati on). Besides, it independently causes the aggregati on of BSA hereby intensifying the 
eff ect against the background of glycati on, it independently causes the amyloid transformati on of BSA enhancing the eff ect 
against the background of glycati on. The above-listed eff ects were the least pronounced in the reacti on media with the ad-
diti on of nickel (II) or cobalt (II). These cati ons reduce the rate of the AGEs formati on, do not cause the formati on of protein 
aggregates. In the presence of glucose, nickel (II) weakly suppresses the fl uorescence intensity of tryptophan and tyrosine, 
and slightly enhances the amyloid transformati on of BSA. Cobalt (II) slightly inhibits the amyloid transformati on of BSA. In 
terms of the severity and nature of the eff ects, the iron (II), iron (III) and zinc (II) cati ons occupy an intermediate positi on 
between copper (II), on the one hand, and nickel (II) and cobalt (II), on the other hand, combining the infl uence on the AGEs 
formati on, the intensity of fl uorescence of tryptophan and tyrosine, the aggregati on and amyloid transformati on of BSA. In 
the absence of glucose, the ability of zinc (II) to induce the formati on of protein aggregates turned out to be the highest, and 
its ability to sti mulate the amyloid transformati on of BSA corresponded to that of copper (II).
Conclusion. The presence of d-metal cati ons aff ects the rate of the AGEs formati on in the glycati on reacti on, aff ects the rate 
of the BSA amyloid transformati on and the protein aggregates formati on. Among such ions as nickel (II), cobalt (II), iron (II), 
iron (III), copper (II) and zinc (II), copper (II) ions turned out to be the most acti ve in their ability to accelerate the AGEs for-
mati on, suppress the fl uorescence of tryptophan and tyrosine, enhance the aggregati on and amyloid transformati on of BSA 
in the glycati on reacti on. The least manifestati on of these properti es is observed for nickel (II) and cobalt (II) ions.
Keywords: advanced glycati on end products; glycati on; protein aggregati on; amyloid transformati on, d-metal
Abbreviati ons: AGEs – advanced glycati on end products; BSA – bovine serum albumin; RAGEs – Receptor for advanced gly-
cati on end products; ThT – thiofl avine Т

ВВЕДЕНИЕ
Неферментативное гликирование служит источ-

ником образования токсичных конечных продуктов 
гликирования (КПГ). КПГ представляют собой группу 
молекул числом более 20 [1, 2], различных по своим 
свойствам, включая способность к аутофлуоресцен-
ции и образованию поперечных сшивок. КПГ являют-
ся важными патогенетическими факторами развития 
когнитивных нарушений (диабетическая энцефалопа-

тия, конформационные болезни мозга) [3–6]. Структу-
ры некоторых КПГ представлены на рисунке 1.

КПГ вовлечены в патогенез когнитивных наруше-
ний с помощью различных механизмов. В культуре 
гиппокампальных нейронов КПГ вызывали апоптоз, 
повышали продукцию проапоптотического белка Bax 
и ацетилхолинэстеразы, снижали уровень антиапоп-
тотического белка Bcl-2, глутатионпероксидазы, су-
пероксиддисмутазы и холинацетилтрансферазы, уве-
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личивали концентрацию малонового диальдегида и 
др. [7]. КПГ способны активировать рецептор к КПГ 
(РКПГ). Предполагается, что РКПГ связывает патоге-
незы сахарного диабета и болезни Альцгеймера [8]. 
РКПГ может быть активирован белком Aβ [9] и при-
нимает участие в его интранейрональном транспорте 
из крови [10]. Активация РКПГ может приводить к раз-
витию нейронального окислительного стресса [11]. В 
условиях, если амилоидные пептиды гликированы, то 
их РКПГ-опосредованное действие может усиливаться 
[12]. По этим причинам целесообразно рассматривать 
амилоидную трансформацию и гликирование белков 
как патогенетически связанные процессы. 

Помимо рецептор-опосредованной связи, КПГ спо-
собны напрямую влиять на амилоидную трансформа-
цию белков. Модифицируя боковые цепи аминокислот 
и N-концевой остаток некоторых белков, КПГ могут 
повлечь изменение поверхностного заряда белка, из-
менение его гидрофобных свойств и, как следствие, 
привести к амилоидной трансформации [13]. Предпо-
лагается, что гликирование способствует стабилизации 
протофибриллярных структур, а способность КПГ к по-
перечному сшиванию белков позволяет формировать 
из амилоидных агрегатов более крупные конгломера-
ты [13, 14]. В определенных условиях гликирование за-
медляет формирование зрелых амилоидных фибрилл, 
однако это связано с продлением срока существования 
цитотоксичных олигомерных форм [15, 16]. Олигомер-
ные формы амилоида способны разрушать мембраны 
клеток, приводя к дисбалансу кальция, вызывать дис-
функцию митохондрий, напрямую взаимодействовать 
с мембранными белками, приводя к изменению их на-
тивного состояния [14]. Таким образом, как ускорение, 
так и замедление амилоидной трансформации на фоне 
гликирования имеет негативные последствия, что дела-
ет актуальной задачу изучения влияния гликирования 
на данный процесс. 

Протекание реакций гликирования зависит от 
многих факторов, в частности, от присутствия ионов 
d-металлов в следовых концентрациях (включая пере-
ходные металлы и близкие к ним по свойствам), при-
сутствия активных форм кислорода и др. [17, 18]. К пе-
реходным металлам относятся химические элементы, 
чьи атомы имеют частично заполненный d-подуровень 
или способные образовывать катионы с неполностью 
заполненным d-подуровнем (IUPAC1). К металлам, 
близким по свойствам к переходным (некоторые из 
них иногда именуются пост-переходными) относится 
подгруппа цинка и сам цинк. Многие свойства цинка 
идентичны таковым переходных металлов, однако 
d-орбитали его заполнены2. В значительной степени 

1 IUPAC. Compendium of Chemical Terminology, 2nd ed. (the «Gold 
Book»). Compiled by A.D. McNaught and A. Wilkinson. Blackwell 
Scientific Publications, Oxford (1997). Online version (2019-) created 
by S. J. Chalk. DOI: 10.1351/goldbook.
2 General Properties of Transition Metals. (2020, December 7). 
Retrieved: June 28, 2021. [Электронный ресурс]. URL: https://chem.
libretexts.org/@go/page/24341.

биологическая роль переходных металлов обуславли-
вается наличием незавершенного d-подуровня и того, 
как этот подуровень заполнен электронами, так как 
это, свою очередь, определяет склонность конкретно-
го переходного металла к образованию тех или иных 
химических связей и их устойчивость. Кроме того, 
электронная конфигурация d-подуровня обуславлива-
ет наличие специфических устойчивых степеней окис-
ления, и, как следствие, окислительно-восстановитель-
ные свойства самого металла и его ионов [19]. Было 
установлено, что способность к изменению степени 
окисления является важным свойством, благодаря 
которому некоторые переходные металлы способны 
стимулировать протекание гликирования [20, 21]. Так, 
в реакциях гликирования медь (II) восстанавливается 
до меди (I), а кислород преобразуется в супероксид-а-
нион при участии перекиси водорода, источником ко-
торой служат некоторые этапы гликирования. После 
этого ионы меди (I) окисляются до меди (II), катализи-
руя разложение перекиси водорода до гидроксил-ра-
дикала [20]. Следует отметить, что d-металлы (цинк, 
железо, медь и др.) вовлечены в патогенез конформа-
ционных болезней мозга и по независимым от глики-
рования механизмам, связанным как с прямым дей-
ствием иона на белок (поперечное сшивание остатков 
тирозина и др.), так и опосредованно, через влияние 
на активность ферментов (секретазы и др.) [22–25, 10]. 
Таким образом, патогенетически связанными оказы-
ваются реакция гликирования, амилоидная трансфор-
мация белков, и активность ионов d-металлов, способ-
ных влиять на оба указанных процесса. 

Амилоидная трансформация белка может быть 
смоделирована с помощью бычьего сывороточного 
альбумина (БСА) [26, 27]. БСА склонен к усиленному 
образованию β-листов и протеканию амилоидной 
трансформации при физико-химическом воздей-
ствии (например, при нагревании), что обуславлива-
ет его частое использование в качестве модельного 
белка при изучении процессов амилоидной транс-
формации [28]. При температуре, пограничной для 
инициации амилоидной агрегации БСА, появляется 
возможность оценить способность изучаемого фак-
тора ускорить или замедлить течение агрегации и 
амилоидной трансформации.

Интерес представляет сравнительное исследование 
способности ионов d-металлов влиять на интенсивность 
образования КПГ в реакции гликирования, а также их 
способность стимулировать или подавлять образование 
амилоидных и неамилоидных агрегатов белка на фоне 
реакции гликирования и независимо от нее. 

ЦЕЛЬ. Оценить сочетанное и независимое влия-
ние фактора протекания реакции гликирования БСА 
и фактора присутствия в реакционной среде катио-
нов d-металлов, а именно никеля (II), кобальта (II), 
железа (II), железа (III), меди (II) или цинка (II), на 
процесс трансформации БСА в агрегаты амилоидной 
и неамилоидной природы. Оценить влияние указан-
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ных факторов на интенсивность флуоресценции ами-
нокислот триптофан и тирозин. Оценить способность 
указанных катионов d-металлов влиять на интенсив-
ность образования КПГ в реакции гликирования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Моделирование реакции гликирования
Субстрат гликирования – БСА (фракция V, 1 мг/

мл, Химмед, Россия); гликирующий агент – глюкоза 
(0,36 М, Вектон, Россия); среда протекания реакции – 
деионизированная вода (рН 6,2, деионизатор Milli-Q, 
Германия) с добавлением одного из катионов пере-
ходных металлов, а именно никеля (II), кобальта (II), 
железа (II), железа (III), меди (II) или цинка (II) в конеч-
ной концентрации 40 мкМ в виде солей NiSO4•7H2O, 
Co(NO3)2•6H2O, FeSO4, FeCl3•6H2O, CuSO4•5H2O или 
ZnSO4•7H2O соответственно (или без них). Изучаемая 
концентрация солей металлов выбрана на основе 
ранее настроенной модели гликоксидации БСА глю-
козой в присутствии CuSO4•5H2O, с модификациями 
[29, 30]. Интерес к сравнительному исследованию 
активностей d-металлов определяет необходимость 
их изучения в равных концентрациях. В организме 
концентрации изучаемых металлов вариабельны. Так, 
физиологические концентрации меди и цинка в сыво-
ротке здоровых людей составляют ~1 мг/л (~15,7 мкМ 
и ~15,3 мкМ соответственно) [31, 32]. В то же время со-
общается о значительно более высокой концентрации 
меди в амилоидных бляшках при болезни Альцгейме-
ра (~400 мкМ) [10, 25]. При нейрональной активности 
цинк высвобождается в синаптическую щель и может 
достигать концентрации 300 мкМ [25]. По указанным 
причинам отобранная концентрация (40 мкМ) являет-
ся компромиссной по отношению к широкому разбро-
су концентраций d-металлов в организме в норме и 
патологии, и в большей степени связана с установлен-
ной ранее активностью катиона меди (II). 

Условия протекания реакции: температура 60°С, 
длительность инкубации: 24 часа. Указанные условия 
отобраны на основе данных литературы [33], сви-
детельствующих о том, что воздействие указанной 
температуры на БСА (автор использует трис-буфер с 
содержанием NaCl) благоприятно для трансформа-
ции α-спиралей белка в β-листы (чего может не про-
исходить при более низких температурах), при этом 
с повышением температуры процесс трансформации 
интенсифицируется. В другом исследовании показа-
но, что агрегации БСА при воздействии данной тем-
пературы не происходит (для БСА в Na-фосфатном 
буферном растворе) [34].

Определение конечных продуктов 
гликирования и интенсивности флуоресценции
аминокислот триптофан и тирозин
После инкубации аликвоты образцов (200 мкл) 

вносили в 96-луночный плоскодонный черный план-
шет, определяли интенсивность флуоресценции проб 

при длинах волн возбуждения/испускания, специ-
фичных для следующих КПГ: пентозидин (335/385 
нм), весперлизин С (345/405 нм), весперлизины А и 
В (366/442 нм), кросслайн (379/463 нм) [35], а также 
измеряли интенсивность флуоресценции при длинах 
волн возбуждения, превышающих 400 нм (440/520 
нм) [36]. Имеются сведения о том, что флуоресци-
рующий при длинах волн возбуждения/испускания 
440/520 нм продукт (или продукты), относится к КПГ 
и способен образовывать поперечные сшивки бел-
ков [37]. Помимо КПГ определяли интенсивность 
флуоресценции аминокислот триптофан и тирозин, 
при длинах волн возбуждения/испускания 295/335 
нм, более специфичных для триптофана, и 270/330 
нм, характерных для обеих аминокислот (спектро-
флуориметр Infinite М200 Pro, TECAN, Австрия) [38-
40]. Оценка влияния гликирования и действия ионов 
d-металлов на флуоресценцию данных аминокислот 
информативна ввиду чувствительности показателя 
интенсивности их флуоресценции к изменению кон-
формации белка и гликированию их аминокислотно-
го окружения [41, 42]. Кроме этого, катионы меди (II) 
способствуют формированию дитирозиновых сши-
вок, что имеет значение для патогенеза болезни Аль-
цгеймера [43], и в результате чего флуоресцентные 
характеристики тирозина изменяются. Нельзя ис-
ключить и возможности изменения флуоресценции 
при окислении триптофана и/или тирозина, а также 
активации тирозина и его прямого взаимодействия с 
продуктами реакции при гликировании его окруже-
ния [44, 42]. Это делает определение флуоресценции 
данных аминокислот актуальным для настоящего ис-
следования, и позволяет косвенно отмечать измене-
ния в протекании как гликирования, так и агрегации 
белка. 

Исследование агрегации 
и амилоидной трансформации белков
В исследовании с применением спектрофотоме-

трии дана оценка интенсивности образования белко-
вых агрегатов и проведено спектрофлуориметриче-
ское определение их амилоидной принадлежности в 
реакции с тиофлавином Т (ThT). Спектрофотометри-
ческое детектирование агрегатов БСА проведено по 
приросту оптической плотности при длине волны 405 
нм [45] в аликвотах 200 мкл в 96-луночном плоско-
донном прозрачном планшете (спектрофлуориметр 
Infinite М200 Pro, TECAN, Австрия). В исследовании 
[45] показано, что оптическая плотность при данной 
длине волны прямо пропорциональна степени агре-
гации. Подтверждение амилоидной принадлежно-
сти агрегатов проведено в реакции с ThT (Sigma Al-
drich, США), в конечной концентрации ThT 20 мкМ 
[46], путем определения интенсивности флуоресцен-
ции проб при длинах волн возбуждения/испускания 
450/482 нм (спектрофлуориметр Infinite М200 Pro, 
TECAN, Австрия). 
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Статистический анализ данных
С целью определения вклада каждого фактора 

(как фактора протекания реакции гликирования, так 
и фактора присутствия иона металла) статистическая 
обработка данных проведена с применением двух-
факторного вариационного анализа с последующим 
множественным сравнением групп данных «все со 
всеми» по Тьюки, при уровне значимости р≤0,05 
(GraphPad Prism 9). Корреляционный анализ прове-
ден с применением метода ранговой корреляции по 
Спирмену (GraphPad Prism 9). Результаты представ-
лены как среднее значение с учетом стандартной 
ошибки (M ± SEM). 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ интенсивности флуоресценции 
триптофана и тирозина
В результате анализа влияния исследуемых фак-

торов на интенсивность флуоресценции триптофана 
и тирозина установлено, что более значимый вклад 
в изменение параметра вносят катионы металлов. 
Для катионов меди (II), железа (II), железа (III) и цин-
ка (II) отмечена способность оказывать действие не-
зависимо от присутствия глюкозы (снижение интен-
сивности флуоресценции аминокислот триптофан и 
тирозин отмечено не только в гликированных, но и 
в безглюкозных пробах) (табл.1). В то же время, не 
выявлено различий при сравнении интенсивности 
флуоресценции триптофана и тирозина в гликиро-
ванных пробах, не содержащих металлов, с интен-

сивностью флуоресценции соответствующих негли-
кированных проб (в которых присутствует только 
БСА). Несмотря на отсутствие собственного влияния 
реакции гликирования на интенсивность флуорес-
ценции аминокислот, для некоторых металлов уста-
новлено, что они усиливают имеющуюся у них спо-
собность подавлять флуоресценцию аминокислот 
в присутствии глюкозы, что говорит о значимости 
фактора гликирования. Так статистически значимое 
снижение интенсивности флуоресценции трипто-
фана и тирозина в глюкоза-содержащих пробах (в 
сравнении с соответствующими пробами без глюко-
зы) отмечено для случаев протекания гликирования 
в присутствии катионов меди (II) (при длинах волн 
возбуждения/испускания 270/330 нм и 295/335 нм), 
железа (II) (при длинах волн возбуждения/испуска-
ния 270/330 нм) и цинка (II) (при длинах волн воз-
буждения/испускания 270/330 нм). Таким образом, 
указанные катионы оказались способными к усиле-
нию своего действия в присутствии глюкозы. В отно-
шении кобальта (II) эффект снижения флуоресцен-
ции тирозина и триптофана в присутствии глюкозы 
при сравнении с пробами без глюкозы не просле-
живался. В присутствии никеля (II) данный эффект 
был слабым (наблюдались различия интенсивности 
флуоресценции гликированных проб, содержащих 
никель (II), с гликированными пробами без метал-
лов, но отсутствовали статистически значимые раз-
личия сигналов от гликированных и безглюкозных 
проб, содержащих никель (II)).

Рисунок 1 – Структуры различных конечных продуктов гликирования
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Таблица 2 – Влияние исследуемых факторов на образование агрегатов БСА,  
оптическая плотность проб при длине волны 405 нм, абсолютные значения (M ± SEM)

Фактор 
глюкозы

Фактор катиона металла

Нет Никель (II) Кобальт (II) Железо (II) Медь (II) Железо (III) Цинк (II)

Глюкоза 0,06±0,0004 0,06±0,0006 0,06±0,0020 0,19±0,0021
****####

1,08±0,0122
****####

0,37±0,0188
****

0,65±0,0236
****####

Без
глюкозы 0,05±0,0004 0,06±0,0007 0,05±0,0007 0,06±0,0007 0,18±0,0036

****
0,4±0,0090

****
1,02±0,0180

****

Примечание: уровень значимости р при сравнении с соответствующими пробами без металла (**** соответствует p˂0,0001; *** соот-
ветствует p˂0,001; ** соответствует p˂0,01; * соответствует p˂0,05). Уровень значимости р при сравнении с соответствующими пробами 
без глюкозы: #### соответствует p˂0,0001; ### соответствует p˂0,001; ## соответствует p˂0,01; # соответствует p˂0,05 (two-way ANOVA, 
пост-тест Тьюки

Таблица 3 – Влияние исследуемых факторов на амилоидную трансформацию БСА,  
интенсивность флуоресцентной эмиссии ThT при длинах волн возбуждения/испускания 450/482 нм,  

абсолютные значения (M ± SEM)

Фактор 
глюкозы

Фактор катиона металла

Нет Никель (II) Кобальт (II) Железо (II) Медь (II) Железо (III) Цинк (II)

Глюкоза 6051,0±320,2
####

7954,2±391,5
*####

5740,8±283,3
####

6083,4±241,7
####

18277,3±792,1
****#

2704,8±190,4
****####

13415,2±238,7
****####

Без 
глюкозы 11693,8±280,2 13841,6±109,3

**
9695,4±132,0

** 10887,6±157,8 16304,8±335,2
****

7266,0±257,3
****

17900,0±672,5
****

Примечание: уровень значимости р при сравнении с соответствующими пробами без металла (**** соответствует p˂0,0001; *** соот-
ветствует p˂0,001; ** соответствует p˂0,01; * соответствует p˂0,05). Уровень значимости р при сравнении с соответствующими пробами 
без глюкозы (#### соответствует p˂0,0001; ### соответствует p˂0,001; ## соответствует p˂0,01; # соответствует p˂0,05 (two-way ANOVA, 
пост-тест Тьюки).

Влияние d-металлов на интенсивность
образования КПГ в реакции гликирования
Интенсивность флуоресценции при длинах волн, 

характерных для различных КПГ, отражает интен-
сивность протекания реакции гликирования. Как и 
ожидалось, во всех случаях в глюкоза-содержащих 
пробах установлен прирост интенсивности флуорес-
ценции КПГ в сравнении с соответствующими проба-
ми без глюкозы (табл.1). Однако обращают на себя 
внимание различия в характере и степени влияния 
катионов d-металлов на реакцию гликирования. 
При сравнении интенсивностей флуоресценции КПГ 
металлсодержащих проб, в которых протекало гли-
кирование, с показателями соответствующих проб 
без металлов установлено, что только катионы меди 
(II) (при всех длинах волн возбуждения/испускания, 
кроме 335/385 нм) и цинка (II) (при длинах волн воз-
буждения/испускания 440/520 нм) обладали способ-
ностью усиливать образование КПГ. Остальные ме-
таллы, напротив, или со статистической значимостью 
препятствовали нарастанию флуоресценции при 
длинах волн, характерных для КПГ, или не изменяли 
значений показателя. При длинах волн, характерных 
для пентозидина (335/385 нм), ни один металл не 
оказался способным интенсифицировать образова-
ние КПГ в сравнении с пробами без металлов. В то же 
время никель (II), кобальт (II), железо (II) и железо (III) 
оказались способными снижать интенсивность сиг-
нала, определяемого на данных длинах волн. Уста-
новленная активность позволяет выделить медь (II) 
и цинк (II) в разряд d-металлов, способных ускорять 

протекание гликирования в описываемых условиях. 
Совокупные результаты представлены в таблице 1.

В отсутствии глюкозы незначительный прирост 
флуоресценции наблюдался при действии на альбу-
мин катионов меди (II) (при длинах волн возбужде-
ния/испускания 379/463 нм) и цинка (II) (при длинах 
волн возбуждения/испускания 345/405 нм, 366/442 
нм, 379/463 нм и 440/520 нм). Частично подобный 
эффект, как и способность железа (III) снижать интен-
сивность флуоресценции при длинах волн возбужде-
ния/испускания, характерных для КПГ, может быть 
связан с действием на остаточные количества глюко-
зы, присутствие которой, вероятно, объяснимо тех-
нологией получения альбумина. В то же время, было 
показано, что в идентичной тест-системе присутствие 
катионов цинка также ведет к появлению флюорес-
ценции при длинах волн 320/438 нм, обусловленной 
координированием (или комплексованием) катио-
нов цинка аминокислотными остатками в различных 
сайтах альбумина [47], что в нашем случае позволя-
ет предположить формирование координационных 
структур, аналогичных ранее описанным в работе 
Wu F.-Y. и соавторов [47]. В случае меди возможность 
ее взаимодействия с остатком лизина с образовани-
ем продукта, флуоресцирующего при длинах волн 
370/440 нм, рассмотрена в работе Zhang M. и соав-
торов [48]. Приведенные сведения не исключают 
возможности образования иных продуктов, связан-
ных со специфическим воздействием иона металла 
на белок и значимых для рассматриваемых в статье 
патогенезов.
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Влияние d-металлов на агрегацию 
и амилоидную трансформацию БСА
Из данных литературы известно, что катионы пе-

реходных металлов (медь (II), железо (III)) способны 
стимулировать амилоидную трансформацию белков 
[10, 49]. Интерес представляет изучение влияния ре-
акции гликирования на данное свойство металлов. 
Исследование оптической плотности реакционной 
среды при длине волны 405 нм используется для 
оценки кинетики образования белковых агрегатов 
при моделировании амилоидной трансформации 
[45]. Полученный в ходе настоящего исследования 
результат подтверждает способность некоторых из 
исследованных d-металлов (в ходе реакции гликиро-
вания и/или независимо) стимулировать агрегацию 
БСА. Результаты представлены в таблице 2.

Рассматривая собственную (независимую от гли-
кирования) способность исследуемых d-металлов 
вызывать агрегацию БСА, следует отметить, что ак-
тивность металлов можно расположить по возраста-
нию: никель (II) (не активен) = кобальт (II) (не акти-
вен) = железо (II) (не активен) ˂ медь (II) ˂ железо (III) 
˂ цинк (II) (табл. 2).

Протекание гликирования в среде без металлов 
не приводило к статистически значимой агрегации 
БСА. При этом гликирование влияло на способность 
некоторых катионов вызывать агрегацию БСА. Катио-
ны никеля (II) и кобальта (II) не вызывали агрегации 
БСА ни самостоятельно, ни в присутствии глюкозы. 
Способность усиливать агрегацию БСА только в при-
сутствии глюкозы, но не без нее, установлена для ка-
тионов железа (II). Для меди (II), железа (III) и цинка 
(II) агрегация БСА наблюдалась как в отсутствии глю-
козы (вследствие собственной активности), так и при 
действии катионов на фоне реакции гликирования. В 
случае меди (II) интенсивность агрегации была выше 
в пробах с глюкозой, для железа (III) – результат 
одинаков для глюкоза-содержащих и безглюкозных 
проб, а в случае цинка (II) интенсивность агрегации 
была выше в пробах, не содержавших глюкозы.

Для исследованных катионов металлов наблю-
дается рассогласование между способностью влиять 
на образование КПГ в реакции гликирования и спо-
собностью стимулировать агрегацию БСА. Так, в при-
сутствии глюкозы железо (II) и железо (III), вызывая 
агрегацию (табл. 2), не стимулируют образование 
КПГ (табл.1). Способность этих катионов к агрегации 
БСА не зависит от образования КПГ, а в случае желе-
за (II) – не зависит от образования КПГ, но очевидно 
связана с присутствием глюкозы. В то же время при 
проведении корреляционного анализа по Спирме-
ну установлена статистически значимая обратная 
корреляция между способностью ионов металлов 
агрегировать БСА в гликированных пробах и интен-
сивностью флуоресценции аминокислот тирозин и 
триптофан, при длинах волн 270/330 нм, специфич-
ных для обеих аминокислот (r = –0,85, p = 0,03), и 
295/335 нм, более специфичных для триптофана (r = 
–0,93, p = 0,01).

Параллельно изучению агрегации БСА, пробы 
были исследованы на предмет амилоидной при-
надлежности агрегатов в реакции с тиофлавином Т 
(ThT) – амилоид-специфичным агентом. Обращает 
на себя внимание более выраженная амилоидная 
трансформация БСА в безглюкозных пробах по срав-
нению с глюкоза-содержащими во всех случаях, кро-
ме протекания реакции в присутствии меди (II). Медь 
(II) стимулирует амилоидную трансформацию БСА в 
присутствии глюкозы интенсивнее, чем без нее (табл. 
3). В отношении остальных металлов и реакционной 
среды без таковых равномерно повышенная интен-
сивность флуоресценции ThT в безглюкозных пробах 
в сравнении с соответствующими им глюкоза-содер-
жащими пробами указывает на то, что в описанных 
экспериментальных условиях гликирование препят-
ствует амилоидной трансформации БСА. В то же вре-
мя статистически значимая более высокая интенсив-
ность флуоресценции ThT в пробах, гликированных 
в присутствии катионов меди (II), указывает на вза-
имное усиливающее действие факторов глюкозы и 
меди на интенсивность амилоидной трансформации 
(табл. 3). Из результата следует, что медь проявила 
как независимую от гликирования способность сти-
мулировать амилоидную трансформацию БСА, так 
и нивелировала способность протекающей реакции 
гликирования замедлять таковую.

При оценке влияния фактора присутствия катио-
нов каждого элемента на амилоидную трансформа-
цию БСА установлено, что как в глюкозных, так и в 
безглюкозных пробах усиливают данный процесс ка-
тионы меди (II) и цинка (II) (в наибольшей степени), 
а также никеля (II) (в наименьшей степени). Катионы 
кобальта (II) незначительно подавляют реакцию (ста-
тистически значимо только в отсутствии глюкозы), 
а катионы железа (II) оказались неактивными. Для 
железа (III) установлена способность снижать флу-
оресценцию ThT как в глюкоза-содержащих, так и 
в безглюкозных пробах. Способность меди и цинка 
трансформировать белки в амилоидную форму ра-
нее была неоднократно описана. Полученные нами 
неожиданные результаты в отношении слабой актив-
ности никеля согласуются с недавно установленной 
ролью никеля в образовании человеческого β-ами-
лоида [24].

ОБСУЖДЕНИЕ
В результате исследования установлено, что при 

отсутствии металлов реакция гликирования не влияет 
на интенсивность флуоресценции тирозина и трипто-
фана (интенсивность флуоресценции гликированных 
и негликированных проб одинакова). Однако гли-
кирование может усиливать способность металлов 
подавлять флуоресценцию данных аминокислот. В 
случае тирозина, возможный механизм снижения его 
флуоресценции описан для реакции коллагена с ри-
бозо-5-фосфатом [41], и может быть связан с такими 
событиями, как гликирование аминокислот, располо-
женных в пространственной близости от тирозина (что 
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приводит к гашению его флуоресценции), изменение 
пространственной организации белка (что приводит 
к гашению флуоресценции тирозина), вступление в 
реакцию самого тирозина (не ожидается, что тирозин 
будет напрямую взаимодействовать с гликирующим 
агентом, но участие в реакции близлежащих остатков 
лизина или аргинина может привести к активации ти-
розина и последующему его гликированию или окис-
лению). В то же время, для триптофана показано, что 
при протекании гликирования его остаток может окис-
ляться [44], и этот процесс может усиливаться в при-
сутствии меди (II) [42]. Так, снижение интенсивности 
флуоресценции триптофана в ходе реакции гликиро-
вания в присутствии меди (II) обусловлено как окис-
лением остатка аминокислоты, так и изменением кон-
формации белка [42]. Резюмируя сказанное, можно 
полагать, что d-металлы, способные более интенсивно 
подавлять флуоресценцию тирозина и/или триптофа-
на в ходе гликирования, проявляют активность, влияя 
на указанные механизмы. 

Известно, что способность некоторых d-металлов 
ускорять образование КПГ в реакции гликирования 
связана со стимулированием ими окислительных реак-
ций. Это свойство характерно для таких металлов, как 
медь, а реакция, протекающая при их участии, име-
нуется реакцией гликоксидации [20]. Так, роль меди 
(II) в протекании гликоксидации, предположительно, 
заключается в катализе переноса электронов от енди-
олов, образуемых из восстановленных моносахаридов 
или при фрагментации оснований Шиффа и продуктов 
Амадори, что приводит к образованию активных форм 
кислорода и дикарбонильных соединений. В этих ре-
акциях медь (II), вероятно, восстанавливается до меди 
(I), а кислород преобразуется в супероксид-анион при 
участии перекиси водорода, источником которой слу-
жат некоторые этапы гликирования. Затем ионы меди 
(I) окисляются до меди (II), катализируя разложение 
перекиси водорода до гидроксил-радикала. С учетом 
этого можно заключить, что интенсификация реакции 
гликирования в присутствии некоторых исследованных 
нами переходных металлов может происходить по опи-
санному механизму гликоксидации.

Особый интерес представляет анализ активности 
цинка как металла, не относящегося к переходным, 
но являющегося d-металлом. Согласно представле-
нию о механизме гликоксидации при участии меди 
(II), для протекания реакции необходимо, чтобы ион 
металла был способен к изменению степени окисле-
ния. Ион цинка имеет постоянную степень окисле-
ния, однако он оказался способен слабо повышать 
интенсивность флуоресценции при некоторых дли-
нах волн возбуждения/испускания, характерных для 
КПГ. Согласно данным литературы [50], цинк может 
проявлять антигликирующие, антиоксидантные и 
антиапоптотические свойства, а его дефицит может 
способствовать ускоренному образованию КПГ. Од-
нако согласно исследованиям Zhuang X. и соавторов 
[51], в реакции гликирования, протекающей in vitro, 
цинк (II) способен усиливать образование флуорес-

цирующих КПГ, что согласуется с полученными нами 
результатами. По данным того же исследования [51] 
переходный металл марганец проявляет способность 
подавлять образование КПГ подобно тому, как это 
описано для никеля, кобальта и железа, также, отно-
сящихся к переходным металлам. Все это указывает 
на то, что принадлежность металла к переходным и 
способность его иона к изменению степени окисле-
ния, вероятно, не является необходимым и достаточ-
ным условием для ускорения реакции гликирования. 
Также это указывает на уникальность свойств цинка в 
ряду изученных металлов.

Обобщая результаты исследования о влиянии 
d-металлов на флуоресценцию аминокислот тиро-
зин и триптофан и о влиянии d-металлов на реакцию 
гликирования, можно сделать предположение о том, 
что механизмы влияния металлов на оба процесса 
различаются (по меньшей мере, имеются компо-
ненты активности, связанные с влиянием только на 
один процесс). Результаты позволяют сделать пред-
положение о дополнительном, обусловленном фак-
тором гликирования (не ограниченном собственным 
действием иона металла) механизме повреждения 
тирозина и/или триптофана, проявляющемся в ходе 
протекания реакции в присутствии катионов меди 
(II), железа (II), цинка (II) и, возможно, никеля (II). При 
этом повышение интенсивности флуоресценции при 
длинах волн, характерных для КПГ, расцениваемое 
как интенсификация реакции гликирования, отме-
чено только при протекании гликирования в присут-
ствии катионов меди (II) (в большей степени) и цинка 
(II) (в меньшей степени).

Обсуждая результаты изучения агрегации аль-
бумина, следует отметить, что согласно данным ли-
тературы [43], одним из факторов патогенетического 
действия катионов меди (II) при болезни Альцгеймера 
является ее участие в формировании димеров ами-
лоидов, связанных дитирозиновыми сшивками. Это 
согласуется с наблюдаемым в настоящем исследо-
вании интенсивным подавлением флуоресценции 
аминокислот в присутствии меди, а также с наличием 
статистически значимой обратной корреляции интен-
сивности флуоресценции этих аминокислот и степени 
агрегации БСА для исследованных катионов. Таким 
образом, снижение интенсивности флуоресценции 
аминокислот триптофан и тирозин в присутствии ио-
нов d-металлов, очевидно, сопровождает процесс 
агрегации БСА. С наибольшей интенсивностью агрега-
ция БСА протекала в присутствии ионов, показавших 
способность усиливать образование КПГ (медь, цинк).

Как сказано выше, амилоидная трансформация 
белка при гликировании зависит от многих факторов, 
и, в частности, от типа белка. Так, согласно данным 
литературы, усиление амилоидной трансформации 
наблюдается при гликировании альбумина (бычье-
го и человеческого), Aβ-белка, β2 микроглобулина и 
др. В противоположность этому способность α-сину-
клеина к образованию амилоидных фибрилл после 
воздействия на него гликирующим агентом метилг-
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лиоксалем была сниженной, и полученные агрегаты 
имели характер расплавленной глобулы [52]. Соглас-
но полученным нами результатам, гликирование в 
описанных экспериментальных условиях препятству-
ет образованию ThT-чувствительных форм амилои-
да. Подобный результат наблюдается при протека-
нии гликирования в присутствии никеля (II), кобальта 
(II), железа (II), железа (III) и цинка (II), но не меди 
(II), проявившей способность усиливать амилоидную 
трансформацию и агрегацию БСА. Banerjee S. описы-
вает снижение интенсивности амилоидной транс-
формации лизоцима куриного белка после воздей-
ствия на белок метилглиоксалем. Основываясь на 
данном результате, автор выдвигает спорное предпо-
ложение о том, что карбонильные соединения могут 
быть использованы в фармакологических целях [53]. 
Несмотря на сомнительность терапевтического ис-
пользования карбонильных соединений, данное ис-
следование и подобные ему подтверждают тот факт, 
что гликирование способно не только потенцировать 
амилоидную трансформацию [13], но и препятство-
вать ей [13, 53]. В то же время известно, что замед-
ление амилоидной трансформации под действием 
гликирования может быть связано продлением вре-
мени пребывания амилоида в олигомерной форме 
– форме, имеющей наивысшую цитотоксичность. 
Последнее нивелирует потенциальную полезность 
замедления амилоидной трансформации под дей-
ствием гликирования. Согласно данным литературы 
[54, 55], ThT может не выявлять образования оли-
гомерных форм амилоида, в отличие от иных форм 
(мономеры, фибриллы). Можно выдвинуть предпо-
ложение о том, что сравнительно меньшая интенсив-
ность флуоресценции ThT в пробах, гликированных в 
присутствии всех ионов d-металлов за исключением 
меди (II), соотносится с возможностью замедления 
реакции на стадии образования олигомеров, что, од-
нако, будет являться предметом дальнейших иссле-
дований. Для гликирования в присутствии меди (II) 
подобное свойство установлено не было.

Очевидно, что при оценке полученных резуль-
татов следует учитывать все условия протекания 
эксперимента (не только факторы гликирования и 
присутствия металла, но и нагревание, состав и рН 

реакционной среды и др.). Можно полагать, что не-
учтенные факторы также могут влиять на способ-
ность альбумина претерпевать амилоидную транс-
формацию при гликировании, и в иных условиях 
протекание реакции может приводить к иному ре-
зультату. Таким образом, для всесторонней оценки 
способности гликирования влиять на амилоидную 
трансформацию следует учитывать способность 
белка трансформироваться в амилоидную форму в 
различных экспериментальных условиях (различные 
значения рН, температуры, ионной силы буферного 
раствора и др.), включая проведение исследований в 
условиях, близких к физиологическим.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведения исследований было 

показано, что протекание реакции гликирования 
влияет на амилоидную трансформацию БСА, а в при-
сутствии ионов d-металлов оказывает влияние на 
способность некоторых из них вызывать агрегацию 
и амилоидную трансформацию. Катионы меди (II) в 
описанных экспериментальных условиях оказались 
единственными способными усиливать образование 
КПГ, глюкоза-опосредованно и глюкоза-независимо 
снижать интенсивность флуоресценции аминокислот 
триптофан и тирозин, вызывать агрегацию и амило-
идную трансформацию БСА. Ионы прочих металлов 
проявляли данные эффекты лишь частично, в раз-
личных сочетаниях. Это позволяет выдвинуть пред-
положение о том, что в ряду ионов d-металлов, таких 
как никель (II), кобальт (II), железо (II), железо (III), 
медь (II) и цинк (II), только ионы меди (II), вероятно, 
выступают наиболее значимым фактором усиления 
амилоидной трансформации и агрегации БСА, и яв-
ляются наиболее активным катализатором образо-
вания КПГ в реакции гликирования. Таким образом, 
мы полагаем, что данный элемент является перспек-
тивной мишенью для разработки методов фарма-
кологического контроля патологических состояний, 
связанных со всеми рассмотренными процессами 
– гликированием, агрегацией и амилоидной транс-
формацией белков (поздние осложнения сахарного 
диабета, включая диабетическую энцефалопатию, 
конформационные болезни мозга и др.). 
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