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Актуальність теми. Агрегація білків, що супроводжується утворенням високовпорядкованих бета-складчатих фібрилярних структур, які звуться амілоїдами, є ключовим фактором в етіології цілої низки так званих конформаційних хвороб, включаючи хвороби Альцгеймера, Паркінсона, Хантінгтона, діабет другого типу, ревматоїдний артрит, пріонні хвороби, тощо. Все більшого експериментального обгрунтування набуває гіпотеза про те, що структурна трансформація поліпептидного ланцюга у частково згорнуту конформацію є критичною передумовою для утворення амілоїдних фібрил. In vitro, умови, сприятливі для фібрилізації, створюються шляхом зниження рН, підвищення температури, додавання органічних розчинників чи денатурантів, тощо, тоді як in vivo патологічне часткове розгортання чи згортання білка може бути наслідком мутацій, окиснювального чи теплового шоку або ж дестабілізації структури білка при його адсорбції на поверхні розділу. Саме у наявності значної кількості поверхонь розділу, утворюваних клітинними мембранами, полягає принципова різниця між ростом амілоїдів in vitro та in vivo. Ліпідний бішар, основний структурний елемент біологічних мембран, може слугувати ефективним каталізатором фібрилогенезу, забезпечуючи оточення, в якому білкові молекули приймають конформацію та орієнтацію, сприятливі для утворення білкових олігомерів, тобто для нуклеації амілоїдних фібрил. Більш того, порушення структури та функцій мембран наразі вважається одним із основних механізмів токсичної дії білкових агрегатів. З огляду на ключову роль, яку клітинні мембрани здатні відігравати в ініціації формування амілоїдних фібрил та амілоїд-індукованій загибелі клітини, проблема мембрано-опосередкованої агрегації білків є надзвичайно актуальною.
Незважаючи на значні успіхи, досягнуті у з’ясуванні ролі білок-ліпідних взаємодій в модуляції агрегаційного стану білків, цілісна система уявлень щодо детермінантів такої модуляції на цей час відсутня. До числа невирішених питань відноситься, перш за все, встановлення кореляції між конформаційною поведінкою білків і пептидів та фізико-хімічними властивостями ліпідного бішару. Численні дослідження, у яких робились спроби вирішити це питання, демонструють різноманітність та складність чинників, що контролюють процес агрегації білків у мембранних системах. Висловлюється припущення, що аніонні фосфоліпіди є головним мембранним компонентом, відповідальним за посилення фібрилізації, що було продемонстровано, зокрема, для α-синуклеїну, Aβ пептиду, амуліну, тау білка, лізоциму, транстиретину, цитохрому c, інсуліну, міоглобіну. Однак, той факт, що утворення фібрил in vitro може бути індуковане не тільки мембранами, які містять аніонні фосфоліпіди, але і бішарами із сумішей цвіттеріонних фосфоліпідів з гангліозидами, сфінгомієліном та холестерином, не дозволяють приписати здатність до індукції фібрилізації білків певному класу ліпідів.

Більш детального вивчення потребує питання щодо механізмів токсичної дії агрегованих білків на структуру мембран. Основними шляхами дестабілізації мембран патогенними агрегатами білків наразі вважаються утворення неспецифічних іонних каналів, екстракція ліпідів із бішару та їх вбудовування у білок-ліпідні агрегати фібрилярного типу. Встановлено, що деструктивний потенціал притаманний не лише олігомерним інтермедіатам, але і зрілим фібрилам. У цьому аспекті важливим є проведення порівняльного аналізу впливу префібрилярних та фібрилярних білкових агрегатів на цілісність ліпідного бішару.

Формуванню білкових ансамблів у мембранному оточенні може сприяти певне розташування молекул, що агрегують, відносно поверхні розділу ліпід-вода. Припускається, що нерівномірний розподіл заряду та дипольний момент поліпептидного ланцюга відповідають за специфічну орієнтацію білків та пептидів, зв’язаних із зарядженими мембранами. Роль мембран у фібрилогенезі може включати також варіювання частки експонованих та занурених у ліпідний бішар ділянок білкової молекули, що впливає на процес нуклеації фібрил. Важливість такого чинника, як глибина занурення у бішар, була продемонстрована, наприклад, при вивченні ліпід-індукованого фібрилогенезу α-синуклеїну, Aβ пептиду, пріонного білка та аполіпопротеїну C-III. Більш того, шляхи та кінетичні особливості мембрано-індукованого фібрилогенезу можуть суттєво відрізнятись від механізмів утворення фібрил у розчині внаслідок обмежень, які накладаються розмірністю системи, фізико-хімічними та динамічними характеристиками мембранних компонентів, колективними властивостями ліпідного бішару, тощо. Переважна більшість експериментальних підходів, що використовуються для отримання інформації щодо структури білок-ліпідних ансамблів (зокрема, рентгеноструктурний аналіз), є непридатними для мембранних систем, які характеризуються високою структурною лабільністю та анізотропією. Зважаючи на це, спектроскопічні методи, зокрема, різні модифікації методу флуоресцентної спектроскопії набувають все більшого значення при дослідженні структури білок-ліпідних систем. У цьому контексті уявляється актуальним розвиток нових методичних підходів до отримання структурної інформації стосовно білкових агрегатів, що формуються на ліпідній матриці.
Не до кінця вирішеною залишається проблема коректного детектування фібрилярних агрегатів білків. Традиційні методи ідентифікації амілоїдів (зокрема, за допомогою барвників Тіофлавіну Т та Конго Червоного) виявляються недостатньо специфічними при вивченні мембранних систем, де частка амілоїдних агрегатів зазвичай досить низька і здатність барвників формувати комплекси з ліпідами може призвести до помилкового позитивного результату. У зв’язку з цим, існує нагальна потреба у розвитку нових методологій детектування амілоїдів та пошуку флуорофорів, яким притаманна висока селективність до фібрилярних агрегатів мембранозв’язаних білків.

Відкритим є також питання стосовно структурної реорганізації амілоїдних фібрил на ліпідній матриці. До теперішнього часу основні зусилля вчених були спрямовані на характеризацію мембранотропної активності амілоїдогенних білків та пептидів, однак механізми впливу ліпідів на конформацію фібрил залишаються невизначеними. До того ж, наявність різних поліморфних форм фібрилярних агрегатів дозволяє поставити питання щодо існування кореляції між їх морфологією та мембрано-деструктивним потенціалом. Дати відповідь на усі вищеозначені запитання виключно важливо не тільки для більш глибокого розуміння молекулярних основ конформаційних хвороб, але і для розробки ефективних стратегій для їх запобігання та лікування.
Метою даного циклу робіт було встановлення ролі білок-ліпідних взаємодій в модуляції агрегаційної поведінки білків. Для досягнення цієї мети було проведене всебічне дослідження модельних білок-ліпідних систем, що містили штучні мембрани (ліпідні моношари, бішари на підложці та везикули), та білкові молекули, які відрізняються за фізико-хімічними, структурними та агрегаційними властивостями. Використання такого роду систем дозволило імітувати процеси, які протікають у клітинах організму на різних стадіях амілоїдогенезу.
Об’єктом дослідження були комплекси модельних ліпідних мембран з білковими ансамблями лізоциму, цитохрому с та ряду мутантів N-термінального (залишки 1-83) фрагменту аполіпопротеїну А-І (апоА-І 83) різного ступеню олігомеризації. Модельні мембрани були представлені ліпідними моношарами, бішарами на підложці та ліпосомами. Основними ліпідними складовими модельних мембранних систем були цвіттеріонний ліпід фосфатидилхолін (ФХ), аніонні ліпіди фосфатидилгліцерин (ФГ), фосфатидилсерин (ФС), кардіоліпін (КЛ) та стерол холестерин (Хол). У якості молекул-репортерів використовували широкий спектр флуоресцентних зондів, флуоресцентно-мічені білки та ліпіди.
Методи дослідження включали різні модифікації методу стаціонарної та часороздільної флуоресцентної спектроскопії (метод флуоресцентних зондів, індуктивно-резонансний перенос енергії (ІРПЕ), гасіння власної флуоресценції білків, часороздільний ІРПЕ та ІРПЕ з імпульсним затриманим збудженням), спектрофотометрія, флуоресцентна, електронна та атомно-силова мікроскопія, метод моношарів Ленгмюра, динамічне світлорозсіяння, методи комп’ютерного моделювання та молекулярної динаміки. Для обробки даних використовували нелінійну оптимізацію, чисельні розрахунки та методи математичної статистики.
В результаті проведених досліджень було:

· розроблено нову методологію структурної характеризації фібрилярних білкових агрегатів на основі аналізу ефективності індуктивно-резонансного переносу енергії між амілоїд-специфічними флуоресцентними зондами;

· розвинуто новий підхід до отримання якісної та кількісної інформації щодо процесу олігомеризації білків у мембранному оточенні на основі комбінованого застосування методів стаціонарного і часороздільного міжмолекулярного переносу енергії та визначені параметри олігомеризації лізоциму;

· встановлена кореляція між інтегральними фізичними характеристиками ліпідного бішару та ступенем олігомеризації мембранозв’язаних білків;

· за допомогою низки методів, включаючи метод флуоресцентних зондів, ІРПЕ, гасіння власної флуоресценції білків та метод моношарів Ленгмюра, з’ясувані молекулярні механізми модифікації структурно-динамічних та фізико-хімічних властивостей ліпідного бішару під дією фібрилярних інтермедіатів та зрілих фібрил лізоциму, цитохрому с та N-кінцевого фрагменту аполіпопротеїну А-І;

· ідентифіковані різні поліморфні форми амілоїдних фібрил N-кінцевого фрагменту аполіпопротеїну А-І, охарактеризовані їх еластичні властивості та встановлений зв’язок між морфологією фібрил та характером їх взаємодій з модельними мембранами;

· розвинуто методичний підхід до аналізу структурної трансформації амілоїдних фібрил на ліпідній матриці; 

· використовуючи сукупність методів комп’ютерного аналізу, зокрема, метод молекулярної динаміки та алгоритми аналізу амінокислотної послідовності білків, ідентифіковані агрегаційні ділянки ряду білків та пептидів та досліджена роль мембранного оточення в утворенні їх агрегаційно-компетентної конформації.

Наукова новизна отриманих результатів

· Вперше на основі аналізу ІРПЕ між амілоїд-специфічними флуоресцентними зондами визначені структурні характеристики амілоїдних фібрил лізоциму – молекулярний об’єм мономерних субодиниць та фрактальну розмірність фібрилярних агрегатів.

· За допомогою часородільного ІРПЕ вперше отримана кількісна інформація щодо олігомеризації лізоциму на ліпідних бішарах з різним поверхневим електростатичним потенціалом. Вперше проведене вимірювання мономолекулярного ІРПЕ з імпульсним затриманим збудженням у білок-ліпідних системах. Запропоновано структурну модель олігомерів мембранозв’язаного лізоциму.

· На основі глобального аналізу даних ІРПЕ отримана нова інформація стосовно взаємодії конформаційно-модифікованих мономерів цитохрому с з модельними ліпідними мембранами. Визначені термодинамічні та структурні параметри асоціації білка з двома типами центрів зв’язування на ліпідному бішарі. Вперше проведено аналіз даних ІРПЕ у цитохром с – ліпідних системах в рамках алгоритму Монте-Карло.

· Вперше методом флуоресцентних зондів досліджена модифікуюча дія амілоїдних фібрил лізоциму та N-термінального фрагменту аполіпопротеїну А-І на молекулярну організацію модельних ліпідних мембран. Отримані докази на користь дефрагментації ліпідного бішару під впливом фібрилярних варіантів аполіпопротеїну А-І.

· Вперше методом атомно-силової мікроскопії ідентифіковані дві поліморфні форми амілоїдних фібрил N-термінального фрагменту аполіпопротеїну А-І. Розраховані механічні параметри (модуль Юнга, персистентна довжина, жорсткість при вигині) фібрилярного білка у конформаціях закрученої стрічки та спіральної стрічки. Вперше проведено дослідження впливу морфології фібрил на характер їх взаємодії з ліпідними мембранами. Вперше методом ІРПЕ отримані докази реструктуризації амілоїдних агрегатів N-термінального фрагменту аполіпопротеїну А-І на ліпідній матриці.

· З використанням алгоритму комп’ютерного моделювання CreateFibril вперше побудовані структурні моделі амілоїдних фібрил пептидів лізоциму, аполіпопротеїну А-І та Aβ-пептиду, що відрізнялись кутом закручування. Проведена оцінка стабільності модельних фібрил та ідентифіковані найбільш енергетично вигідні поліморфи.
· Вперше методом молекулярної динаміки проведено дослідження комплексів лізоциму, N-термінального фрагменту аполіпопротеїну А-І та цитохрому с з ліпідними бішарами різного складу. Отримана принципово нова інформація щодо ролі мембран в утворенні ранніх інтермедіатів фібрилярних ансамблів білків. Запропоновано нову модель нуклеації амілоїдних фібрил лізоциму на ліпідній матриці.
Практичне значення отриманих результатів. Експериментальні та теоретичні результати, отримані у даній роботі, важливі для поглиблення уявлень щодо молекулярних механізмів утворення фібрилярних агрегатів білків та їх структурних інтермедіатів на границі розділу ліпід-вода, а також стосовно мембрано-модифікуючої дії агрегованих білків.

Охарактеризовані у роботі нові амілоїд-специфічні флуоресцентні зонди можуть бути застосовані при створенні біосенсорних систем для ранньої діагностики конформаційних хвороб, а також для вивчення структурних особливостей амілоїдних фібрил та скрінінгу інгібіторів амілоїдогенезу.
Отримані дані щодо модифікуючого впливу фібрилярних агрегатів на структурно-динамічний стан ліпідних мембран важливі для попередження цитотоксичної дії амілоїдних фібрил, яка реалізується на рівні мембран та розвитку нових стратегій пошуку анти-амілоїдних лікарських препаратів.

Розроблені у роботі методичні підходи до диференціації різних стадій фібрилогенезу та структурної характеризації білкових агрегатів, а також комплекс комп’ютерних програм можуть бути застосовані для моніторингу процесу утворення амілоїдів у водній фазі та на ліпідній матриці.

Кількісна інформація стосовно механічних властивостей амілоїдних фібрил може бути використана при створенні нових біосумісних наноматеріалів на основі білкових агрегатів для різноманітних біомедичних застосувань.
Цикл наукових праць включає 112 публікацій, серед яких:

· 2 розділи у колективних монографіях видавництв Springer та Nova Science;

· 30 статей у журналах, що входять до міжнародних наукометричних баз даних (Вiophysical Journal, Biochimica et Biophysica Acta, Journal of Structural Biology, Advances in Protein Chemistry and Structural Biology, Journal of Fluorescence, Biophysical Chemistry, Journal of Physical Chemistry B, Chemistry and Physics Letters, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, Journal of Photochemistry and Photobiology B, Journal of Photochemistry and Photobiology A, Cell and Molecular Biology Letters)
· 18 статей у вітчизняних журналах;

· 60 тез доповідей на вітчизняних та міжнародних конференціях;

· 2 патенти України.

Cумарний імпакт-фактор цих публікацій складає 63.38, загальний індекс цитувань складає 333 згідно з Google Scholar та 271 згідно з базами даних Scopus, h-індекс –7. 
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