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В настоящем исследовании было обнаружено, что растворимая форма амилоида бета (рАр) в
плазме крови и спинномозговой жидкости (СМЖ) здоровых доноров ассоциирована с липопротеина-
ми очень высокой плотности (ЛПОВП). Это было доказано: в плазме крови - иммунопреципитацией
А(3 из ЛПВПЗ и ЛПОВП; в СМЖ — иммуноблот-анализом, высокоэффективной жидкостной гель-
фильтрацией и иммуноэлетронной микроскопией. Полученные данные позволяют заключить, что рАр
в биологических жидкостях организма транспортируются в составе ЛПВП.

Отложения специфического белка амилоида бета (АВ) в виде амилоидных фибрилл
в ткани и сосудах мозга составляют один из основных морфобиохимических признаков
болезни Альцгеймера (БА), синдрома Дауна и старческого слабоумия (деменции). При-
обретенная или наследственно предрасположенная, БА является наиболее частой фор-
мой человеческого амилоидоза и главной причиной деменции, которой страдают 5-10
% населения в возрасте старше 65 лет [1] и до 20 % населения старше 80 лет. По
данным С. И. Гавриловой [2], на территории бывшего СССР сенильные деменции
составляют 7,6 % от всех впервые зарегистрированных в психоневрологическом дис-
пансере больных позднего возраста.
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Ар состоит из 39-43 аминокислотных остатков. Он является протеолитическим про-
дуктом своего предшественника — трансмембранного гликопротеина, ген которого
локализован на 21 хромосоме [3]

В течение длительного времени полагали, что Ар является исключительно патологи-
ческим белком, однако в 1992 году Ар был обнаружен в плазме крови и спинномозго-
вой жидкости (СМЖ) не только больных, но и здоровых людей и в секретах многих
клеточных линий в нормальной, растворенной, а не агрегированной форме [4, 5, 6].
Стало ясным, что Ар является нормальным белком организма. Компьютерный анализ
Ар показывает, что это чрезвычайно гидрофобная молекула, склонная к агрегации и
полимеризации Что же тогда предотвращает полимеризацию растворимой формы Ар и
удерживает его в нативной филологической конформации?

Синтетические пептиды, гомологичные Ар легко образуют амилоидные фибриллы
в воде и физиологических растворах [7, 8, 9, 10]. Эти же синтетические пептиды при
инкубации со спинномозговой жидкостью фибриллы не образуют, но полимеризуются
при инкубации с ультрафильтратом (11). На основании этого простого эксперимента
было сделано предположение, что рАр может быть связан с неизвестными на сегодня
макромолекулами плазмы и СМЖ, которые поддерживают его в растворенной форме.

Ранее в экспериментах in vitro было показано, что синтетические Ар пептиды взаи-
модействует с al-антихимотрипсином, витронектином, а также с аполипопротеина-
ми (апо) J, А-1 и Е [12, 13, 14, 15, 16, 17, 18] Поскольку вышеуказанные апобелки
входят в состав липопротеиновых частиц, то целью настоящей работы явилось иссле-
дование ассоциации рАр с липопротеинами (ЛП) плазмы крови и спинномозговой
жидкости (СМЖ).

Методика. Забор крови осуществляли у нормальных доноров натощак в пробирки,
содержащие 1 мг/мл ЭДТА [19]. Плазму получали путем центрифугирования цельной
крови при 2500 об/мин в течении 15 мин. Супернатант отбирали и добавляли PMSF до
конечной концентрации 1 мМ

Спинномозговая жидкость нормальных доноров была получена из Клинической
лаборатории Нью-йоркского Медицинского Центра/

Синтетический пептид Ар 1-40 был синтезирован твердофазным методом в Йельс-
ком Университете, США. Препарат синтетического пептида очищали обратно-фазной
высокоэффективной жидкостной хроматографией (ВЖХ) на колонке Видак С4 Элю-
цию проводили линейным градиентом 20-80% ацетонитрила в 0,1% трифторуксусной
кислоте при скорости потока 1,0 мл/мин. Синтетический пептид Ар 1-40 биотинилиро-
вали с использованием Сульфо-ИНБ-Биотина (Пирс, США) согласно следующему
протоколу: 1 мг Ар1-40 растворяли в 1 мл 50 мм бикарбоната Na, pH 8,5, содержащем
30% ацетонитрила. Затем добавляли 0,32 мг Сульфо-ЬШБ-Биотина и смесь инкубиро-
вали в течение 2 ч при 4°С при вращении на мешалке Для удаления не прореагировав-
шего биотина реакционную смесь центрифугировали при 1000 х g в течение 30 мин в
микроконцетраторе Центрикон Зтм 3,000 (Амикон, США), после чего надосадочный
материал разбавляли 150 мМ NaCl и 10 мМ Tris (TBS), pH 7,4, содержащем 30%
ацетонитрила. После двух центрифугирований в аналогичных условиях биотилирован-
ный пептид лиофилизовали в аликвотах и хранили при -70°С.

Липопротеины (ЛП) плазмы крови/СМЖ выделяли методом препаративного ульт-
рацентрифугирования [19] и в роторе фирмы Beckman Ti 50,2. Все центрифугирования
проводили при 16°С и скорости 45 тыс. об/мин; плотности препаратов на каждом этапе
доводили сухим КВг по расчетной формуле, опубликованной ранее [19] Сначала плаз-
му подвергали ультрацентрифутированию при ее исходной плотности 1,0063 т/мп (d).
Через 16 ч флотирующий слой липопротеинов очень низкой плотности (ЛПОНП)
отбирался, а инфранатант или цельная СМЖ доводились до плотности 1,063 г/мл и
центрифугировались повторно в течение того же времени, давая флотирующий слой
ЛП низкой плотности (ЛПНП) в случае плазмы и фракцию ЛПОНП+ЛПНП в случае
СМЖ. Инфранатант собирали, доводили до плотности 1,125 г/мл и центрифугировали
в течение 20 ч, получая флотирующие ЛП высокой плотности 2-ого подкласса (ЛПВП2).
Последующими центрифугированиями в течение 40 ч получали ЛП высокой плотнос-
ти 3-его подкласса (ЛПВПЗ; d 1,21 г/мл) и ЛП очень высокой плотности (ЛПОВП;
d 1,25 г/мл), и инфранатант — избавленную от ЛП плазму (ИЛПП) или избавленную
от ЛП СМЖ (ИЛП-СМЖ). Все полученные фракции диализовали против TBS рН 7,4,
содержащего 1 мМ ЕДТА и хранили при 4°С до использования в экспериментах.
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Определение содержания общего белка осуществляли методом Бредфорда, исполь-
зуя реагент фирмы; Bio-Rad (США) В качестве стандартов использовали 2 мг/мл ра-
створ бычьего сывороточного альбумина (БСА) от фирмы Пирс, США. Содержание
холестерина и триглицеридов в ЛПВП СМЖ и ИЛП-СМЖ измеряли калориметричес-
ки, используя коммерческие киты. Содержание неэтерифицированного холестерина и
фосфолипидов определяли по уже известным методикам [20, 21]. Липидные стандарты
и стандарты холестерина были от фирмы Sigma (США). Измерение содержания белка и
всех липидов осуществляли на 96 луночных микропланшетах (Dinatek). Данные пред-
ставлены как среднее значение семи измерений с указанием стандартной ошибки

Аликвоты ЛП СМЖ из 12 мл начального объема СМЖ подвергали ВЖХ методом
гельфильтрации на колонке Суяероза 6/60 (Pharmacia, США). Колонку уравновешива-
ли и элюцию проводили буфером, содержащем 150 мм NaCl pH 7,3 и 1 мМ ЭДТА со
скоростью потока 0,2 мл/мин с системным давлением 60-72 Psi и длине волны детек-
тора 214 нм. В качестве стандартов использовали стандарты молекулярных масс для
гельфильтрации (Sigma, США). Каждую фракцию, сошедшую с колонки диализовали
против воды и лиофилизовали.

Для электронной микроскопии (ЭМ) аликвоты всех полученных ЛП фракций СМЖ
и ИЛП-СМЖ диализировали против 5 мМ Na2(CO3)2 и 1 мМ ЕДТА в микродиализа-
торе (Реагее, США) с диализной мембраной с размером пор 1 кДа, после чего 15 мкл
каждой фракции наносили на электронно-микроскопические решетки (400 ячеек на
решетку) и инкубировали в течение 2 мин. Удержанный на решетках материал фикси-
ровали водным раствором 2% фосфотунгстата, рН 7,3 в течение 2 мин. Визуализирова-
ли материал в электронном микроскопе Цейса при 80 kV [22J.

В случае иммуноэлектронной микроскопии (И-ЭМ) обработку различными реаген-
тами осуществляли последовательным переносом ЭМ-решетки из одного раствора в
другой. Сперва решетки с нанесенным на них материалом подвергали забивке неспе-
цифических сайтов в течение 1 ч при комнатной температуре 0,5% БСА и 0,1% желати-
ном в растворе TBS, рН 7,4, после чего инкубировали в течение 30 мин с поликло-
нальными анти-Ар антителами (SGY3160) [23]. После инкубации с первичным антите-
лом ЭМ-решетки промывали в том же буфере, содержащем 0,05 % Твин-20 (TBS-T) и
далее инкубировали 30 мин с Протеином А, коньюгированным с частицами золота
диаметром 10 нм (Амершам, разведение 1:50) в TBS, рН 7,4, содержащим 0,5 % БСА
и 0,1 % желатина. Процедуру завершали отмыванием в TBS-T в течение 10 мин, а
затем в TBS, после чего материал фиксировали 2% фосфотунгстатом натрия и визуа-
лизировали в электронном микроскопе.

Для иммунопреципитации и иммунодетекции белков на мембранах использовали
следующие антитела в разведении 1:500: поликлональные анти-Ар SGY3160 и SGY2134,
анти-Ар 1-28 [24], анти-а1-антихимотрипсин, анти-SAA (Кальбиохем, США) и анти-
anoA-IV (Кортекс Биохем, США) и моноклональные: анти-Ар (6Е10) [14], анти-р
цепь anoJ (IF12) [25], анти-апоЕ, анти-апоА-1.

Для иммунопреципитации в денатурирующих условиях 40 мг каждой фракции ЛП
плазмы (2 мг в случае ЛП фракций, содержащих биотинилированный синтетический
пептид Api-40) и 200 мг ИЛПП или 5 мг ИЛП СМЖ из 14-15 мл начальной СМЖ,
смешивали с 5 х РИПА буфером (1:5 по объему), содержащим 150 мМ NaCl/ 50 мМ
Tris/HCl, рН 8,0/ 1,0%, ТритонаХ-100/ 0,5 % холиевой кислоты/ 0,1 % SDS/ 5 мМ,
ЭДТА, после чего объем всех фракций доводили однократным РИПА до конечного
объема 14 мл. Для иммунопреципитации использовали смесь из следующих ингибито-
ров протеаз в конечных концентрациях: 1 мМ PMSF, 1 мкг/мл леупептина, 0,1 мкг/мл
пепстатина и 1 мкг/мл Na-p-тозил-Ь-лизин хлорометил кетона. В качестве положи-
тельного контроля использовали 50 нг синтетического Ар 1-40, который в объеме 14 мл
РИПА иммунопреципитировали с анти-Ар1-28 Иммунопреципитацию при неденату-
рирующих условиях проводили в TBS, рН 7,4, содержащем указанные выше ингибито-
ры протеаз. После добавления антител и 50 мкл Протеин G-Сефарозы, реакционную
смесь инкубировали при 4°С в течение 12 ч при постоянном перемешивании, затем
гранулы Протеин G-Сефарозы осаждали низкоскоростным центрифугированием и
отмывали четыре раза с TBS, рН 7,4. Избавленная от ЛП плазма и цельная СМЖ перед
добавлением любого антитела инкубировалась со 100 мкл Протеин G-Сефарозы в те-
чение 3 ч при 4 °С для удаления содержащихся в плазме крови и СМЖ иммуноглобу-
линов.
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Аликвоты каждой ЛП фракции и иммунопреципитированные белки разделяли на
Трис/Трициновым/SDS 10% и 14% полиакриламидном геле (ПААГ) электрофорезе в
редуцирующих условиях (200 мМ дитиотриетола), после чего осуществляли электропе-
ренос на Иммобилон Р мембраны в течение 2 ч при 400 мА в З-циклогексил-амино-1-
пропанесульфо-кислотном (Aldnch, США) буфере, рН 11,0, содержащим 10% мета-
нола. Мембраны забивали TBS, содержащим 5% БСА и инкубировали с различными
антителами в течение ночи при 4°С Вторичные анти-мышиные или анти-кроличьи
антитела использовали в разведении I1 3,000 в буфере, содержащем 150 мМ NaCl/50
мМ TrisHCl, рН 7,4, 0,3% Твин20, 0,3% БСА и 10% глицерина. В случае визуализации
биотинилированного синтетического АЫ-40, мембраны, после забивки, инкубирова-
ли со стрептави/щном, коньюгированным с перс&сидазой хрена (разведение 1 700)
Флуорограммы 'готовили с использованием хемилюминисцентного реагента фирмы
DuPont, США согласно инструкциям фирмы.

Результаты и обсуждение. Наше предположение об ассоциации амилоида р с ли-
попротеиновыми частицами в нормальной плазме крови и СМЖ основывалось на ра-
нее полученных результатах экспериментов in vitro о взаимосвязи синтетических ана-
логов Ар с аполипопротеинами J, A-I, Е, которые являются белковыми компонента-
ми липопротеинов.

Для in vitro экспериментов мы использовали плазму крови здоровых доноров, пре-
динкубированную с биотинилированным синтетическим пептидом Ар 1-40 (2 мкг Api-
40 на 20 мл плазмы). Далее методом ультрацентрифугирования из плазмы были выде-
лены различные классы ЛП: ЛПОНП, ЛПНП, ЛПВП2, ЛПВПЗ, ЛПОВП Все полу-
ченные фракции были охарактеризованы иммуноблот-анализом с антителами против
различных апобелков, специфических для различных классов ЛП (Таблица 1). Обнару-
жение биотинилированного пептида осуществляли денатурирующей иммунопреципи-
тацией всех фракций с антителами анти-Ар1-28 против Ар с последующим гельэлект-
рофорезом и иммуноблот-анализом со стрептавидином (Рис 1) Биотинилированный
Ар был обнаружен в ЛПВПЗ (линия 5) и ЛПОВП (линия 6) и в меньших количествах
в ЛПВП2 (линия 4) В качестве положительного контроля использовали небиотинили-
рованный синтетический пептид Ар 1-40 (линия 7), иммуноокрашенный с монокло-
нальными антителами против Ар(6Е10) Данный результат свидетельствует, что при
инкубации с плазмой крови синтетический пептид Api-40 перераспределяется в ли-
попротеины высокой плотности, что предполагает наличие такого взаимодействия в
случае природного рАр

Для проверки этого предположения ЛП, выделенные из плазмы крови и плазму
свободную от ЛП подвергали неденатурирующей иммуннопреципитации с поликло-
нальными анти-Ар (SGY2134) антителами Полученные и мму но преципитаты анализи-
ровали гельзлектрофорезом и иммуноблот-анализом с моноклональными анти-Ар 4G8
антителами (Рис.2) Как и синтетический пептид в экспериментах in vitro, природный

to

(4

Рис 1 Иммунопреципитация биотинилированного синтетического пептида Api-40 из
различных фракций липопротеинов плазмы крови здоровых доноров

1 — плазма, избавленная от ЛП, 2 — ЛПОНП, 3 — ЛПНП, 4 — ЛПВП2, 5 —ЛПВПЗ,
6 — ЛПОВП, 7 — 50 нг небиотинилированного синтетического пептида Apl~40, M — маркеры

мол масс, кДа
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Гни ища 1
Иммунохимичеекая характеристика очищенных липопротеинов плазмы крови (а) и спинномозговой жидкости

(б) здоровы* доноров

Аполипопротеины
ЛП плазмы А ! А-И A-IV В С И Е ' J САА рАр1

ЛПОНП + +
ЛПНП - -* - ++ -
ЛПВП2 ++ ++ - ±
ЛПВПЗ
ЛПОВП

б ) _
ЛПСМЖ

ЛПОНП+
лпнп
ЛПВП2
лпвпз
лповп

Примечание Присутствие каждого аполипопротеина в каждой из Л П фракции выражали относите чьно его
содержания в других ЛП фракциях

1 2 3 4 5 6

Рис 2 Иммунопреципнтация pAp" чз ЛПВГИ + ТПОВП т а ч ч ы крори чдоровых тючец
1 - ЛПОНП, 2 - ТПНП 3 - ЛПВП2, 4 - ЛПВПЗ + ЛПОВП 5 - юбавпенна* от ЛП

тазма 6 — 25 нг синтетического пептида

Ар бьи обнаружен в ЛПВПЗ и ЛПОВП 'Рис 2, тиния 4i и огсутствовл вп фракциях
ТПОНП ЛПНП и ппазме, избавленной от типопротеинов tPm 2) UidK ь кллзмс-
ГрОВП оД^рОБЫ ЛОН^р^Е р-\[_ сГГ OtU'Lirne " (I ( ч е т ин IM ' .ь к > т , i

Ассоциация рАр t ЛПВП в (i/tdjMc предполагает ьиЗмолн>ю связь рАр с лппопрсте
инивыми частицами и в сшшночкъговон АИДКОСП. Разти'гныс !„т,сс1' гчпопр^темчое
СМЖ выдетяли метолем препаративного ультрацентрпфугирмвинмя qpi-j щ т н о п ч у
njiiiri4ib(A ii 1ч ьыдс 1сЬия Г!П nidjMbi С ц^лью ларамеристцки разли'и ь:е фра; цчч 1П
СМЖ были иазделены электрофорезом Б П\АГС Окраска K^iacn выяви ri? '-УОДНЫ



белковый состав ЛПВП2, ЛПВПЗ и ЛПОВП (Рис За) Иммуноблот-анализ с антитела-
ми против различных аполипопротеинов, в том числе А-1, A-II, A-IV, В, С П Е, и
САА показал распределение апобелков в каждом фракции ЛП (Таблица 26)

Во фракции с плотностью 1,063 г/мл обнаруживались лишь следовые количества
апоА-1, anoA-IV и апоЕ и отсутствовал апоВ Остальные три фракции ЛПВП2, ЛПВПЗ
и ЛПОВП содержали в основном апоА--! (28 кДа) и апоЕ (34кДа), и в меньшем коли-
честве ИП°С 6̂ 8 КДз^ '~^112г*"ЖеНКЫ? ^^.^'ТЧИТ I! ^ОДе^Ч^З-К!'!' fSô T-̂  »* .л^^гтроттг.тлтуи'̂
аполипопротеинов свидетельствуют о специфичности разделения фракций ЛПВП СМЖ
на ЛПВП2, ЛПВПЗ и ЛПОВП В отличие or ЛП фракций, избавленная от липопроте-
инов СМЖ содержала только свой специфический белок al-антихимотрипсин

•роС-И

Рис 3 Электрофорез в полиакриламидном геле (а) и иммуноблот-анализ с антителами против
Ар (б) различных фракции лшюпротеинов СМЖ

1 - ЛПОНП +ЛПНП, 2 - ЛПВП2, 3 -ЛПВПЗ, 4 - ЛПОВП 5 - избавленная отЛП СМЖ,
6—10 ш синтетического пептида А[31-40 В кДа указаны маркеры мол масс

Белково-липидныи состав ЛПВП СМЖ
Таблица 2

Белок Фосфолипиды Холестерин Тригшцер/дь

Концешра ция мкг/мл е цельной СМЖ

393+0 3

382

3 58+0 24 192+0 48*

Весовой процент

348 18 8

0 847+0065

82

Процент свободного холегтерина составит 1̂ 35°с

Следует отметить, что хотя липопротеины спинномозговой жидкости изучены не-
достаточно, наши рез>льтаты согласуются с немногш-щ имеющимися а литературе
данными [26, 27, 28, 29] Так, Borghini и др методом аффиннупгшои хроматографии
показали существование трех различных подклассов ЛПВП СМЖ, оттичающихся друг
от друга по содержанию апоА-1. апоЕ, anoJ, anoA-IV и anoD [26] Roheim и др обнару-
жили, что нормальная СМЖ не содержит diioB и что cinoA-i и агюЕ яьчинло! основ-
ными аполипопоотеинами СМЖ [291
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С целью выявления рА в ЛП СМЖ, фракции липопротеинов, выделенные из 6 мл
цельной СМЖ, анализировали иммуноблотом с моноклональными антителами про-
тив Ар (6Е10), выявившем наличие рА преимущественно в ЛПВПЗ и ЛПОВП (Рис.36,
линии 3 и 4, соответственно). СМЖ, избавленная от липопротеинов (70 мкг по белку,
представляющую 200 мкл цельной СМЖ) не содержала Ар, что было доказано имму-
ноблот-анализом (Рис 36, линия 5) и иммунопреципитайией 5 мг СМЖ, избавленной
от липопротеинов (соответствующую 14-15 мл начальной СМЖ).

Присутствие рАр в ЛПВПЗ было подтверждено анализом N-концевой аминокис-
лотной последовательности белка, по электрофоретической подвижности соответству-
ющего синтетическому пептиду А1-40, использованного как контроль (Рис 36, ли-
ния 6) Полученная последовательность DAEFRXDXG совпадала с N-концевой ами-
нокислотной последовательностью Ар.

Для подтверждения ассоциации рАр липопротеинами СМЖ, фракции ЛПВПЗ и
ЛПОВП подвергались высокоэффективной жидкостной хроматофафии в нативных
условиях на гельфильтрационной колонке (Рис. 4). Полученные хроматофафические
фракции анализировали иммунохимически с антителами против различных апобел-
ков: A-I, А-П, A-IV, Е, САА; все эти аполипопротеины были выявлены во фракции с
молекулярной массой 200 кДа. Эта же фракция обнаружила иммунореактивность с
антителами против Ар. Таким образом, рАр в нормальной СМЖ связан с высокомоле-
кулярными липопротекновыми комплексами с молекулярной массой 200 кДа

Рис 4. Профиль гельфильтрации высокоэффективной жидкостной хроматографии
липопротеинов СМЖ.

Сплошная линия — ЛПВПЗ, пунктирная линия — ЛПОВП, наверху указано положение
стандартов мол. масс

Вставка — иммуноблоттинг ЛПВПЗ с анти-АР антителами; стрелкой показано положение
мономерной формы рАр.

Ассоциация рАр с ЛПВПЗ и ЛПОВП была подтверждена и на ультраструктурном
уровне непосредственной визуализацией эпитопов Ар на поверхности липопротеино-
вых частиц. Методом ЭМ было показано, что большинство Ар-ассоциированных ли-
попротеиновых частиц были сферическими с диаметром 16,8±3,2 нм (п=100). Иммуно-
электронная микроскопия с использованием поликлональных антител SGY3160 про-
тив Ар и последующей реакцией с протеином А, коньюгированного с микрочастица-
ми золота, выявила ассоциацию рАр с ЛПВП (Рис.5А). В качестве контроля использо-
вали нормальную кроличью сыворотку (Рис.5В). Специфичность иммунной реакции
была подтверждена также преабсорбцией антител с избытком синтетического пепти-
да Ар 1-40 вследствие чего микрочастицы золота на поверхности липопротеиновых ча-
стиц не обнаруживалась (Рис.5С).

Таким образом, наши результаты показывают, что в плазме крови и спинномозго-
вой жидкости здоровых доноров рАр связан с липопротеинами, главным образом с
ЛПВПЗ и ЛПОВП.
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Рис 5 Иммуноэлектронная микроскопия ЛПВПЗ СМЖ

а — ЛПВПЗ, инкубированные с анти-AfJ антителами с последующей реакцией с Протеин А-
золотом (10 нм), в — нормальная кроличья сыворотка, с —преабсорбция антитет с избытком

синтетического пептида А[31-40

Важно отметить, что в литературе высказывается предположение о возможности
транспорта липопротеиновых частиц или аполипопротеинов из плазмы в СМЖ [40]
Если это предположение верно, то наличие рАр в липопротеинах СМЖ можно объяс-
нить его транспортом из плазмы Недавно проведенные in vivo эксперименты на мор-
ских свинках свидетельствуют в пользу последнего [31] Так, бьно обнаружено, что
синтетический пептид Api-40, также как и anoJ может проникать через гемаю-энце-
фалическии барьер, что предполагает существование такой системы их транспорта [40]

Анализ белково-липидного состава ЛП СМЖ выявил интересные закономерности
ЛПВП содержали всего лишь 1% общего белка СМЖ и все ее липиды фосфолиииды,
холестерин и триглицериды (Таблица 3) Эти данные предполагают важность лииидно-
ю окружения в обеспечении физиологической конформации Ар Однако в экспери-
ментах по иммунопреципитации фракций ЛПВПЗ и ЛПОВП плазмы с анти-Ар SGY2134
антителами вместе с амилоидом р копреципитировал целый ряд апобелков
(Рис 6, линия 6) Два основных из них были представлены аполипопротеинами A-I
(мол, масса 28 кДа) и 1 (мол масса 38 40 кДа), согласие ^чалмзу N корцен^г! °миио
кислотной последовательности соответствующих белковых полос Это может отражать
взаимодействие рАр и с АпоА-I, и с AnoJ в составе ЛПВП и таким образом объяснить
факт иммунопреципитации рАр из цельной СМЖ антителами против AnoJ [7] Однако
общий пагерн неденатурируюшеи иммунопреципитации (Рис 6, тания 6) позволяет
предположить, что ко-преципитация апоА-I, anoJ и других минорных не идентифици-
рованных апобелков с анти-Ар антителами может отражать специфическое осаждение
определенного пула ЛПВП частиц, содержащих и АпоА-I, и AnoJ, и рАр

Ассоциация ЛПВП плазмы и СМЖ с рАр не тотько поднимает вопрос о важности
липидов в обеспечении нативных конформационных свойств последнего, но и ставит
вопрос о его участии в метаболизме липидов Подтверждением лому —наше недавнее
исследование (20), выявившее ингиоирующии ^ ф е м синтешче^кич лр аешидиа на
этерификацию холестерина плазмы крови здоровых доноров, катализируемую еще одним
компонентом ЛПВП, ферме;:то\: ~гц::т:гк \пестер:::: ацгт траксферазс;*

Следует отметить, что всем щобеткам присуще свойство амфипатичногти счел-
ствием чего является взаимодействие гидрофобных участков их молекул с чипилами в
частности с неполярньши хвостами фосфолипидов и свободным холестерином, а так
же с гидрофобными участками чругих апобелков В работе Soreghan и по было предпо-
ложено что Ар как и апобепки, явпяется амфипатическои молекулой |32| Этот вывод
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может служить структурной основой взаимодействия А(3 с пипопротеинами Одним из
LBOHCTB все\ амфиплтпчных мсиек\п чвтчетсч их высокая тенденция i по шчерпзл
ции, что составляет основу фпбриллогенеза Интересно заметить, что пишенные ли-
пиднию окружения апобслки легко афегируют и попшсризунлхя [33 14, 35 36, 37]
'Что ставит вопрос о важности типидного окружрнич в поддержании и дпобеткор ч
рАр в физиологической растворенной, а не агрегированной форме

Существование определенной взаимосвязи между лигюпротеинами и амилоидоге-
незом известно давно Так в ранее опубликованных работах было продемонстрирова-
но, что сывороточный амилоид А находится в составе ЛПВП как апочипопротеин [ЗЬJ
Продукт ею деградации амитоид А (АА1 являющийся основным бепком амилоидных
фибрилл при вторичных амилоидозах [33], также был обнаружен в ЛПВП [34] Другие
аполипопротеины, в частности апоА-I, апоЕ и апо А-П также могут образовывать
амилоидоподобные фибри шы [39 35, 36 39] Наличие рАр в ЛПВП плазмы крови и
спинномозговой жидкости здоровых доноров продемонстрированное в настоящем
исследовании, может отражать существование общих механизмов амилоидогенеза апо-
белков, АА и Ар, и открывает перспективу для исследования ЛПВП как нои-пслеи
амилоидогенных молекул

М „1

-AnoJ

-AnoA-l

Рис 6 Копреципитация anoJ и апоА I из ЛПВШ + ЛПОВП с антитеаами против А((
1 - 1П0КП 2 — 1ПНП ^ - аПБП2 4 — избавленная ит ЛП м UUM s " -ТПБП' 1ПОЕП

М — маркеры мол масс, кДа

Обнаружение рАр ь составе липопротеинов высокой плотности плсиме крови и
СМ,* доказывает "то в биотогичеекпх средах организма рАр циркучируег в составе
липопро1еинивы\ частиа Эти липидно-белковые комтексы по всей видимости, и
представляют для рАр окружение необходимое для поддержания его в растворимой
фИ1ИО lUtilScCi^Oli KuHфOpvidЦHИ

Настоящее исстедованпе -ластично финансировалось грантами Наш^.чальмогэ Ип

тч бьия выппгтчрна при годеистнии'Д<кпржл Гиго и Ашпкя kv\tnn? гптпутни^пн VA-
фепры пято1огии MennuviHCKoro Центра Нью-Йоркского Униврр^итрта

Мш выралагм ц\; гт.б^ч к прк^^агетьнос t
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THE AMYLOID BETA PROTEIN IN NORMAL HUMAN PLASMA AND CEREBROSPINAL FLUID IS
ASSOCIATED WITH HIGH DENSITY LIPOPROTEINS

N.V. Koudinova1,2, A.R. Koudinov3 and Т.Т. Berezov1

1Department of Biochemistry, Russian Peoples, Friendship University, Moscow and 2Department of Medicine and
3Pathology, NYU Medical Center, USA.

Cerebrovascular and parenchymal amyloid deposits found in brains of Alzheimer's disease, Down's syndrome and
normal aging are mainly composed of aggregated amyloid beta protein (Ap), a unique peptide 39 to 44 ammo acids long.
A similar but soluble Ap (sAp) has been identified in plasma, cerebrospinal fluid (CSF) and cell supematants,
indicating that it is a normal protein. We report here that sAp in normal human plasma and CSF is complexed to high
density lipoprotein (HDL) 3 and very high density lipoprotein (VHDL) Biotinylated synthetic peptide Apl-40 was
traced in normal human plasma in in vitro experiments. Both tracer biotin-labeled Apl-40 and native sAp were specifi-
cally recovered in HDL3 and VHDL as it was assessed in immunoprecipitation experiments of purified plasmali poproteins
and lipoprotein depleted plasma.This fact prompted us to ascertain whether the interaction of sAp with HDL does
occur in normal human CSF in vivo. For this purpose normals human CSF was fractionated by means of sequential
flotation ultracentrifugation.The presence of sAp in the resulting lipoprotein fractions as well as in the lipoprotein
depleted CSF was analysed by immunoblot analysis, electron and immune-electron microscopy and native size exclu-
sion chromatography Immunoblot analysis with 6E10 monoclonal anti-Ap antibodies revealed sAp association with all
HDL subspecies of CSF, primarily HDL3 and VHDL and immunoelectron microscopy confirmed an association of sAp
with CSF-HDL particles of 16,8 + 3,2 nm. Native size exclusion chromatography followed by immunoblot analysis with
antibodies against Ap and different apoli poproteins indicated an association of sAp with HDL complexes of ~200 kDa
molecular weight. Soluble Ap association with HDL3 and VHDL may be involved in maintaining the solubility of Ap in
biological fluids and points to apossible role of lipoproteins and lipoprotein lipid in the biology of aminoloidogenic
peptides.
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