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R e c h er c h e d e f a ct e ur s aff e ct a nt l a tr a n sf or m ati o n a m yl oï d e et 
l' a gr é g ati o n d e s pr ot éi n e s 

R é s u m é  

S el o n l e d o g m e c e ntr al d e l a bi ol o gi e str u ct ur al e, l e r e pli e m e nt c orr e ct d es 

pr ot éi n es est n é c ess air e p o ur r e m plir l e ur f o n cti o n bi ol o gi q u e.  E n c o ns é q u e n c e, 

l' abs e n c e d e c o nf or m ati o n st a bl e est u n f a ct e ur n é g atif, c ar s el o n l e d o g m e l es pr ot éi n es 

n o n str u ct ur é es ét ai e nt c o nsi d ér é es c o m m e d es c o m p o s a nts i nst a bl es d é p o ur v u s 

d' a cti vit é p h ysi ol o gi q u e et s u s c e pti bl es d e s' a gr é g er.  A u fil d u t e m ps, o n a d é c o u v ert 

q u e l es pr ot éi n es f o n cti o n n ai e nt n or m al e m e nt d a ns u n e c o nf or m ati o n n o n pli é e, m ai s 

l e pr o bl è m e du r e pli e m e nt i n a p pr o pri é d es pr ot éi n es d e v e n ait d e pl us e n pl us é vi d e nt 

a v e c l e t e m ps. L' a gr é g ati o n p at h ol o gi q u e d e pr ot éi n es est u n pr o bl è m e i m p ort a nt d e l a 

bi o c hi m i e m o d er n e. D e n o m br e us es m al a di es s o nt c o nsi d ér é es c o m m e d u es à u n 

r e pli e m e nt i n c orr e ct d es pr ot éi n es et à l e ur a gr é g ati o n ult éri e ur e. P o ur l e m o m e nt, c es 

m al a di es r est e nt i n c ur a bl es et t o ut e t h ér a pi e c o ntr e ell es est p alli ati v e.  

L es n e ur o p at hi es s p o n gif o r m es tr a ns missi bl es (N S T ), é g al e m e nt a p p el é es m al a di e s à 

pri o ns, s o nt d es m al a di es n e ur o d é g é n ér ati v es m ort ell es p o ur l' h o m m e et l es a ni m a u x. 

L a pr ot éi n e pri o n ( Pr P) est c o n n u e p o ur s a c a p a cit é à s' a gr é g er e n oli g o m èr es s ol u bl es 

q ui s' ass o ci e nt à l e ur t o ur e n fi brill es a m yl oï d es. L’ u n e d es a p pr o c h es vi a bl es p o ur l a 

pr o p h yl a xi e et l e tr ait e m e nt d e s m al a di es à pri o ns ( ai nsi q u e d’ a utr es p at h ol o gi es 

c o nf or m ati o n n ell es) r e p o s e s ur l es c o m p o s és c a p a bl es d e s e li er à l a pr ot éi n e pri o n ( o u 

à s es a gr é g ats), i n hi b a nt  ai nsi s a c o n v ersi o n e n f or m e p at h ol o gi q u e a gr é g ati o n 

s u p pl é m e nt air e. L es m al a di es n e ur o d é g é n ér ati v es s o nt ass o ci é es à u n e a c c u m ul ati o n 

d e pr o d uits d e r e pli e m e nt d éf e ct u e u x d e pr ot éi n es d e t y p e a m yl oï d e. E m p ê c h er l a 

f or m ati o n d e c es e ntit és i nf e cti e us es et n e ur ot o xi q u es c o nstit u e u n e str at é gi e vi a bl e 

p o ur l utt er c o ntr e l es m al a di es à pri o ns. D e n o m br e us es t e nt ati v es p o ur tr o u v er d e s 

c o m p o s és di ét éti q u es p o ss é d a nt d es pr o pri ét és a nti -pri o n o nt ét é eff e ct u é es, m ais 
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l' a g e nt l e pl us pr o m ett e ur d é c o u v ert à c e j our ét ait l a c ur c u mi n e, q ui est p e u s ol u bl e et 

si m pl e m e nt bi o dis p o ni bl e.  

P o ur l e m o m e nt, l es  m ét h o d es d e tr ait e m e nt d es m al a di es à pri o ns et, e n g é n ér al, d e 

l’ a m yl oï d os e n’ o nt p as ét é d é v el o p p é es. L e ur r e c h er c h e s' eff e ct u e d a ns l es dir e cti o n s 

s ui v a nt es:  

1. L’ n hi biti o n d e l’ e x pr essi o n d e pr ot éi n es a m yl oï d o g è n es o u st a bilis ati o n d e c ell e -ci

s o us f o r m e n ati v e à l’ ai d e d e li g a n d s or g a ni q u es d e b as p oi ds m ol é c ul air e;  

2. L 'i n hi biti o n d e l a li b ér ati o n d e pr ot éi n es i nf e cti e u s es à p artir d e l a c ell ul e h ôt e p ar

l' a ctiv ati o n d e pr ot é as es i ntr a c ell ul air es;  

3. A gr é g ati o n d e pr ot éi n es a m yl oï d o g è n es p ar i n hi biti o n dir e ct e d e l' utili s ati o n d e

li g a n ds or g a ni q u es o u d e v a c ci ns; 

4. L’ n hi biti o n d es eff ets d e l' a m yl o i d ose, é v e nt u ell e m e nt n o n dir e ct e m e nt li é e à c ell e -

ci (str ess o x y d atif, p ar e x e m pl e) et att é n u ati o n d es s y m pt ô m es d e l a m al a di e s a ns 

s u p pr essi o n dir e ct e d u pr o c ess us p at h o g è n e.  

L a pr e mi èr e str at é gi e est l a pl us effi c a c e, m ais ell e c o n d uit à l a s u p pr essi o n d e 

l a s y nt h ès e d e pr ot éi n es i nf e cti e us es et n ati v es a ussi , q ui pe ut r e m plir u n e f o n cti o n 

vit al e d a ns l’ or g a nis me . P ar e x e m pl e, il a ét é d é m o ntr é qu e l es s o uris a y a nt u n g è n e 

P R N P d és a cti v é s e c ar a ct éris e nt p ar u n e t e n d a n c e a c cr u e a u x e x pl osi o ns d' a gr essi o n 

n o n m oti v é e. L' a cti v ati o n d es pr ot é as es p e ut é g al e m e nt a v oir u n  eff et s y st é mi q u e 

n é g atif, p ar e x e m pl e s ur l a pr ot é ol ys e c o n c o mit a nt e d es p ol y p e pt i d es n atifs 

n é c ess air es. L' utilis ati o n d e c ett e d er ni èr e str at é gi e est diffi cil e e n r ais o n d e l a 

c o n n aiss a n c e i ns uffis a nt e d e l' eff et c yt ot o xi q u e d es a gr é g ats d' a m yl oï d e. P e u t-êtr e q u e 

l a dir e cti o n d' a cti v ati o n d u s y st è m e a nti-i nfl a m m at oir e p ar l a s u p pr essi o n d e l' é p o x y d e 

h y dr ol as e et u n e a u g m e nt ati o n d e l a c o n c e ntr ati o n e n a ci d es gr as é p o x y g é n és s er a 

pr o m ett e u s e. C e p e n d a nt, c ett e v oi e a u g m e nt e l a s ur vi e c ell ul air e, m ais n' éli mi n e p as 

l es c a us es pr of o n d es d es a gr é g ats d' a m yl oï d e. P ar c o ns é q u e nt, l es pri n ci pa u x eff orts 
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d es s ci e ntifi q u es vis e nt à tr o u v er d es c o m p o s és c a p a bl es d’i n hi b er dir e ct e m e nt 

l’ a m yl oï d o g e n ès e. O n c o n n aît d éj à p as m al d e t ell es s u bst a n c es: p ar e x e m pl e, il a é t é 

d é m o ntr é q u e l' a gr é g ati o n d e p e pti d es β -a m yl oï d es p e ut s u p pri m er l es li g a n ds d e  f ai bl e 

p oi ds m ol é c ul air e, t els q u e l a rif a m pi ci n e, l' h é mi n e et l es p or p h yri n es pr o c h es, ai nsi 

q u e l es m ol é c ul es c y cl o d e xtri n e. L e pri o n l ui -m ê m e li e é g al e m e nt l es p or p h yri n e s 

c ati o ni q u es, c e q ui e m p ê c h e s o n a gr é g ati o n, et il est c o n n u q u e c e pr o c es s u s d é p e n d 

d u p H. L a c a p a cit é d es m ol é c ul es d e pr ot éi n e à i nt er a gir a v e c l a Pr P S c  a é g al e m e nt ét é 

d é m o ntr é e. L' a m yl oï d o g e n ès e d' u n e a utr e pr ot éi n e tr a nst h yr éti n e p e ut i n hi b er à l a f ois 

l es p etits li g a n ds ( d éj à c o n n us 1 8) et, p ar e x e m pl e, l es p ol y p h é n ols. D es s u bst a n c es 

c a p a bl es d e s e li er i n vitr o a u x m ol é c ul es d e Pr P s o nt d éj à c o n n u es, et , pr o b a bl e m e nt , 

c ert ai n es s u p pri m e nt m ê m e l a f or m ati o n p ar pri o n d' oli g o m èr es i nt er m é di air es - le 

pri n ci p al a g e nt i nf e cti e u x - et d e fi brill es, q ui s o nt attri b u és à l a pl u p art d e s d o m m a g es 

c a us és a u x c ell ul es. D e pl us, p o ur s u p pri m er l' a gr é g ati o n, l e li g a n d p e ut s e li er n o n 

s e ul e m e nt a v e c l e C -t er mi n al, m ais é g al e m e nt a v e c l e d o m ai n e n o n str u ct ur é N-

t er mi n al. 

L a gl y c ati o n d es pr ot éi n es p ar di v ers s u cr es et c o m p o s és di c ar b o n yl e r é a ctifs est 

c o nsi d ér é e c o m m e l’ u n e d es m o difi c ati o ns p o st -tr a d u cti o n n ell es l es pl us c o ur a nt es et 

l es pl us i m p ort a nt es, q ui e ntr aî n e d e n o m br e us es c o ns é q u e n c es. C ell es-ci i n cl u e nt , e n 

pr e mi er , li e u d es m o difi c ati o n s d u f o n cti o n n e m e nt d es pr ot éi n es gl y q u é es, ai nsi q u e l a 

f or m ati o n d' a gr é g at s d e pr ot éi n es st a bilis és p ar d es li ais o ns c o v al e nt es e ntr e l es 

pr o d uits d e gl y c ati o n fi n a u x et l es gr o u p es a mi n o d es pr ot éi n es. L’i d e ntifi c ati o n d es 

pr ot éi n es gl y q u é es est l ar g e m e nt utilis é e p o ur di a g n osti q u er l es m al a di es a ss o ci é es à 

l’ h y p er gl y c é mi e, l a n e ur o d é g é n ér es c e n c e. L a gl y c ati o n d es pr ot éi n es j o u e u n r ôl e 

i m p ort a nt d a ns l a f or m ati o n d e str u ct ur es a m yl oï d es p at h ol o gi q u es c ar ell e aff e ct e à l a 

f ois l a tr a nsf or m ati o n d e l' a m yl oï d e et l a d é gr a d ati o n d es pr ot éi n es m o difi é es a v e c d es 

s y st è m es pr ot é as o m es i m pli q u a nt le u bi q uit yl ati o n.  
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L a r e c h er c h e s ur l es pr ot éi n es ali m e nt air es, d o nt l a gl y c ati o n s e pr o d uit d e 

m a ni èr e i nt e nsi v e l ors d e l a c uiss o n à d es t e m p ér at ur es él e v é es e n pr és e n c e d e s u cr es 

e n d o g è n es o u aj o ut és d e l' e xt éri e ur, est u n d o m ai n e d e r e c h er c h e disti n ct et i m p ort a nt. 

D' u n e p art, l' ét u d e d e l a gl y c ati o n d es pr ot éi n es ali m e nt air es est n é c es s air e p o ur 

d ét er mi n er l' eff et d' u n e t ell e m o difi c ati o n s ur l a di g esti o n d es pr ot éi n es d a ns l e t u b e 

di g estif, s ur l' all er g é ni cit é d es pr ot éi n es et s ur l e ur eff et s ur l e mi cr o bi ot e. P ar aill e ur s, 

il est c o m m o d e d’ utilis er l es pr ot éi n es ali m e nt air es dis p o ni bl es e n gr a n d e q u a ntit é 

c o m m e o bj ets m o d èl es d a ns l’ ét u d e d u r ôl e d e l a gl y c ati o n d a ns l’i n d u cti o n d e 

l’ a gr é g ati o n et d e la tr a nsf or m ati o n a m yl oï d e d es pr ot éi n es afi n d e c o m pr e n dr e l es 

pr o c ess u s i nt er v e n a nt a u c o ur s d e p ert ur b ati o n s p at h ol o gi q u es d u d é v el o p p e m e nt. d e 

l' a m yl oi ds e.  

D a ns pl usi e urs tr a v a u x, il a ét é m o ntr é q u e l a gl y c ati o n d es c as éi n es d u l ait p ar l es 

s u cr es et l es al d é h y d es pr o v o q u e d es m o difi c ati o ns d e l e ur str u ct ur e, r é v él é es p ar l es 

m ét h o d es tr a diti o n n ell es ( di c hr oïs m e cir c ul air e, fl u or es c e n c e T h T, et c.) et sti m ul e 

l' a gr é g ati o n d e pr otéi n es. L a gl y c ati o n d e l a c as éi n e a g é n ér al e m e nt a g gr a v é 

l’ a bs or pti o n d a ns le tr a ct us g astr o -i nt esti n al et r é d uit l’ all er g é ni cit é. P ar all èl e m e nt, l a 

gl y c ati o n d e l a c as éi n e k a p p a a sti m ul é l a tr a nsf or m ati o n a m yl oï d e d e c ett e pr ot éi n e. 

L a gl y c ati o n a e x er c é  u n eff et si mil air e s ur l’ a gr é g ati o n d es al b u mi n es s éri q u es q ui, 

d a ns c ert ai n es c o n diti o ns, o nt s u bi u n e tr a nsf or m ati o n a m yl oï d e. L' eff et l e pl us d ét aill é 

d e l a gl y c ati o n s ur l es pr o pri ét és d e l a c as éi n e b êt a a ét é ét u di é d a ns l es tr a v a u x d e 

R e z a Y o us efi. U n e ét u d e a ét é r é alis é e s ur l' eff et d e l a gl y c ati o n d e l a b êt a -c as éi n e p ar 

l e D-gl u c os e s ur l es pr o pri ét és str u ct ur ell es et l' a gr é g ati o n d e l a pr ot éi n e. A pr ès l a 

gl y c ati o n, l a pr ot éi n e a ét é t h er m o a gr é g é e et e n s uit e, e n utilis a nt l a m ét h o d e d u 

di c hr oïs m e cir c ul air e, ai nsi q u e d es m es ur es d e l a fl u or es c e n c e i ntri ns è q u e et d e 

l'i nte nsit é d e l a fl u or es c e n c e d e T h T et d e A N S, l es m o difi c ati o n s str u ct ur ell es d e l a 

pr ot éi n e o nt ét é ét u di é es. D es m o difi c ati o n s str u ct ur ell es d e l a c as éi n e gl y q u é e o nt ét é 
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i d e ntifi ées, m ais a u c u n e d o n n é e n' a ét é o bt e n u e s ur l a sti m ul ati o n d e l a c o n v ersi o n d e 

l a pr ot éi n e a m yl oï d e p ar l a pr ot éi n e a m yl oï d e. Il a é g al e m e nt ét é d é m o ntr é q u e 

l’ a cti vit é d e l a c as éi n e b êt a gl y q u é e, c o m m e à c ell e d u c h a p er o n, ét ait a c cr u e et q u e 

l’ all er g é ni cit é d e m e ur ait pr ati q u e m e nt i n c h a n g é e. 

L a q u esti o n d e l'i nfl u e n c e p at h ol o gi q u e  d e l a gl y c ati o n s ur l a Pr P r est e o u v ert e. Il est 

c o n n u q u e d a ns l es or g a nis m es aff e ct és p ar di v ers es f or m es d' e n c é p h al o p at hi e 

s p o n gif or m e, l e pri o n c o n v erti s e li e a u x pr o d uits d e  gl y c ati o n t ar di v e a u ni v e a u d e 3 

r ési d us d e l ysi n e et d' 1 ar gi ni n e. C' est pas cl air q u e c es m o difi c ati o ns s o nt l a c a us e o u 

l a c o ns é q u e n c e d e l a c o n v ersi o n d e l' a m yl oï d e. C e p e n d a nt, il a ét é d é m o ntr é q u e c es 

m o difi c ati o n s s e pr o d uis e nt p ar all èl e m e nt à l' a m yl oï dis ati o n et q u e c ett e v oi e d e 

gl y c ati o n c o n d uit à l a f or m ati o n d e li ais o ns cr ois é es e ntr e l es m ol é c ul es d e Pr P S c , c e 

q ui c o ntri b u e à d a ns l a r ésist a n c e d es a gr é g ats d e pr ot éi n es à l a pr ot é ol ys e. Il a ét é 

c o nst at é q u e pri o n, e n t a nt q u e s u p p ort d’i nf or m ati o n, st o c k ait e n l ui -m ê m e d es 

i nf or m ati o n s s ur l a str u ct ur e pr ot éi q u e s e c on d air e, m ais é g al e m e nt s ur l e ni v e a u d e s a 

m o difi c ati o n. Ai nsi, a pr ès a v oir i nf e ct é d es a ni m a u x a v e c d u pri o n, l e ni v e a u d e 

gl y c ati o n d e l a Pr P d a ns l e ur c or p s a ét é d o n n é p ar l' a g e nt i nf e cti e u x. Il e xist e 

é g al e m e nt d es i nf or m ati o n s s ur l a gl y c ati o n d u pri o n d a ns l a c o m p o siti o n d es str u ct ur es 

a m yl oï d es et d a ns l a r é gi o n n o n str u ct ur é e q ui s u bit l a c o n v ersi o n d e l' a m yl oï d e et q ui 

p arti ci p e à l a f or m ati o n d e plis β r ésist a nts à l a d é g r a d ati o n p ar l a pr ot éi n as e K. a v e c 

l a Pr P r e c o m bi n a nt e i n vitr o o nt m o ntr é qu e l a gl y c ati o n n o n e n z y m ati q u e n o n 

c o ntr ôl é e d e l a pr ot éi n e pri o n s u p pri m e s o n a gr é g ati o n a m yl oï d e. L a P r P gl y q u é e s u bit 

u n e c o n v ersi o n d e l' a m yl oï d e b e a u c o u p pl us l e nt e, q u el q u e  s oit l' a g e nt p ar l e q u el ell e 

a ét é m o difi é e.  

L'i nt e nti o n d e n o s tr a v a u x ét a it d'i d e ntifi er d e n o u v e a u x f a ct e urs d e pr ot e cti o n 

a m yl oï d o g è n es et pr ot e ct e urs d e l' a m yl oï d e q ui aff e ct e nt l a c a p a cit é d e s pr ot éi n es à 
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tr a ns m ettr e, pr o v o q u er et s u p pri m er l' a gr é g ati o n p at h ol o gi q u e. P o ur r és o u dr e c e 

pr o bl è m e, n o us a v o ns f or m ul é l es  t â c h es s ui v a nt es:  

- is ol er et p urifi er d es pr ot éi n es p o ss é d a nt s oit d es pr o pri ét és a m yl oï d o g è n es, s oit l a 

c a p a cit é d e s u p pri m er l’ a gr é g ati o n p at h ol o gi q u e d’ a utr es pr ot éi n es;  

- d é m o ntr er l a c a p a cit é d es pr ot éi n es a m yl oï d o g è n es et pr ot e ctri c es d e l' a m yl oï d e à 

i nt era gir et à a gir s ur d' a utr es p ol y p e pti d es;  

- i d e ntifi er d e n o u v e a u x li g a n ds a nti-a m yl oï d es et ét u di er l e ur eff et s ur diff ér e nts t y p es 

d' a gr é g ati o n d e pr ot éi n es;  

- c h oisir l es c o n dit i o n s d e gl y c ati o n d es pr ot éi n es d es pr ot éi n es ét u di é es et ét u di er 

l' é v ol uti on d e l e urs pr o pri ét és a pr ès l a gl y c ati o n;  

- é v al u er l a c a p a cit é d es li g a n ds a nti -a m yl oï d es à i n hi b er l a c o n v ersi o n et l’ a gr é g ati o n 

d es pr ot éi n es a m yl oi ds  

 D a ns n o s r e c h er c h e, n o us a v o ns utilis é u n e pr ot éi n e pri o n r e c o m bi n a nt e pr o d uit e 

p ar u n e s o u c h e d e E. c oli c o m p ét e nt e, q ui c o nti e nt u n pl as mi d e a v e c u n g è n e d e l a 

pr ot éi n e ci bl e. L' e x pr essi o n r e c Pr P e n e u x a ét é pr o v o q u é e p ar l'i nj e cti o n d e s ol uti o n 

I P T G. La pr és e n c e d e pr ot éi n es a u x st a d es d' e x pr essi o n et d'is ol e m e nt a ét é v érifi é e 

p ar él e ctr o p h or ès e s ur S D S d' é c h a ntill o ns pr él e v és d u mili e u d e E. c oli a v a nt 

l'i n d u cti o n d e l' e x pr essi o n, d e l a c ult ur e d' e x pr essi o n fi n al e et d e l a s ol uti o n d e c or ps 

d'i n cl usi o n d a ns l e t a m p o n à l a g u a ni di n e  c hl or h y dr at e. E n r ais o n d e l a pr és e n c e d a ns 

l a s é q u e n c e Pr P d' o ct a p e pti d es c a p a bl es d e s e li er à d es i o ns m ét alli q u es bi v al e nts, 

l'is ol e m e nt et l a p urifi c ati o n p e u v e nt êtr e eff e ct u és e n u n e s e ul e ét a p e e n utilis a nt l a 

c hr o m at o gr a p hi e p ar affi nit é s ur u n e c ol o n n e d e Ni 2 + i m m o bilis é e. L a s ol uti o n d e 

pr ot éi n es o bt e n u e p ar él uti o n a v e c d e l'i mi d a z ol e a ét é di al ys é e a v e c u n e di mi n uti o n 

s é q u e nti ell e d e l a c o n c e ntr ati o n e n a g e nt t a m p o n e n m o difi a nt l a s ol uti o n d e di al ys e. 

L e di al y s at a ét é l y o p hilis é.  



7  
 

L a β -c as éi n e n ati v e a ét é p urifi é e s el o n l a pr o c é d ur e d e p urifi c ati o n e n d e u x 

ét a p es a v e c u n e c hr o m at o gr a p hi e e n p h as e i n v ers e s u p pl é m e nt air e. L e l ait fr ais d e 

b o vi n a ét é d é gr aiss é p ar c e ntrif u g ati o n et l es c as éi n es o nt ét é pr é ci pit é s à p H 4, 6. 

E ns uit e, l a f r a cti o n d e c as éi n e a ét é di vis é e e n pr ot éi n es is ol é es p ar c hr o m at o gr a p hi e 

s ur é c h a n g e ur d'i o ns s ur c ol o n n e Q S e p h ar os e Hi g h P erf or m a n c e. L' él uti o n a ét é 

eff e ct u é e p ar l e t a m p o n a v e c u n e c o n c e ntr ati o n cr ois s a nt e d e N a Cl. A pr ès d ét e c ti o n 

d es pr ot éi n es p ar s p e ctr o m étri e et B C A m ét h o d e, l es fr a cti o n s c o nt e n a nt d e l a β -

c as éi n e p ur e o nt ét é r e gr o u p é es et p urifi é es à p artir d e c o m p os és d e f ai bl e m ass e 

m ol é c ul air e p ar c hr o m at o gr a p hi e e n p h as e i n v ers e.  

L' e x pr essi o n d es pr ot éi n es d u c o m pl e x e Gr o E L /Gr o E S a ét é r é alis é e d a ns l a 

c ult ur e d e l a s o u c h e W 3 1 1 0 d e E. c oli a v e c l e pl as mi d e p O F 3 9. D a ns c e c as, l' a cti v ati o n 

d e l' e x pr es si o n d es pr ot éi n es ci bl es n' ét ait p as n é c ess air e. L es pr ot éi n es c o nt e n u es d a ns 

l e s ur n a g e a nt, q u e a ét é r e ç u p ar d estr u cti o n d e c ell ul es p ar ultr aso n s. L es pr ot éi n es d u 

s u s p e nsi o n a ét é c e ntrif u g é e et ét ait s al é d u s ur n a g e a nt p o ur l a s é p ar ati o n i niti al e 

d' a utr es pr ot éi n es et l a pr é ci pit ati o n ult éri e ur e d e c h a p er o ni n es. E ns uit e, l es pr ot éi n es 

o nt ét é r és ol u bilis é es et p urifi é es p ar c hr o m at o gr a p hi e s ur  é c h a n g e ur d'i o ns s ur u n g el 

D E A E -S e p h ar os e a v e c él uti o n d u s el. L a s ol uti o n d e Gr o E L a ét é di al ys é e c o ntr e l e 

m ê m e t a m p o n s a ns N a Cl, p uis s o u mis e à u n e a utr e c hr o m at o gr a p hi e d a ns l es m ê m es 

c o n diti o ns afi n d' att ei n dr e l e d e gr é m a xi m u m d e p urifi c ati o n. L es n o u v ell es fr a cti o ns 

c o nt e n a nt Gr o E L o nt ét é c o m bi n é es et, à p artir d u v ol u m e r és ult a nt, l a pr ot éi n e a ét é 

r el ar g u é e p ar a d diti o n d e ( N H4 )2 S O 4 . L es é c h a ntill o ns Gr o E S o nt é g al e m e nt ét é s o u mi s 

à u n e p urifi c ati o n s u p pl é m e nt air e, m ai s p ar u n e m ét h o d e d e tr ait e m e nt t h er mi q u e a v e c 

pr é ci pit ati o n d e l a pr ot éi n e ci bl e. L es d e u x c o m p o s a nts d u c o m pl e x e d e c h a p er o ni n e 

o nt ét é m ai nt e n us e n pr é ci pit ati o n s o us l a f or m e ( N H 4 )2 S O 4 . 
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L es eff ets a nti -a gr é g ati o n et c h a p er o ni n e o nt ét é a n al ys és e n f o n c ti o n d e l a 

c a p a cit é d es pr o t éi n es ci bl es à a gir s ur l e r e pli e m e nt et l a r é a cti v ati o n d e l a 

gl y c ér al d é h y d e 3 -p h os p h at e d é s h y dr o g é n as e. L e G A P D H p urifi é d e l a pi n a ét é utilis é.  

Q u el q u es s u b st a n c es d e b as p oi ds m ol é c ul air e o nt ét é c h oisi es p o ur l a r e c h er c h e. 

Il a ét é d é m o ntr é q u e l a c ur c u mi n e al c al oï d e v é g ét al e s e li ait à u n e m ol é c ul e d e pr ot éi n e 

pri o n et s u p pri m ait s a c o n v er si o n e n a m yl oï d e et s o n a gr é g ati o n. C e p ol y p h é n ol 

v é g ét a l, e xtr ait d u c ur c u m a a u x é pi c es, tr è s r é p a n d u e n I n d e, a d é m o ntr é s o n effi c a cit é 

c o ntr e l a c o n v ersi o n a m yl o ï d e d e pr ot éi n es i n vitr o et i n vi v o et c’ est p o ur q u oi il a ét é 

c h oisi c o m m e li g a n d a nti a m yl oï d e c o nfir m é. P ar l a m ét h o d e d' a m arr a g e m ol é c ul air e, 

n o us a v o ns pr é dit q u e l e sit e d e li ais o n d e l a c ur c u mi n e est dis p o ni bl e p o ur l' a ci d e 3, 4 -

di m ét h o x y ci n n a mi q u e, q ui est str u ct ur ell e m e nt tr ès si mil air e à l a m oiti é d e l a m ol é c ul e 

d e c ur c u mi n e. É g al e m e nt p o ur l' a ci d e di m ét h o x y ci n a mi q u e, u n e r e c h er c h e d e sit es d e 

li ais o n alt er n atif s a v e c l a m ol é c ul e d e pr ot éi n e pri o n a ét é eff e ct u é e, a u c o ur s d e 

l a q u ell e u n sit e é n er géti q u e m e nt pl us f a v or a bl e q u e p o ur l a c ur c u mi n e a ét é tr o u v é. O n 

s’ att e n d à c e q u e l e 3, 4 -D M C A ait u n e m eill e ur e s ol u bilit é d a ns l a p h as e a q u e us e q u e 

l a c ur c u mi n e: l a s ol u bilit é a p p ar e nt e d e l a 3, 4-D M C A d ét er mi n é e p ar n o us d é p ass e l a 

s ol u bilit é d e l a c ur c u mi n e d e 4 à 5 f ois e n m o y e n n e s o us l a f or m e a ci d e, et d e 1 0 f ois 

si l' a ci d e ci n n a mi q u e est pr és e nt s o us f or m e d e s el d e s o di u m . Afi n d e d ét er mi n er 

e x p éri m e nt al e m e nt l' affi nit é d e li ais o n d u 3, 4 -D M C A a v e c u n e pr ot éi n e pri o n, n o us 

a v o n s utilis é l a m ét h o d es d e c al ori m étri e à b al a y a g e diff ér e nti el et c al ori m étri e p ar 

titr a g e is ot h er m e. L es p ar a m ètr es d e li ais o n d e c e li g a n d s e s o nt r é v él és s u p éri e urs à 

c e u x d e l a c ur c u mi n e. E n o utr e, n o us a v o n s d é ci d é d e t est er 2 a utr es li g a n ds, p o ur 

l es q u els il n' e xist e a u c u n e i nf or m ati o n c o m pl èt e s ur l es pr o pri ét és a nti-a m yl oï d es, m ais 

ils o nt d é m o ntr é u n eff et c yt o pr ot e ct e ur s ur l es c ult ur es c ell ul air es et o nt é g al e m e nt 

m o ntr é l a pr és e n c e d e pr o pri ét és a nti o x y d a nt es, c o m m e l a c ur c u mi n e. L e p e nt a mi di n e -

is ét hi o n at e est utilis é c o m m e a g e nt a nti mi cr o bi e n d a ns l e tr ait e m e nt d e l a 
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tr y p a n o s o mi as e, d e l a l eis h m a ni os e et d a ns l a pr é v e nti o n d e l a p n e u m o ni e c h e z l es 

p ers o n n es à f ai bl e i m m u nit é. L e r es v ér atr ol est u n c o m p o s a nt d u vi n r o u g e et est c o n n u 

c o m m e u n a nti o x y d a nt. Il a ét é d é m o n tr é q u e l e r es v ér atr ol a v ait u n eff et p o sitif m ais 

i n dir e ct s ur l' or g a nis m e l ors d e m al a di es n e ur o d é g é n ér ati v es. 

L a gl y c ati o n d es pr ot éi n es a ét é r é alis é e p ar D -gl u c os e. L a β -c as éi n e a ét é 

i n c u b é e d a ns u n t a m p o n à p H 8, 0, c o nt e n a nt 0, 0 1 % d' a zi d e d e s o di u m e n pr és e n c e d e 

gl u c os e à 3 7 ° C p e n d a nt 2 -3 j o ur s s o us a git ati o n d o u c e. A pr ès l'i n c u b ati o n p e n d a nt 

d es i nt er v all es d e t e m ps s p é cifi és, l es s ol uti o ns  d e pr ot éi n es o nt ét é p urifi é es à p artir 

d e gl u c os e et d e c o m p o s é s d e f ai bl e p oi ds m ol é c ul air e e n utilis a nt u n e 

c hr o m at o gr a p hi e e n p h as e i n v ers e, u n e é v a p or ati o n a pr ès l a c hr o m at o gr a p hi e et u n e 

di al ys e s u p pl é m e nt air e. P ar r a p p ort à l a gl y c ati o n d e l a c as éi n e, l a m o difi c ati o n d e l a 

Pr P a ét é r é alis é e d a ns d es c o n diti o ns pl us d o u c es e n r ais o n d e s a f ort e t e n d a n c e à 

l' a gr é g ati o n: l a c o n c e ntr ati o n e n pr ot éi n es ét ait i nf éri e ur e ( 1 m g / ml a u li e u d e 5 p o ur 

l a β-c as éi n e) et l e t e m ps d'i n c u b ati o n a ét é r é d uit à 2 4  h. L a c hr o m at o gr a p hi e e n p h as e 

i n v ers é e a ét é e x cl u d e l a p urifi c ati o n p o ur é vit er l' a gr é g ati o n d e pr ot éi n es. L es pr o d uits 

d e l a m o difi c ati o n o nt ét é a n al ys és p ar él e ctr o p h or ès e s ur S D S p o ur d ét er mi n er l e d e gr é 

d' a gr é g ati o n p o ssi bl e, e n c ol or a nt l es é c h a n till o n s a v e c d u N B T, e n f o n cti o n d u n o m br e 

d e gr o u p es a mi n o li br es r est a nt s s el o n l a m ét h o d e d e l' ort h o -p ht a l al d é h y d e. L e n o m br e 

d e pr o d uits d e gl y c ati o n pr é c o c e a ét é d ét er mi n é p ar l a m ét h o d e à l a fr u ct os a mi n e, l e 

n o m br e d e pr o d uits t ar dif s a ét é d ét er mi n é p ar l a fl u or es c e n c e i ntri ns è q u e d e d e l es 

pr o d uits d e gl y c ati o n m at ur e . 

P o ur l' a n al ys e d e l a c o n c e ntr ati o n  d es pr ot éi n es, n o us a v o n s utilis é u n e 

s p e ctr o m étri e à l a l u mi èr e U V, l e t est d e Br a df or d et u n e m es ur e a v e c l' a ci d e 

bi ci n c h o ni ni q u e. L a c o m p o siti o n  d es m él a n g es d e pr ot éi n es a ét é a n al ys é e p ar 

él e ctr o p h or ès e s ur g el n atif o u l e m ê m e a v e c d es a g e nts d é n at u r a nts. C ett e m ét h o d e a 

é g al e m e nt ét é utilis é e p o ur esti m er l’ ét at d’ a gr é g ati o n d es pr ot éi n es. U n pr o c ess us 
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d' a gr é g ati o n a ét é a n al ys é pl us e n d ét ail  p ar diff usi o n d y n a mi q u e d e l a l u mi èr e, m es ur e 

p ar t ur bi di m étri e et mi cr os c o pi e o pti q u e o u p ar mi cr o s c o pi e t r a ns missi o n él e ctr o ni q u e. 

L a pr és e n c e d e str u ct ur es a m yl oï d es a ét é d ét e ct é e p ar l a c ol or ati o n d u t hi ofl a vi n e T 

o u d u c o n g o r o u g e  et d u esti m ati o n d e l a r ésist a n c e à l a pr ot éi n as e K. L a str u ct ur e d es 

m ol é c ul es d e pr ot éi n es a ét é a n al ys é e p ar m es ur e d u di c hr oïs m e cir c ul air e. L a 

mi cr os c o pi e à fl u or es c e n c e a v e c l a c ol or ati o n T h T ét ait l a m ét h o d e d' a n al ys e l a pl u s 

i nf or m ati v e. L es t est s d e c ol or ati o n i m mu nit air e o nt é g al e m e nt ét é utilis és p o ur l a 

d ét e cti o n d e pr ot éi n es. L' a cti vit é d e G A P D H a ét é esti m é e p ar l a  c a p a cit é d e c ett e 

e n z y m e à pr o d uir e u n e f or m e r é d uit e d e N A D H . 

T o ut d' a b or d , n o us a v o n s ét u di é l'i nt er a cti o n e ntr e l es pr ot éi n es a m yl oï d o g è n es 

et l es pr ot éi n es c a p a bl es d e s u p pri m er l' a gr é g ati o n p at h ol o gi q u e. E ns uit e, n o us a v o n s 

ét u di é l'i nfl u e n c e d es li g a n ds a nti -a m yl oï d es c o n n us et e n p ers p e cti v e s ur c e pr o c ess us 

p o ur é v al u er l e ur eff et s ur l' a m yl oi dis ati o n et l' a gr é g ati o n. E nfi n, n o us a v o n s ét u di é 

l' eff et d' u n e t ell e m o difi c ati o n r é p a n d u e d e l a pr ot éi n e i n vi v o e n t a nt q u e gl y c ati o n s ur 

l es pr o pri ét és et l'i nt er a cti o n d e c es pr ot éi n es a m yl oï d o g é ni q u es et pr ot é g e a nt c o ntr e 

l' a gré g ati o n.  

A u c o ur s d e l a pr e mi èr e ét a p e, n o us a v o n s t est é l a c o -a gr é g ati o n d e Pr P a v e c 

c ert ai n es pr ot éi n es ali m e nt air es: l a β -l a ct o gl o b uli n e, l es к- et β -c as éi n es et l a al b u mi n e 

d e s s er u m b o vi n e. L a pr ot éi n e pri o n a s u bi l a c o n v ersi o n et l’ a gr é g ati o n a m yl o ï d e ell e-

m ê m e, ai nsi q u e l a c a p a cit é d’ a cti v er d es pr o c ess u s si mil air es d a ns d’ a utr es pr ot ei ns, 

q u e est  h a bit u ell e m e nt st a bl es : p ar e x e m pl e, Pr P et B S A o nt f or m é d’ é n or m es a gr é g ats  

d e t y p e g el a v e c d es p o ur c e nt a g es d e str u ct ur e a m yl oï d e él e v és . L a c ur c u mi n e 

s u p pri m e effi c a c e m e nt l' a m yl os e d es pr ot éi n es pri o ns d a ns t o ut es l es c o m bi n ais o ns 

t est é es a v e c d' a utr es pr ot éi n es. L' a ci d e 3, 4-di m ét h o x y ci n n a mi q u e a m o ntr é m oi ns d e 

p ol y v al e n c e, p ar c o ns é q u e nt, d a ns c ert ai n es c o m bi n ais o n s d e pr ot éi n e s, s o n eff et 

a nti a m yl oï d e a ét é r é d uit. D a ns l e m ê m e t e m ps, d a ns l es c o m bi n ais o ns a v e c eff et a nti -
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a m yl oï d e c o nfir m é, l' a ci d e 3, 4 -di m ét h o x y ci n n a mi q u e s u p pri m e pl us si g nifi c ati v e m e nt 

l' a m yl os e et l' a gr é gati o n d es pr ot éi n es q u e l a c ur c u mi n e. D e pl us, l' a ci d e 3, 4 -

di m ét h o x y ci n n a mi q u e a m o ntr é u n e pl us gr a n d e effi c a cit é e n t a nt q u e li g a n d 

s u p pri m a nt l' a gr é g ati o n d es pr ot éi n es, m ais est m oi ns effi c a c e p o ur l e d é m o nt a g e 

d' a n ci e ns a gr é g ats d e ns es c o nt e n a nt d es s tr u ct ur es a m yl oï d es. C e ci est pr o b a bl e m e nt 

d û à u n e pl us gr a n d e h y dr o p hili e d e l' a ci d e 3, 4 -di m ét h o x y ci n n a mi q u e, q ui, d' u n e p art, 

p er m et u n e s u p pr essi o n pl us effi c a c e d e l' a gr é g ati o n, m ais, d' a utr e p art, n e l ui p er m et 

p as d e diff us er d a ns d es a gr é g ats h y dr o p h o b es d e ns es e nri c his p ar d es str u ct ur es 

a m yl oï d es.  

L es e x p éri e n c es o nt m o n tr é q u e l a gl y c ati o n d e l a pr ot éi n e pri o n e ntr aî n e u n e 

di mi n uti o n d e s o n a m yl oï d o g é ni cit é, c e q ui c o nfir m e l es r és ult ats o bt e n us 

pr é c é d e m m e nt p ar d' a utr es c h er c h e urs. E n m ê m e t e m ps , c ett e m o difi c ati o n f a cilit e 

l é g èr e m e nt l' a gr é g ati o n a m or p h e d e l a pr ot éi n e pri o n. E n c o ns é q u e n c e, l' eff et 

a nti a gr é g a nt t ot al d e l a c ur c u mi n e et d e l' a ci d e 3, 4 -di m ét h o x y ci n n a mi q u e a ét é aff ai bli, 

c ar a pr ès l a m o difi c ati o n, l' a gr é g ati o n s' est f ait e d a v a nt a g e p ar l a v oi e n o n s p é cifi q u e, 

q ui n' est p as effi c a c e m e nt s u p pri m é e p ar l e D M C A et s urt o ut p ar l a c ur c u mi n e.  

L' eff et d e l a b êt a -c as éi n e n ati v e s ur l' a gr é g ati o n d e l a pr ot éi n e pri o n ét ait esti m é. 

L a pr és e n c e d e c ett e pr ot éi n e a v e c u n e a cti vit é s e m bl a bl e à c ell e d u c h a p er o n s u p pri m e 

si g nifi c ati v e t o ut t y p e d' a gr é g ati o n d es pr ot éi n es  pri o ns, et l' a gr é g ati o n d e pr ot éi n es 

a m yl oï d es s o nt pr ati q u e m e nt é vit é es p ar l a c o m bi n ais o n d e b êt a -c as éi n e et d e li g a n ds 

a nti -a m yl oï d es d e b a s p oi d s m ol é c ul air e. C e p e n d a nt, l es i nt er a cti o ns a v e c d' a utr es 

pr ot éi n es ét ai e nt si gr a v es q u e l a c o a gr é g ati o n ét ait pr es q u e i nst a nt a n é e et m ê m e l a 

pr és e n c e d e vr ai es c h a p er o ni n es n' a p as e m p ê c h é c e pr o c ess u s. D e pl us, l a b êt a -c as éi n e 

gl y q u é e a m o ntr é s a c a p a cit é à s’ a gr é g er s e ul e, à d e v e nir p arti ell e m e nt or d o n n é e, m ai s 

e n c or e pl us, l' a f or c é à a c c él ér er l' a gr é g ati o n  d es a utr es pr ot éi n es. E n o utr e, l a b êt a -

c as éi n e gl y q u é e a m o ntr é s a c a p a cit é à s' a gr é g er p ar ell e -m ê m e et à f or m er d es a gr é g ats 
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s pir al e m e nt e nr o ul é or d o n n és fl u or es c e nt s p é cifi q u e s a v e c u n c ol or a nt et u n li g a n d 

a nti -a m yl oï d e t hi ofl a vi n e T. L a pr és e n c e d e pr ot éi n e pri o n a gr a n d e m e nt f a cilit é l a 

f or m ati o n d e c es a gr é g ats, l e ur n o m br e a u g m e nt e, l es a gr é g at s e u x-m ê m es s o nt d e u x 

f ois pl us l o n gs et ils a c q ui èr e nt é g al e m e nt u n e str u ct ur e r a mifi é e é m a n a nt d' u n c e ntr e 

c o m m u n, c e q ui l es r e n d vis u ell e m e nt ét oil és. D a ns c es c o n diti o ns, n o us a v o n s m o ntr é 

l e pr o c ess us d e f or m ati o n d es a gr é g ats e n s pir al e, e n p art a nt d e si m pl es str u ct ur es e n 

ét oil e, d o nt l es fil a m e nts di v er g e nt d' u n n o y a u d' a gr é g ati o n. A u fil d u t e m ps, c es 

str u ct ur es s e t or d e nt a ut o ur d' u n o u d e pl usi e ur s a x es, f or m a nt d es a gr é g ats e n s pir al e. 

A u c o ntr air e, l a pr és e n c e d e li g a n ds a nti -a m yl oï d es a s u p pri m é l a f or m ati o n d' a gr é g ats 

e n s pir al e. L a c ur c u mi n e a pr o v o q u é u n e d éf or m ati o n et u n f ort r a c c o ur ciss e m e nt d es 

s pir al es, l' a ci d e 3, 4 -di m ét h o x y ci n n a mi q u e e m p ê c h a nt pr es q u e c o m pl èt e m e nt l e ur 

f or m ati o n. Ai nsi, n o us d o ut o ns d e l' e x a ctit u d e d e l' utilis ati o n d e l a t hi ofl a vi n e T e n t a nt 

q u e d ét e ct e ur s él e ctif d es str u ct ur es a m yl oï d es, c ar, a p p ar e m m e nt, il p e ut é g al e m e nt 

i nt er a gir a v e c l es pr o d uits d e gl y c ati o n, c e q ui e ntr aî n e u n e a u g m e nt ati o n d e s o n 

i nt e nsit é d e fl u or es c e n c e. 

L'i nt er a cti o n d e l a pr ot éi n e pri o n gl y q u é e et d e l a b êt a -c as éi n e est s p é cifi q u e 

a ussi. A u st a d e d e l'i nt er a cti o n i ni ti al e, l es pr ot éi n es f or m e nt d es a gr é g ats s p h éri q u es 

a v e c u n e str u ct ur e d és o r d o n n é e et u n e l é g èr e fl u or es c e n c e d e l a t hi ofl a vi n e T, 

a p p ar e m m e nt c a us é e p ar s o n i nt er a cti o n a v e c l es pr o d uits d e gl y c ati o n. C e p e n d a nt, a u 

c o ur s d u tr ait e m e nt t h er mi q u e, ils s o nt  e nri c his e n str u ct ur es a m yl oï d es d ét e ct é es p ar 

l a t hi ofl a vi n e, q ui i nt er a giss ait a v e c e u x et a v e c l es pr o d uits d e gl y c ati o n 

si m ult a n é m e nt. A p p ar e m m e nt, d a ns c e c a s, l’ eff et a nti a m yl oï d e d e l a c ur c u mi n e et d e 

l’ a ci d e 3, 4-di m ét h o x y ci n a mi q u e  dis p ar aît pr es q u e c o m pl èt e m e nt, c e q ui est 

pr o b a bl e m e nt d û à u n e a gr é g ati o n n o n s p é cifi q u e d es pr ot éi n es q ui e m p ê c h e l a 

diff usi o n d es li g a n ds a nti a m yl oï d es à l’i nt éri e ur d es a gr é g ats s a ns i nt erf ér er a v e c l es 

str u ct ur es i nt er n es c o n v ersi o n . 
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I nt r o d u cti o n  
T h e c e ntr al d o g m a of str u ct ur al bi ol o g y is t h at pr o p er f ol di n g of pr ot ei ns is 

n e c ess ar y t o p erf or m t h eir bi ol o gi c al f u n cti o n. A c c or di n gl y, t h e l a c k of a st a bl e 

c o nf or m ati o n is a n e g ati v e f a ct or, si n c e u n str u ct ur e d pr ot ei ns wit hi n t h e d o g m a w er e 

c o nsi d er e d as u n st a bl e c o m p o n e nt s l a c ki n g p h ysi ol o gi c al a cti vit y a n d pr o n e t o 

a g gr e g ati o n. O v er ti m e, pr ot ei ns w er e f o u n d t h at f u n cti o n n or m all y i n a n u nf ol d e d 

c o nf or m ati o n, b ut t h e pr o bl e m of i m pr o p er f ol di n g of pr ot ei n s b e c a m e m or e a n d m or e 

o b vi o us wit h ti m e. P at h ol o gi c al a g gr e g at i o n of pr ot ei ns is a si g nifi c a nt pr o bl e m of 

m o d er n bi o c h e mistr y  ( L ei g ht o n & Allis o n, 2 0 1 6; M oss ut o, 2 0 1 3; M ulli g a n & 

C h a kr a b artt y, 2 0 1 3) . M a n y dis e as es ar e c o nsi d er e d t o b e d u e t o i m pr o p er f ol di n g of 

pr o t ei ns a n d t h eir s u bs e q u e nt a g gr e g ati o n  ( G es c h wi n d, 2 0 1 5; Gir ál d e z-P ér e z, A nt olí n -

V all es pí n, M u ñ o z, & S á n c h e z -C a p el o, 2 0 1 4; O c z k o ws k a, K o z u b s ki, & D ors z e ws k a, 

2 0 1 4; T h al & F ä n dri c h, 2 0 1 5) . At t h e m o m e nt, t h es e dis e as es r e m ai n i n c ur a bl e, a n d 

a n y t h er a p y a g ai nst t h e m is p alli ati v e.  

Tr a ns missi bl e s p o n gif or m n e ur o p at hi es ( T S Es), als o k n o w n as pri o n dis e as es, 

a re n e ur o d e g e n er ati v e dis or d ers d e a dl y f or  b ot h h u m a ns a n d a ni m als.  Pri o n pr ot ei n 

( Pr P) is k n o w n f or its a bilit y t o a g gr e g at e i nt o s ol u bl e oli g o m er s t h at i n t ur n ass o ci at e 

i nt o a m yl oi d fi brils.  O n e of t h e vi a bl e a p pr o a c h es t o w ar ds pr o p h yl a xis a n d tr e at m e n t 

of pri o n dis e as es ( as w ell as ot h er c o nf or m ati o n al p at h ol o gi es)   is b as e d o n t h e 

c o m p o u n ds c a p a bl e of bi n di n g t o t h e pri o n pr ot ei n ( or its a g gr e g at es), t h u s i n hi biti n g 

its c o n v ersi o n i nt o t h e p at h ol o gi c f or m a n d ulti m at el y sl o wi n g d o w n f urt h er 

a g gr e g ati o n . N e ur o d e g e n er ati v e dis e as es ar e ass o ci at e d wit h a c c u m ul ati o n of a m yl oi d -

t y p e pr ot ei n misf ol di n g pr o d u cts. Pr e v e nti n g t h e f or m ati o n of t h es e i nf e cti v e a n d 

n e ur ot o xi c e ntiti es r e pr es e nts a vi a bl e str at e g y t o c o ntr ol pri o n dis e as es. N u m er o us 

att e m pts t o fi n d  di et ar y c o m p o u n ds wit h a nti -pri o n pr o p erti es h a v e b e e n m a d e, 

h o w e v er t h e m ost pr o misi n g a g e nt f o u n d s o f ar w as c ur c u mi n, w hi c h is p o orl y s ol u bl e 

a n d m er el y bi o a v ail a bl e.  
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Pr ot ei n gl y c ati o n b y v ari o us s u g ars a n d r e a cti v e di c ar b o n yl c o m p o u n ds is 

c o nsi d er e d to b e o n e of t h e m ost i m p ort a nt p osttr a nsl ati o n al m o difi c ati o ns, w hi c h 

c a us e n u m er o us c o ns e q u e n c es (I a n n u z zi, Ir a c e, & Sir a n g el o, 2 0 1 4; Oli v eir a et al., 

2 0 1 3) . T h es e i n cl u d e, i n t h e fir st pl a c e, c h a n g es i n t h e f u n cti o ni n g of gl y c at e d pr ot ei ns, 

as w ell as t h e f or m ati o n of pr ot ei n a g gr e g at es st a bili z e d b y c o v al e nt b o n ds b et w e e n 

t h e fi n al gl y c ati o n pr o d u cts a n d a mi n o gr o u ps of pr ot ei n s. I d e ntifi c ati o n of gl y c at e d 

pr ot ei ns is wi d el y us e d t o di a g n o s e dis e as es ass o ci at e d wit h h y p er gl y c e mi a, 

n e ur o d e g e n er ati o n (J. Li, Li u, S u n, L u, & Z h a n g, 2 0 1 2; Vist oli et al., 2 0 1 3) a n d a gi n g 

( B a y n es, 2 0 0 1; Ulri c h, 2 0 0 1). T h e gl y c ati o n of pr ot ei ns pl a ys a n i m p ort a nt r ol e i n t h e 

f or m ati o n of p at h ol o gi c al a m yl oi d str u ct ur es si n c e it aff e cts b ot h a m yl oi d 

tr a nsf or m ati o n a n d d e gr a d ati o n of t h e m o difi e d pr ot ei n s wit h pr ot e as o m e s y st ems 

i n v ol vi n g u bi q uit yl ati o n  ( A dr o v er et al., 2 0 1 4). 

T h e r es e ar c h o n f o o d pr ot ei ns, t h e gl y c ati o n of w hi c h i nt e nsi v el y o c c urs i n t h e 

pr o c ess of c o o ki n g at hi g h t e m p er at ur es i n t h e pr es e n c e of e n d o g e n o us or e xt er n all y 

a d d e d s u g ars, st a n d s a p art ( R ol d a n et al., 2 0 1 5). O n t h e o n e h a n d, t h e st u d y of gl y c ati o n 

of f o o d pr ot ei ns is n e c ess ar y t o d et er mi n e t h e eff e ct of s u c h a m o difi c a ti o n o n t h e 

di g esti o n of pr ot ei ns i n t h e g astr oi nt esti n al tr a ct ( H ell wi g, M att h es, P et o, L ö b n er, & 

H e nl e, 2 0 1 4 b; Z h a o, L e, et al., 2 0 1 7; Z h a o, Li, et al.,  2 0 1 7) , o n t h e all er g e ni cit y of 

pr ot ei ns (I w a n et al., 2 0 1 1; L e h m a n n et al., 2 0 0 6; S u hr, Wi c kl ei n, L e p p, & B e c k er, 

2 0 0 4)  a n d o n t h eir eff e ct o n  t h e mi cr o bi ot a ( D o mi ni k a et al., 2 0 1 1; Q u et al., 2 0 1 7). 

O n  t h e ot h er h a n d, it is c o n v e ni e nt t o us e f o o d pr ot ei ns a v ail a bl e i n l ar g e q u a ntiti es as 

m o d el o bj e cts i n t h e st u d y of t h e r ol e of gl y c ati o n i n t h e i n d u cti o n of a g gr e g ati o n a n d 

a m yl oi d tr a nsf or m ati o n of pr ot ei ns i n or d er t o u n d erst a n d t h e pr o c ess es o c c urri n g 

d uri n g p at h ol o gi c al dist ur b a n c es i n t h e d e v el o p m e nt of a m yl oi d o sis.  

I n a n u m b er of w or k s, it w as s h o w n t h at gl y c ati o n of mil k c as ei ns b y s u g ars a n d 

al d e h y d es c a us es c h a n g es i n t h eir str u ct ur e, r e v e al e d b y tr a diti o n al m et h o d s ( cir c ul ar 
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di c hr ois m, T h T fl u o r es c e n c e, et c.) a n d sti m ul at es t h e a g gr e g ati o n of pr ot ei ns. C as ei n 

gl y c ati o n, as a r ul e, w ors e n e d t h eir a bs or pti o n i n t h e g astr oi nt esti n al tr a ct ( H ell wi g, 

M att h es, P et o, L ö b n er, & H e nl e, 2 0 1 4 a)  a n d r e d u c e d all er g e ni cit y. Al o n g wit h t his, 

gl y c ati o n of k a p p a -c as ei n sti m ul at e d t h e a m yl oi d tr a nsf or m ati o n of t his pr ot ei n (Ji n d al 

& N a e e m, 2 0 1 3 a) . A si mil ar eff e ct w as e x ert e d b y gl y c ati o n o n t h e a g gr e g ati o n of 

s er u m al b u mi ns, w hi c h u n d er c ert ai n c o n diti o ns u n d er w e nt a m yl oi d tr a nsf or m ati o n 

( B o u m a et al., 2 0 0 3 a; Giris h & Pr as a d a R a o, 2 0 1 6). T h e m ost d et ail e d eff e ct of 

gl y c ati o n o n t h e pr o p erti es of b et a c as ei n w as i n v esti g at e d i n t h e w or k of R e z a Y o us efi 

( Y o u s efi et al., 2 0 1 7). A st u d y w as m a d e of t h e eff e ct of gl y c ati o n of b et a-c as ei n wit h 

D -gl u c os e o n t h e str u ct ur al pr o p erti es a n d a g gr e g ati o n of t h e pr ot ei n. Aft er gl y c ati o n, 

t h e pr ot ei n w as t h er m o a g gr e g at e d a n d t h e n, usi n g t h e cir c ular di c hr ois m m et h o d, as 

w ell as m e as ur e m e nt s of t h e i ntri n si c fl u or es c e n c e a n d fl u or es c e n c e i nt e nsit y of T h T 

a n d A N S, str u ct ur al c h a n g es i n t h e pr ot ei n w er e st u di e d. Str u ct ur al c h a n g es i n gl y c at e d 

c as ei n h a v e b e e n i d e ntifi e d, b ut n o d at a h a v e b e e n o bt ai n e d  a b o ut t h e sti m ul ati o n of 

a m yl oi d c o n v ersi o n of t h e gl y c at e d pr ot ei n. It h as als o b e e n s h o w n t h at t h e c h a p er o n e -

li k e a cti vit y of gl y c at e d b et a c as ei n is e n h a n c e d, a n d t h e all er g e ni cit y r e m ai ns 

pr a cti c all y u n c h a n g e d.  

U nf ort u n at el y, i nf or m ati o n a b o ut t h e sti m ul ati o n b y gl y c ati o n of a n a m yl oi d 

tr a nsf or m ati o n of pr ot ei ns, i n cl u di n g b et a-c as ei n, is n ot w ell d efi n e d. O n t h e o n e h a n d, 

it is p o ssi bl e t o d et e ct si g ns c h ar a ct eristi c of a m yl oi d str u ct ur es ( pri m aril y c h a n g es i n 

th e fl u or es c e n c e of T h T (Ji n d al & N a e e m, 2 0 1 3 a)) b y v ari o us i n dir e ct m et h o d s, a n d 

o n t h e ot h er h a n d, usi n g dir e ct m et h o d s, pri m aril y el e ctr o n mi cr os c o p y, it is n ot 

p o ssi bl e t o r e v e al c h ar a ct eristi c b e t a-c as ei n a m yl oi d fi brils ( Y uli a Y Str o yl o v a et al., 

2 0 1 1) . I n t h e pr es e nt w or k, w e i n v esti g at e d t h e t h er m al a g gr e g ati o n of g l y c at e d b et a-

c as ei n, p a yi n g p arti c ul ar att e nti o n t o t h e eff e ct of T h T o n t h e f or m ati o n of v ari o us 

a g gr e g at es, i n cl u di n g u n us u al s pir al str u ct ur es, fir st dis c o v er e d i n t his w or k. T h e 
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o b s er v ati o ns m a d e a p p e ar t o b e i m p ort a nt i n a n al y zi n g t h e r es ults o bt ai n e d  usi n g t h e 

p o p ul ar fl u or es c e nt l a b eli n g b y T h T, w hi c h pr o b a bl y i nt er a cts wit h t h e fi n al gl y c ati o n 

pr o d u cts.  

A b b r e vi ati o ns  
β -C N –  b o vi n e mil k b et a -c as ei n, A G E –  a d v a n c e d gl y c ati o n e n d -pr o d u ct, B C A 

–  bi ci n c h o ni ni c a ci d, B L G - ß -l a ct o gl o b uli n; C M-l ysi n e - c a r b o x y m et h yl-l ysi n e; D L S 

–  d y n a mi c li g ht s c att eri n g, 3, 4 -D M C A - 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d; D S C - 

diff er e nti al s c a n ni n g c al o ri m etr y, D T T –  dit hi otr eit ol, E G T A –  et h yl e n e -gl y c ol 

t etr a a c eti c a ci d, G A P D H  - gl y c er al d e h y d e -3 -p h os p h at e d e h y dr o g e n as e; H P L C —  hi g h 

p erf or m a n c e li q ui d c hr o m at o gr a p h y; I P T G - is o pr o p yl-t hi o g al a ct o p yr a n o si d e; I T C - 

is ot h er m al titr ati o n c al ori m etr y, M E S –  2 -( N-m or p h oli n o) et h a n es ulf o ni c a ci d, N B T –  

nitr o bl u e t etr a z oli u m, P A A G - p ol y a cr yl a mi d e g el; P A G E - p ol y a cr yl a mi d e g el 

el e ctr o p h or esis; Pr P - pri o n pr ot ei n; S D S - s o di u m d o d e c yl s ulf at e; T E M –  

tr a ns missi o n el e ctr o ni c mi cr os c o p y, T F A –  trifl u or o a c eti c a ci d, T h T –  t hi ofl a vi n T. 

T h e ai m a n d o bj e cti v es of t h e w o r k  
T h e ai m  of t h e w or k w as t o i d e ntif y n e w a m yl oi d o g e ni c a n d a m yl oi d o pr ot e cti v e 

f a ct ors t h at aff e ct t h e a bilit y of pr ot ei ns t o p ass, pr o v o k e a n d s u p pr ess p at h ol o gi c al 

a g gr e g ati o n.  

T as k s:  

- is ol at e a n d p urif y pr ot ei ns p oss essi n g eit h er a m yl oi d o g e ni c pr o p erti es or t h e a bilit y 

t o s up pr ess t h e p at h ol o gi c al a g gr e g ati o n of ot h er pr ot ei ns;  

- t o d e m o nstr at e t h e a bilit y of a m yl oi d o g e ni c a n d a m yl oi d o pr ot e cti v e pr ot ei ns t o 

i nt er a ct wit h e a c h ot h er a n d a ct o n ot h er p ol y p e pti d es; 

- i d e ntif y n e w a nti-a m yl oi d li g a n ds a n d st u d y t h eir eff e ct o n di ff er e nt t y p es of pr ot ei n 

a g gr e g ati o n;  
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- c h o o s e t h e c o n diti o ns f or gl y c ati o n of pr ot ei ns of t h e st u di e d pr ot ei ns a n d st u d y t h e 

c h a n g e i n t h eir pr o p erti es aft er gl y c ati o n;  

- ass ess t h e a bilit y of a nti -a m yl oi d li g a n ds t o i n hi bit a m yl oi d c o n v ersi o n a n d 

a g gr e g ati o n of gl y c at e d pr ot ei ns.  

S ci e ntifi c i n n o v ati o ns of t h e w o r k  
T h e w or k w as fir st s h o w n t h at 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d eff e cti v el y b ut  n ot 

c o m pl et el y s u p pr ess es a m yl o di z ati o n a n d a g gr e g ati o n of t h e pri o n pr ot ei n ( Pr P). T h e 

eff e ct of c ur c u mi n a n d its  a n al o g u es o n a m yl oi d c o n v ersi o n a n d pr ot ei n a g gr e g ati o n 

h as b e e n st u di e d i n d et ail.  

β -c as ei n, w hi c h h as c h a p er o ni n -li k e a cti vit y, w as f o u n d t o si g nifi c a ntl y s u p pr ess es a n y 

a g gr e g ati o n of  t h e pri o n pr ot ei n, a n d t o g et h er wit h l o w-m ol e c ul ar -w ei g ht a nti -a m yl o i d 

li g a n ds, it is a bl e t o al m ost c o m pl et el y bl o c k  a m yl oi d o g e n esis.  

G l y c ati o n of β-c as ei n w as b e e n pr o v e n t o n ot o nl y d e pri v e it of t h e a bilit y t o pr e v e nt 

t h e i m pr o p er f ol di n g of pr ot ei ns, b ut vi c e v ers a, c a us es its o w n a g gr e g ati o n, as w ell as 

sti m ul at es it s a bilit y t o c a us e a g gr e g ati o n of ot h er pr ot ei ns. T h us, n o n -e n z y m ati c 

gl y c ati o n of mil k pr ot ei ns w as s h o w n  t o i m p air t h eir f u n cti o n a n d m a y l e a d t o t h eir 

a g gr e g ati o n. I n a d diti o n, gl y c at e d β -c as ei n s h o w e d t h e a bilit y  t o f or m s p e cifi c or d er e d 

h eli c al a g gr e g at es  aft er i nt er a ctio n  wit h t h e d y e t hi ofl a vi n T. T h e pr es e n c e of pri o n 

pr ot ei n gr e atl y f a cilit at e d t h e f or m ati o n of t h es e a g gr e g at es, w hil e t h e a d diti o n of a nti -

a m yl oi d li g a n d s, o n t h e c o ntr ar y, s u p pr ess e d it.  

Gl y c ati o n of pri o n pr ot ei n l e a ds t o a d e cr e as e its a m yl oi d o g e ni cit y, w hi c h c o nfir ms t h e 

r es ults o bt ai n e d pr e vi o usl y b y ot h er r es e ar c h ers. At t h e s a m e ti m e, it w as f o u n d t h at 

t his m o difi c ati o n s o m e w h at f a cilit at es n o n-s p e cifi c a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n. 

A p p ar e ntl y, f or t h e s a m e r e as o n, t h e a nti a m yl oi d ef f e ct of c ur c u mi n a n d 3, 4-D M C A  

o n t h e a g gr e g ati o n of t h e t est pr ot ei n w as w e a k e n e d, si n c e aft er m o difi c ati o n t h e 
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a g gr e g ati o n pr o c e e d e d m or e i n a n o n -s p e cifi c w a y, w hi c h w as l ess i n hi bit e d b y 3, 4 -

D M C A  a n d es p e ci all y c ur c u mi n.  

T h e i nt er a cti o n of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d β -c as ei n is als o s p e ci al. T h e pr ot ei ns 

fir stl y f or m s p h eri c al a g gr e g at es, at i niti al st a g e wit h dis or d er e d str u ct ur e , b ut 

s u bs e q u e ntl y t h e y  b e c a m e  e nri c h e d wit h a m yl oi d str u ct ur es. A p p ar e ntl y, i n t his c as e, 

t h e i nt er a cti o n of a mi n o a ci ds i n h er e nt i n n o n-s p e cifi c pr ot ei n a g gr e g ati o n pr e v e nts t h e 

p e n etr ati o n of a nti -a m yl oi d li g a n ds i nsi d e  t h e a g gr e g at es, wit h o ut i nt erf eri n g wit h t h eir 

i nt er n al str u ct ur es t o u n d er g o a m yl oid c o n v ersi o n, w hi c h l e a d s t o t h e al m ost c o m pl et e 

dis a p p e ar a n c e of  c ur c u mi n a n d 3, 4 -D M C A  eff e ct. T h us, c h a n g es i n t h e pr o p ert y of 

a m yl oi d o g e ni c pri o n pr ot ei n as a r es ult of gl y c ati o n w er e st u di e d.  

T h e p r a cti c al si g nifi c a n c e of t h e r es e a r c h  
T h e eff e ct i vit y o f 3, 4-di m et h o x y ci n n a mi c a ci d f or si g nifi c a ntl y s u p pr essi o n  of t h e 

pri o n pr ot ei n a m yl oi di z ati o n h as b e e n c o nfir m e d.  

A n eff e cti v e i n vitr o m et h o d f or t h e c o m pl et e i n hi biti o n of t h e pri o n pr ot ei n 

a m yl oi d o g e n esis usi n g a nti a m yl oi d li g a n ds a n d a pr ot ei n wit h c h a p er o n e -li k e a cti vit y 

w as f o u n d.  

Us a g e of t hi ofl a vi n T fl u or es c e n c e m et h o d f or d et e cti o n of a m yl oi ds i n gl y c at e d 

pr ot ei ns is i n c orr e ct b e c a us e of i nt er a cti o ns b et w e e n gl y c ati o n pr o d u cts a n d T h T a n d 

d e m a n ds a d diti o n al c o nfir m ati o ns.  

T h e eff e ct of t h e wi d es p r e a d i n n at ur e pr ot ei n m o difi c ati o n gl y c ati o n o n t h e pr o p e rti es 

of β -c as ei n is s h o w n, t h e eff e cts of t h e m o difi c ati o n c a n b e b ot h d a n g er o u s a n d 

a p pli c a bl e f or t h e r a pi d r e m o v al of pr ot ei ns fr o m s ol uti o n. T h e eff e ct of gl y c ati o n o n 

t h e a m yl oi d o g e ni c pr o p erti es of t h e pri o n pr ot ei n w as als o st u di e d. 
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P r o p ositi o ns f o r d ef e n c e  
1. C ur c u mi n h as a m or e eff e cti v e  a nti -a m yl oi d a g e nt  wit h a wi d er s p e cifi cit y c o m p ar e d 

t o 3, 4-di m et h o x y ci n n a mi c a ci d. 3, 4 -D M C A , o n ot h er h a n d , m or e eff e cti v el y 

s u p pr ess es pr ot ei n a g gr e g ati o n.  

2. D -gl u c os e β -c as ei n gl y c ati o n d e pri v es e x cl u d es its c h a p er o n e -li k e a cti vit y , a cti v at es 

its o w n a g gr e g ati o n a n d t h e i n v ol v e m e nt of ot h er pr ot ei ns i n t h e a g gr e g ati o n. 

3. Gl y c at e d β -c as ei n i nst e a d of a n at ur all y u n str u ct ur e d f or m b e gi ns t o f or m a n or d er e d 

s e c o n d ar y str u ct ur e.  

4. Gl y c at e d β -c as ei n is a bl e t o s p e cifi c all y i nt er a ct wit h t hi ofl a vi n T t o f or m h eli c al 

str u ct ur es.  

5. Gl y c ati o n of pri o n pr ot ei n r e d u c es its s u s c e pti bilit y t o a nti -a m yl oi d li g a n d s.  

6. T h e c o m bi n e d eff e ct of a nti -a m yl oi d li g a n ds a n d t h e c h a p er o n e -li k e a cti vit y of β-

c as ei n m a k es it p o ssi bl e t o al m ost c o m pl et el y s u p pr ess a m yl oi d c o n v ersi o n a n d 

a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n.  

7. Gl y c ati o n of pri o n pr ot ei n l o w ers its a m yl oi d o g e ni cit y, b ut e n h a n c es its a bilit y t o 

n o n -s p e cifi c a g gr e g ati o n.  

A p p r o b ati o n of t h e r es ults  
T h e r es ults of t h e w or k w er e pr es e nt e d at s ci e ntifi c s e mi n ars of t h e D e p art m e nt of 

A ni m al C ell Bi o c h e mistr y, A. N. B el o z ers k y R es e ar c h I n stit ut e of p h ysi c o -c h e mi c al 

bi ol o g y ( S e pt e m b er 2 0 1 7, A u g ust 2 0 1 8). T h e r es ults of t h e w or k w er e als o r e p ort e d at 

3 s e mi n ar s h el d at t h e N ati o n al I n stit ut e f or A gr o n o mi c R es e ar c h, N a nt es, Fr a n c e 

( L’I nstit ut N ati o n al d e l a R e c h er c h e A gr o n o mi q u e, N a nt es, Fr a n c e). S o m e r es ults w er e 

pr es e nt e d at t h e p o st er s essi o n of t h e  c o nf er e n c e " Bi o m e m br a n es 2 0 1 8 " ( D ol g o pr u d n y, 

R ussi a).  
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T h e r es ults of t h e w or k w er e u s e d i n p u bli c ati o ns:  

1.  K u dr y a vts e v a S S, Str o yl o v a Y Y, Z a n y at ki n I A, H a ertl e T, M ur o n et z VI . ( 2 0 16 ). I n hi biti o n 

of C h a p er o ni n Gr o E L b y a M o n o m er of O vi n e Pri o n Pr ot ei n a n d Its Oli g o m eri c F or ms . 

Bi o c h e mistr y ( M os c). , 8 1 ( 1 0): 1 2 1 3-1 2 2 0.  

2.  Tis hi n a, S. A., Str o yl o v, V. S., Z a n y at ki n, I. A., M el ni k o v a, A. K., M ur o n et z, V. I., & 

Str o yl o v a, Y. Y. ( 2 0 1 7). Ci n n a mi c a ci d d eri v ati v es as t h e p ot e nti al m o d ul at ors of pri o n 

a g gr e g ati o n. M e n d el e e v C o m m u ni c ati o ns , 2 7 ( 5), 4 9 3-4 9 4.   

3.  Z a n y at ki n, I., Str o yl o v a , Y., Tis hi n a, S., Str o yl o v, V., M el ni k o v a, A., H a ertl e, T., & 

M ur o n et z, V. ( 2 0 1 7). I n hi biti o n of Pri o n Pr o p a g ati o n b y 3, 4 -Di m et h o x y ci n n a mi c A ci d. 

P h yt ot h er a p y R es e ar c h , 3 1 ( 7), 1 0 4 6-1 0 5 5.  

Ot h er s ci e ntifi c w or k s p u blis h e d o n t h e t h esis t o pi c:  

1.  I. A. Z a n y at ki n, V.I. M ur o n et z . A cti v ati o n of m a m m al pri o n pr ot ei n  s p e cifi c a g gr e g ati o n b y 

gl y c at e d β -c as ei n . “ Bi o m e m br a n es-2 0 1 8 I nt er n ati o n al c o nf er e n c e, B o o k of a bstr a cts ”, 

D ol g o pr u d n y , 2 0 1 8, p. 3 8 2.  

P e rs o n al c o nt ri b uti o n of t h e a ut h o r  
T h e m ai n r es ults w er e o bt ai n e d p ers o n all y b y t h e a ut h or. P ers o n al c o ntri b uti o n is t h e  

a n al ysi s of lit er at ur e d at a, pl a n ni n g a n d c o n d u cti n g e x p eri m e nts, as w ell as i n t h e 

pr o c essi n g a n d a n al y sis of t h e d at a, t h e pr e p ar ati o n of p u bli c ati o ns.  

M ol e c ul ar d o c ki n g pr o c e d ur es w er e  c arri e d o ut b y P h. D. V. S. Str oil o v ( N. D. Z eli n s k y 

I n stit ut e of Or g ani c C h e mistr y, R A S), e x p eri m e nts o n cir c ul ar di c hr ois m s p e ctr o s c o p y 

w er e c o n d u ct e d wit h t h e p arti ci p ati o n of P h. D. A. M. Ar ut y u n y a n ( A .N . B el o z ers k y 

R es e ar c h I n stit ut e of P h ysi c o -C h e mi c al B i ol o g y), s a m pl es f or el e ctr o n mi cr os c o p y 

w er e a n al y z e d wit h t h e p art i ci p ati o n of P h. D. E. V. S h e v al a n d A. V. L a z ar e v (A. N. 

B el o z ers k y R es e ar c h I n stit ut e of p h ysi c o -c h e mi c al bi ol o g y ), e x p eri m e nts wit h 

c o a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d c h a p er o ni ns w er e c arri e d o ut wit h S. S. 

K u dr y a vts e v a, s etti n g u p t e c h ni q u es i n t h e l a b or at o r y i n N a nt es w as c arri e d o ut wit h 

t h e h el p of t h e st aff Y v a n C h oi s et a n d H a nitr a R a b e s o n a (I N R A). 
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Lit e r at u r e r e vi e w  

F o o d a n d mil k pr ot ei ns  
Mil k is o n e of t h e es s e nti al c o m p o n e nts of c hil dr e n's n utriti o n a n d a dri n k t h at is oft e n 

c o ns u m e d b y a d ults. Mil k is  a v er y us ef ul pr o d u ct d u e t o t h e hi g h c o nt e nt of e asil y 

di g esti bl e pr ot ei ns, p e pti d es, vit a mi ns a n d ot h er i m p ort a nt s u bst a n c es f or m a m m als. 

T h e c o m p ositi o n of mil k d e p e n ds o n t h e s o ur c e. F or e x a m pl e, i n c o w's mil k, pr ot ei n 

c o n c e ntr ati o n is 3. 3 % ( a c c or di n g  t o t h e U S D A N ati o n al N utri e nt D at a b as e), pr ot ei n is 

hi g h er i n g o at mil k ( c o n c e ntr ati o n is 3. 6 %), a n d i n h u m a n mil k, b y c o ntr ast, m or e t h a n 

2 ti m es l ess a n d is 1. 5 %. T h e m ai n mil k pr ot ei ns ar e c as ei ns, α -l a ct al b u mi n, β-

l a ct o gl o b uli n. T h eir r ati o als o d e p e nds o n t h e s o ur c e of mil k. I n c o w's mil k, c as ei ns 

ar e t h e d o mi n a nt pr ot ei ns, t h e m ost c o m m o n a m o n g t h e m is α S -c as ei n, i n g o at mil k 

t h e c o n c e ntr ati o n of α S-c as ei ns is l o w er, a n d i n h u m a n mil k, o n t h e c o ntr ar y, α -

l a ct al b u mi n, β-l a ct o gl o b uli n pr e v ail. 

I n o ur w or k, w e pl a n n e d t o st u d y  fir stl y c as ei ns, w h o s e pr o p erti es ar e d es cri b e d b el o w.  

C as ei n (fr o m l at. C a s e us - " c h e es e ") is t h e n a m e f or a f a mil y of p h os p h o pr ot ei ns ( α S 1, 

α S 2, β, κ). T h e y ar e us u all y f o u n d i n mil k, w h er e t h e y m a k e u p t o 8 0 % of c o w's mil k 

pr ot ei ns a n d fr o m 2 0 % t o 4 5 % of h u m a n mil k pr ot ei ns ( K u n z & L ö n n er d al, 1 9 9 0). 

C as ei ns h a v e a wi d e r a n g e of a p pli c ati o n s i n t h e f o o d i n d u str y, fr o m t h e m ai n 

c o m p o n e nt of c h e es e t o  f o o d a d diti v es. As a c o m p o n e nt of a n i m p ort a nt f o o d r es o ur c e 

- mil k - c as ei n is a s o ur c e of a mi n o a ci ds, c a n c arr y c ar b o h y dr at es, a n d als o bi n d 

c al ci u m a n d p h o s p h or us. ( “ C as ei n ”, 2 0 1 1)  

C as ei n c o nt ai ns a si g nifi c a nt n u m b er of pr oli n e r esi d u es t h at  d o n ot i nt er a ct wit h e a c h 

ot h er a n d d o n ot all o w its p ol y p e pti d e c h ai n t o f or m e xt e n d e d or d er e d str u ct ur es. 

N or m all y, it l a c ks s u c h a st a bili z ati o n f a ct or as dis ulfi d e bri d g es: f or e x a m pl e, β -c as ei n 

d o es n ot c o nt ai n c yst ei n es at all. As a r es ult, t h e p er c e nt a g e of  p e pti d e c h ai n i n v ol v e d 

i n t h e t erti ar y str u ct ur e is l o w. C as ei ns ar e r el ati v el y h y dr o p h o bi c pr ot ei ns, d u e t o 
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w hi c h t h e y ar e n ot e asil y diss ol v e d i n w at er i n t h e f or m of m o n o m ers. T h er ef or e, i n 

mil k c as ei n is us u all y r e pr es e nt e d i n t h e f or m of a g g r e g at es, t h e s o-c all e d " c as ei n 

mi c ell es ".  

D es pit e t h e si mil arit y at fir st si g ht wit h t h e mi c ell es f or m e d b y s urf a ct a nts, t h e i nt er n al 

r e gi o n of c as ei n mi c ell es is h y dr o p hili c. C a s ei n m ol e c ul es i nsi d e mi c ell es ar e r et ai n e d 

d u e t o c al ci u m i o ns a n d h y dr o p h o bi c i nt er a c ti o ns. T h er e ar e s e v er al m o d els e x pl ai ni n g 

t h e f or m ati o n a n d i nt er n al str u ct ur e of c as ei n mi c ell es ( D al gl ei s h et al., 1 9 9 8). O n e of 

t h e m s a ys t h at i nsi d e t h e mi c ell e c o nsists of s e ver al s u b v esi cl es h el d o utsi d e b y κ -

c as ei n ( L u c e y, 2 0 0 2; W alstr a, 1 9 7 9). A c c or di n g t o a n ot h er m o d el, t h e c or e of t h e 

mi c ell e is c o m p o s e d of c as ei n fi bril s ( C H olt, 1 9 9 2). O n e of t h e n e w m o d els s u g g ests 

t h e f or m ati o n of cr oss-li n ks b et w e e n c as ei n m ol e c ul es ( H or n e, 1 9 9 8). All m o d els ar e 

u nit e d b y t h e f a ct t h at k -c as ei n is a st a bili zi n g f a ct or i n t h e m.  

 

Fi g. 1. T h e str u ct ur e of c a s ei n mi c ell e s a c c or di n g t o s u b v e si cl e s m o d el  (L u c e y, 2 0 0 2; W alstr a, 1 9 7 9) . 

T h e is o el e ctri c p oi nt of c as ei ns is 4. 6. Si n c e t h e p H of mil k is us u all y 6. 6, c as ei n 

m ol e c ul es n or m all y h a v e a n e g ati v e c h ar g e.  

T h e m ost o b vi o us f u n cti o n of c as ei n is a f o o d s o ur c e t h at is e asil y di g esti bl e b y a mi n o 

a ci ds, w hi c h is w h y it is s o i m p ort a nt f or y o u n g m a m m als ( T h or n, E cr o yd, C ar v er, & 

H olt, 2 0 1 5) . 

A n ot h er o b vi o us f u n cti o n of c as ei ns is t h e a bilit y t o bi n d p h os p h at es a n d c al ci u m i o ns. 

M or e o v er, t h e f or m ati o n of c as ei n mi c ell es is c o nsi d er e d t o b e a n e c ess ar y m e c h a nis m 
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t o pr e v e nt m a m m ar y gl a n ds  c al cifi c ati o n. A t y pi c al c as ei n mi c ell e i n cl u d es 1 0 4 pr ot ei n 

m ol e c ul es i n ~ 8 0 0 C C P n a n o cl ust ers distri b ut e d i n a h y dr at e d pr ot ei n m atri x ( C arl 

H olt, 2 0 1 3) . B as e d o n t h e a bilit y t o bi n d c al ci u m, c as ei ns ar e di vi d e d i nt o c al ci u m-

s e nsiti v e ( αs 1 -, αs 2-, a n d β-c as ei n) a n d c al ci u m -i ns e nsiti v e ( κ -c as ei n). B ei n g c al ci u m -

i ns e nsiti v e, K-c as ei n its elf i n s ol uti o n s of c al ci u m s alts is r e a dil y  s ol u bl e, b ut it als o 

h as t h e a bilit y t o i nt er a ct wit h ot h er t y p es of c al ci n e d c as ei ns, st a bili zi n g t h e m i n t h e 

f or m of a s us p e nsi o n ( Qi, 2 0 0 7). 

Fi n all y, a n i m p ort a nt c as ei n a bilit y is t o i nfl u e n c e t h e pr o p er ass e m bl y of pr ot ei ns, li k e 

t h e c h a p er o n es ( C arl H olt, 2 0 1 3). M or e o v er, c as ei n s c a n w or k as “s a m os h a p er o ns ”: 

f or mi n g mi c ell es, β-c as ei n pr e v e nts s p o nt a n e o u s s elf -a g gr e g ati o n t y pi c al of α S 2 a n d 

κ -c as ei ns ( C arl H olt, 2 0 1 3; T h or n, E cr o y d, S u n d e, P o o n, & C ar v er, 2 0 0 8) . 

U n or g a niz e d a n d a m yl oi d pr ot ei n a g gr e g ati o n  
I n cr e asi n g of pr ot ei n m ol e c ul e c o m pl e xit y a n d its a mi n o a ci d s e q u e n c e l e n gt h, bri n gs 

t o m or e diffi c ult i es f or t h e pr ot ei n t o m ai nt ai n its s e c o n d ar y a n d t erti ar y str u ct ur es 

u n d er a d v ers e c o n diti o ns. T h e p h e n o m e n o n of d e n at ur ati o n is pr e cis el y t h e u nf ol di n g 

of a pr ot ei n m ol e c ul e s e c o n d ar y a n d t erti ar y str u ct ur es wit h t h e f or m ati o n of a n 

irr eg ul ar st atisti c al b all . S o m e pr ot ei ns a n d e v e n e n z y m es h a v e t h e a bilit y t o 

s p o nt a n e o usl y r est or e str u ct ur e a n d e v e n e n z y m ati c a cti vit y, at l e ast p arti all y, b ut m a n y 

pr ot ei ns wit h o ut s p e ci al c el l ul ar m a c hi n es, t h at r est or e t h e s p ati al str u ct ur e of pr ot ei ns, 

ar e i n c a p a bl e of r e n at ur ati o n. O n t h e c o ntr ar y, aft er t h e m ol e c ul e u nf ol d i n g i nt o a 

st atisti c al b all  a n d s u bs e q u e nt dis a p p e ar a n c e of t h e f a ct or t h at l e d t o d e n at ur ati o n, 

m a n y r e gi o n s of t h e pr ot ei n m ol e c ul e o p e n  t o i nt er a cti o n, w hi c h l e a ds  t o t h e f or m ati on 

of n o n -c o v al e nt b o n ds b et w e e n pr ot ei n m ol e c ul es, w hi c h i n t ur n l e a ds t o t h eir a d h esi o n  

i nt o l ar g e c o n gl o m er at es a n d pr e ci pit ati o n. N at ur all y, t h e pr ot ei n i n t his st at e c a n n o 

l o n g er p erf or m its f u n cti o n. 
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M ost mil k pr ot ei ns ar e a bl e t o u n d er g o pr e cis el y n o n -s p e cifi c a g gr e g ati o n. A ct u all y, 

th at e x a ctl y h a p p e ns , if, f or s o m e r e as o n, mil k as a n e m ulsi o n l os es its st a bilit y a n d 

str atifi es. T h e t e n d e n c y of c as ei ns t o n o ns p e cifi c a g gr e g ati o n is w ell k n o w n ( L ari ss a 

M. Mi k h e e v a, N at ali a V. Gri n b er g, V al erij Y a. Gri n b er g, Al e x ei R. K h o k hl o v, & 

C or n eli us G. d e Kr ui f §, 2 0 0 3; P ort n a y a et al., 2 0 0 6) . H o w e v er, m a n y pr ot ei ns, 

i n cl u di n g f o o d o n es , ar e a bl e t o u n d er g o or d ere d  a g gr e g ati o n. A n e x a m pl e of s u c h 

a g gr e g ati o n is a m yl oi d o sis.  

F or t h e fir st ti m e t his t er m w as us e d b y R u d olf Vir k h o v i n r el ati o n t o pr ot ei n fi br o u s 

str u ct ur es f o u n d i n t h e li v er, w hi c h, li k e st ar c h, w er e st ai n e d wit h i o di n e. T h e 

u n a m bi g u o u s r e as o n of a m yl o i d osis d e v el o p m e nt h as n ot y et b e e n n a m e d, b ut at t h e 

s a m e ti m e it is k n o w n t h at i n s o m e dis e as es a m yl oi d osis d e v el o ps as a c o m pli c ati o n, 

f or e x a mpl e, i n t u b er c ul osis, r h e u m at oi d art hritis, c hr o ni c ost e o m y elitis, 

l y m p h o gr a n ul o m at osi s, pl as m a c yt o m a. A m yl oi d a g gr e g at es ar e f or m e d fr o m v ari o us 

pr ot ei ns; c urr e ntl y, o nl y  f or h u m a n 2 0 pr ot ei ns t h at ar e pr o n e t o t his t y p e of 

a g gr e g ati o n  ar e  k n o w n  ( S el k o e, 2 0 0 3). Diff er e nt a m yl oi d o g e ni c pr ot ei ns ar e 

str u ct ur all y a n d f u n cti o n all y u nr el at e d, b ut t h e y f or m ar e v er y si mil ar  a m yl oi d fi bril s. 

I niti all y, t h e str u ct ur e of a m yl oi d fi brils w as r e pr es e nt e d as fl at a nti -p ar all el β -l a y ers 

l o c at e d p er p e n di c ul ar t o t h e a xis of t h e fi brils. H y dr o g e n b o n d s c o n n e cti n g p ol y p e pti d e 

c h ai ns ar e l o c at e d al o n g t his a xis ( S u n d e & Bl a k e, 1 9 9 7). L at er, m or e di v ers e t h e ori e s 

b e g a n t o a p p e ar, b as e d o n t h e i nt er a ct i o n b et w e e n t h e β-str u ct ur es of pr ot ei n 

m ol e c ul es.  

A m yl oi d a g gr e g ati o n is a p ot e nti all y d a n g er o u s pr o c ess. A c o m m o n pr o p ert y f or t his 

t y p e of a g gr e g ati o n is a c h a n g e i n t h e s e c o n d ar y str u ct ur e of a pr ot ei n, its e nri c h m e nt 

wit h β -l a y ers, wit h w hi c h pr ot ei n m ol e c ul es i nt er a ct wit h e a c h ot h er, f or mi n g v er y 

st a bl e a g gr e g at es. T h e f or m ati o n of a m yl oi d str u ct ur es is o n e of t h e hist ol o gi c al si g ns 

of Al z h ei m er's dis e as e   ( B all ar d et al., 2 0 1 1; Tir a b o s c hi, H a ns e n, T h al, & C or e y -
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Bl o o m, 2 0 0 4) , m or e o v er, at l e ast o n e i nf e cti o u s a g e nt is k n o w n, t h e c o ns e q u e n c es of 

i nf e cti o n of w hi c h ar e a m yl oi d a g gr e g at es - pri o n pr ot ei n  ( Pr u si n er, 1 9 8 2). Ot h er 

pr ot ei ns ar e a bl e t o f or m si m il ar a g gr e g at es ( K. P a n & Z h o n g, 2 0 1 5), b ut t h eir t o xi c 

eff e ct h as n ot y et b e e n pr o v e n. T h er e is e vi d e n c e of t h e a bilit y of s o m e of t h e m (f or 

e x a m pl e, c o w κ -c as ei n) t o f or m a m yl oi d fi bril s ( F arr ell, C o o k e, Wi c k h a m, Pi otr o ws ki, 

& H o a gl a n d, 2 0 0 3) , es p e ci all y aft er m o difi c ati o ns ( K o u d el k a, D e hl e, M us gr a v e, 

H off m a n n, & C ar v er, 2 0 1 2) . A m yl oi di z ati o n of β -l a ct o gl o b uli n ( El ofss o n, D ej m e k, & 

P a ulss o n, 1 9 9 6; R a y n es, D a y, Cr e pi n, H orr o c ks, & C ar v er, 2 0 1 7)  is b ei n g a cti v el y 

st u di e d  to o , si mil ar pr o p erti es ar e k n o w n f or alp h a l a ct al b u mi n  ( E br a hi m-H a bi bi, 

A mi ni n as a b, E br a hi m -H a bi bi, S a b b a g hi a n, & N e m at -G or g a ni, 2 0 1 0; G o ers, 

P er m y a k o v , P er m y a k o v, U v ers k y, & Fi n k, 2 0 0 2). Als o, alt h o u g h t h e c o n diti o ns f or 

t his pr o c ess h a v e n ot y et b e e n f o u n d, it is b eli e v e d t h at α S 1-c as ei n is als o c a p a bl e of 

a m yl oi di z ati o n ( C arl H olt, 2 0 1 3). H o w e v er, t h e f a ct t h at a pr ot ei n is f or m e d i n a m yl oi d 

str u ct ur es is its elf c o n si d er e d p ot e nti all y d a n g er o u s.  

Pr ot ei n gl y c at i o n i n n at ur e 
Pr ot ei n gl y c ati o n b y  v ari o us s u g ars a n d r e a cti v e di c ar b o n yl c o m p o u n ds is c o nsi d er e d 

t o b e o n e of t h e m ost i m p ort a nt p o st-tr a nsl ati o n al m o difi c ati o n s c a usi n g n u m er o u s 

c o ns e q u e n c es  (I a n n u z zi et al., 2 0 1 4; Oli v eir a et al., 2 0 1 3). T h es e pri m aril y i n cl u d e 

c h a n g es i n t h e f u n cti o ni n g of gl y c at e d pr ot ei ns,  as w ell as t h e f or m ati o n of pr ot ei n 

a g gr e g at es st a bili z e d b y c o v al e nt b o n d s f or m e d b et w e e n t h e e n d pr o d u cts of gl y c ati o n 

a n d t h e a mi n o gr o u ps of pr ot ei ns t h at ar e fr e e i n t h e n ati v e st at e. Pr ot ei n gl y c ati o n 

pl a ys a n i m p ort a nt r ol e i n t h e f or m ati o n of p at h o l o gi c al a m yl oi d str u ct ur es, si n c e it 

aff e cts b ot h a m yl oi di z ati o n its elf a n d t h e d e gr a d ati o n of m o difi e d pr ot ei ns b y 

pr ot e os o m al s yst e ms i n v ol vi n g u bi q uiti n yl ati o n ( A dr o v er et al., 2 0 1 4). 

T h e m ai n p at h w a y f or t h e a p p e ar a n c e of gl y c at e d pr ot ei ns i n t h e b o d y is a s p o nt a n e o us 

n o n -e n z y m ati c r e a cti o n. T his pr o c ess is o b s er v e d at hi g h c o n c e ntr ati o ns of fr e e 
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c ar b o h y dr at es i n t h e m e di u m, as a  r es ult, oft e n t a k e s pl a c e i n p ati e nts wit h di a b et es. 

T his r e a cti o n i n v ol v es r e d u ci n g s u g ars ( gl u c os e, fr u ct os e, g al a ct o s e, et c.) a n d fr e e N H -

gr o u ps i n t h e pr ot ei n, m ai nl y l ysi n e, l ess oft e n ar gi ni n e. I n t h e fir st st a g e of t h e 

r e a cti o n, a S c hiff b as e is fo r m e d, w hi c h c a n s er v e as t h e st arti n g m at eri al f or m a n y 

v ari ati o ns. O n e of t h es e is m et h yl gl y o x al f or m e d fr o m t h e i nt er m e di at e 3 -

d e o x y gl u c os o n e; t h e ot h er  o n es ar e  A m a d ori  pr o d u cts  or fr u ct os a mi n e. S c hiff b as es 

a n d A m a d ori pr o d u cts ar e cl assifi e d as e arl y  gl y c ati o n pr o d u cts. T h e a m o u nt of t h e 

b o d y's pr ot ei ns m o difi e d b y t his w a y (f or e x a m pl e, bl o o d h e m o gl o bi n) is pr o p orti o n al 

t o t h e c o n c e ntr ati o n of gl u c os e or ot h er r e d u ci n g s u g ars  i n t h eir e n vir o n m e nt: t h e 

a m o u nt of m o difi e d pr ot ei ns i n cr e as es wit h i n cr e a s i n g gl u c os e l e v els i n t h e bl o o d a n d 

d e cr e as es wit h its d e cr e as e.  

A m a d ori pr o d u cts c a n f urt h er u n d er g o a s eri es of sl o w irr e v ersi bl e r e arr a n g e m e nts 

wit h t h e f or m ati o n of t h e s o -c all e d l at e, or e n d, gl y c ati o n pr o d u cts ( A G E). T h e a m o u nt 

of pr ot ei n s m o difi e d b y A G E d o es n ot d e cr e as e wit h a d e cr e a s e i n gl u c os e l e v el a n d 

o nl y gr o ws wit h ti m e. M or e o v er, s o m e of t h e A G Es c a n f or m c o v al e nt b o n d s 

( cr o ssli n ks) wit h t h e a mi n o gr o u ps of ot h er pr ot ei n m ol e c ul es. O n e of t h e m ost 

c o m m o n  r e pr es e nt ati v es of A G E is N ε-c ar b o x y m et h yl l ysi n e ( h er e  i n aft er K M -

l ysi n e), w hi c h is c a p a bl e wit h  h y dr o g e n p er o xi d e  r el e asi n g (i. e., a cti v e o x y g e n f or ms), 

or wit h  d e h y dr ati o n t o f or m E n di o n A m a d ori, w hi c h i n t ur n c a n f or m cr os sli n ks 

b et w e e n pr ot ei n si d e c h ai ns  ( Y o u n u s & A n w ar, 2 0 1 6). I n a d diti o n, d uri n g t h e 

" m at ur ati o n "  of gl y c ati o n pr o d u cts, r el ati v el y l o w m ol e c ul ar w ei g ht n o n pr ot ei n 

pr o d u cts c a n b e f or m e d, s u c h as m et h yl gl y o x al d eri v ati v es, w hi c h h a v e a hi g h 

r e a cti vit y t o m o dif y ot h er pr ot ei ns. 

Pr ot ei ns c a n b e gl y c at e d b ef or e e ati n g, aft er w hi c h t h e gl y c ati o n pr o d u cts  of t h es e 

pr ot ei ns c a n b e i n g e st e d. F or e x a m pl e, gl y c ati o n is oft e n us e d t o a d d pr ot ei n f o o d a 

bri g ht er t ast e. H o w e v er, t h e di g esti bilit y of t h es e m o difi e d a mi n o a ci d s m a y v ar y 
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si g nifi c a ntl y ( H ell wi g et al., 2 0 1 4 a; Z h a o, L e, et al., 2 0 1 7; Z h a o, Li, et al., 2 0 1 7) . I n 

t his r e g ar d, s e p ar at e st u di es h a v e b e e n c arri e d o ut o n f o o d pr ot ei ns, t h e gl y c ati o n of 

w hi c h o c c urs i nt e nsi v el y d uri n g c o o ki n g at hi g h t e m p er at ur es i n t h e pr es e n c e of 

e n d o g e n o us or e xt er n all y a d d e d s u g ars  ( R ol d a n et al., 2 0 1 5). It h as b e e n s h o w n t h at 

l ysi n o al a ni n e a n d c as ei n-b o u n d N -ε -( γ-gl ut a m yl) -L -l ysi n e ar e a b s or b e d t o a v er y s m all 

e xt e nt. I n t h e c o ur s e of n e w r es e ar c h, t h e p o ssi bl e f or m ati o n of bis -c ar b o x y m et h yl 

l ys i n e d uri n g di g esti o n w as s h o w n. I n g e n er al, t h e di g esti bilit y of gl y c at e d c as ei n 

d e cr e as e d i n c o m p aris o n wit h t h e n ati v e pr ot ei n fr o m 7 8. 3 % t o: i n t h e c as e of 

u n dir e ct e d gl y c ati o n - 6 1. 4 %, pr ot ei n e nri c h e d wit h C M -l ysi n e - 5 7. 6 %, e nri c h e d wit h 

l ys yl-al a ni n e - 5 6 %. H o w e v er, t h e eff e ct of gl y c ati o n o n t h e s plitti n g w as r el ati v el y 

s m all. T h e distri b uti o n of gl y c ati o n pr o d u cts i n t h e r es ulti n g p e pti d e fr a cti o ns, 

s e p ar at e d b y c h ai n l e n gt h, v ar y f or diff er e nt pr o d u cts: l ysi n e-al a ni n e r e m ai ns m ai nl y 

i n l o n g p e ptid e c h ai ns ( wit h M = 4 – 2 0 k D a) a n d t h er ef or e is p o orl y a bs or b e d, fr u ct os e 

l ysi n e is c o nt ai n e d i n s h ort er c h ai ns ( M = 1-4 k D a) a n d t h er ef or e p ass es i nt o t h e b o d y 

m or e e asil y, C M -l ysi n e is l o c ali z e d i n t h e s h ort est p e pti d es ( M = 0. 5-1 k D a) a n d 

t h er ef or e a b s orb e d at t h e l e v el of u n m o difi e d a mi n o a ci ds.  

I n s u mm ar y , t h e r e d u c e d di g esti bilit y of t h e m o difi e d pr ot ei n a n d t h e diff er e nt 

a bs or b a bilit y of gl y c ati o n pr o d u cts of a mi n o a ci ds l e a ds t o a l ar g e diff er e n c e i n t h e 

bi o a v ail a bilit y of t h e m o dif yi n g a g e nts: C M -l ysi n e - a b o ut 5 0 %, fr u ct o z o z ol y si n - 

4 0 %, l ysi n o al a ni n e - n ot m or e t h a n 1 0 % of t h e p o ssi bl e. T h us, C M -l ysi n e is t h e m ost 

bi o a v ail a bl e f or m of pr ot ei n gl y c ati o n pr o d u cts  ( H ell wi g et al., 2 0 1 4 b), w hi c h s u g g ests 

t h at it is p o ssi bl e f or gl y c ati o n pr o d u cts t o e nt er t h e b o d y. 

C o ns e q u e n c es of n o n -e nz y m ati c  pr o t ei n gl y c ati o n 
N u m er o u s st u di es h a v e s h o w n t h at pr ot ei n gl y c ati o n oft e n l e a ds t o d isf u n cti o n of 

pr ot ei n s , e v e n a s  c o m m o n m o difi c ati o n i n vi v o. Pr ot ei n gl y c ati o n pl a ys a n i m p ort a nt 

r ol e i n t h e f or m ati o n of p at h ol o gi c al a m yl oi d str u ct ur es, si n c e it aff e cts b ot h 
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a m yl oi di z ati o n its elf a n d t h e d e gr a d ati o n of m o difi e d pr ot ei ns b y pr ot e as o m al s y st e ms 

( A dr o v er et al., 2 0 1 4). T h e i d e ntifi c atio n of gl y c at e d pr ot ei ns is wi d el y us e d t o 

di a g n o s e dis e as es as s o ci at e d wit h h y p er gl y c e mi a, n e ur o d e g e n er ati o n ( Vist oli et al., 

2 0 1 3)  a n d a gi n g ( Ulri c h, 2 0 0 1). 

I n t h e m aj orit y of w or k s ( B o u m a et al., 2 0 0 3 b; Giris h & Pr as a d a R a o, 2 0 1 6), 

e x p eri m e nts o n t h e gl y c ati o n of f o o d pr ot ei n s w er e c arri e d o ut o n s er u m al b u mi n, m o st 

oft e n b o vi n e. I n all t h es e w or k s, it w as s h o w n t h at pr ot ei n gl y c ati o n f a cilit at es 

a m yl oi di z ati o n. St u di es of t h e eff e ct of gl y c ati o n of k a p p a -c as ei n o n its a bilit y t o 

a g gr e g at e w er e als o c arri e d o ut  (Ji n d al & N a e e m, 2 0 1 3 b), a n d si mil ar r es ults w er e 

o bt ai n e d: it w as c o nfir m e d t h at pr ot ei n a m yl oi di z ati o n w as f a cilit at e d aft er gl y c ati o n 

b y t hi ofl a vi n T fl u or es c e n c e, cir c ul ar di c hr ois m a n d i nfr ar e d s p e ctr o s c o p y wit h F o uri er 

tr a nsf or m. 

M ost of r es e ar c h es r el at e d t o t h e gl y c ati o n of a myl oi d o g e ni c  pr ot ei ns h as s h o w n t h at 

t his m o difi c ati o n a c c el er at es t h eir c o n v ersi o n. A si mil ar t e n d e n c y w as f o u n d f or β-

a m yl oi d (J a n a, B at k ul w ar, K ul k ar ni, & S e n g u pt a, 2 01 6) , it is als o k n o w n a b o ut t h e 

si mil ar eff e ct of gl y c ati o n o n t h e b e h a vi or of a p o m y o gl o bi n, t h e gl y c ati o n of w hi c h 

pr o m ot es t h e f or m ati o n of hi g hl y t o xi c oli g o m ers (I a n n u z zi et al., 2 0 1 5). T h er e is 

e vi d e n c e t h at hi g h bl o o d s u g ar l e v els, w hi c h i n cr e as e t h e ris k of n o n -e n z y m ati c pr ot ei n 

gl y c ati o n, c a n b e a ris k f a ct or f or t h e d e v el o p m e nt of n ot o nl y t y p e I di a b et es, b ut 

dis e as es ass o ci at e d wit h p at h ol o gi c al a g gr e g ati o n, s u c h as Al z h ei m er's or P ar ki n s o n’s 

dis e as e  ( G u err er o, V as u d e v ar aj u, H e g d e, Britt o n, & R a o, 2 0 1 3; Vi c e nt e Mir a n d a, El -

A g n af, & O ut eir o, 2 0 1 6) . M or e o v er, it w as c o nfir m e d t h at, f or e x a m pl e, i n t h e c as e of 

P ar ki ns o n's dis e as e, t h e gl y c ati o n of α -s y n u cl ei n a n d t h e a c c u m ul ati o n of l at e A G E 

gl y c ati o n pr o d u cts pr e c e d e t h e f or m ati o n of L e vi b o di es a n d t h e d e v el o p m e nt of 

p ar ki ns o ni a n s y m pt o ms a n d d o es n ot dis a p p e a r d uri n g pr ot ei n a g gr e g ati o n. At t h e 

s a m e ti m e, t h e eff e ct of gl y c ati o n o n a m yl oi d o g e ni c pr ot ei ns m a y b e diff er e nt. T h us, 
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s e v er al r es e ar c h ers h a v e s h o w n t h at gl y c ati o n of t h e pri o n pr ot ei n l e d t o t h e 

s u p pr essi o n of t h e f or m ati o n of a m yl oi d fi bri ls ( P a n z a, D u m pit a k, & Bir k m a n n, 2 0 1 0) 

a n d a s h ar p d e cr e as e i n i nf e cti vit y ( S u y a m a et al., 2 0 0 7), h o w e v er, t his p h e n o m e n o n 

h as n ot y et b e e n st u di e d i n s uffi ci e nt d et ail.  

T h e eff e ct of gl y c ati o n o n c as ei ns  
C as ei n gl y c ati o n st u di es w er e c arri e d o ut m ai nl y i n vitr o. T his w as t h e w a y ( M o e c k el, 

D u er as c h, W ei z, R u c k, & H e nl e, 2 0 1 6)  t o st u d y t h e eff e ct of gl y c ati o n o n mi c ell ar a n d 

m o n o m eri c f or ms of c as ei n (t h e r es e ar c h ers us e d t ot al c as ei n wit h o ut s e p ar a ti o n of 

is of or ms). L a b or at or y s o di u m c as ei n at e w as us e d as a s o ur c e of m o n o m eri c f or ms, a n d 

n at ur al mil k c as ei n as a s o ur c e of mi c ell ar f or m. T h e c as ei n fr o m mil k w as first l y 

p urifi e d b y filtr ati o n fr o m t h e f at fr a cti o n a n d s u bj e ct e d t o  pr e ci pit ati o n at t h e 

is o el e ctri c p oi nt. T h e m o difi c ati o n w as c arri e d o ut b y b oili n g p urifi e d c as ei n (i mit ati o n 

of mil k b oili n g). T h e r es ulti n g pr o d u cts w er e s u bj e ct e d t o a ci di c a n d e n z y m ati c 

h y dr ol y sis. T h e o bt ai n e d pr e p ar ati o n s w er e a n al y z e d f or t h e c o nt e nt of: A m a d ori 

pr o d u cts ( N -fr u ct osy l-ly si n e  -> f ur o si n as a r es ult of a ci d h y dr ol ysis), l ysi n e di m ers of 

gl y o x al d eri v ati v es a n d p e nt osi di n e ( aft er a ci d h y dr ol y sis), p yrr oli n e ( aft er e n z y m ati c 

h y dr ol y sis), C M -l ysi n e; a n al y z e d t h e a mi n o a ci d c o m p o siti o n of t h e h y dr ol ysis 

pr o d u cts (s e ar c h f or l ysi n e a n d cr os sli n ks b et w e e n t h e a mi n o a ci d r esi d u es of l ysi n e 

al a ni n e), d et er mi n e d t h e d e gr e e of p ol y m eri z ati o n b y g el c hr o m at o gr a p h y ( c ali br ati o n 

w as c arri e d o ut usi n g p ol yst yr e n e s ulf o n at e), l o o k e d f or c h a n g es i n si z e ( D L S) a n d 

s urf a c e  str u ct ur e (s c a n ni n g el e ctr o n mi cr os c o p y) mi c ell es.  

As a r es ult, t h e f or m ati o n of A m a d ori pr o d u cts f or mi c ell es w as s h o w n t o b e  sli g htl y 

m or e a cti v e: t h er e w as a n i n cr e a s e i n p yrr oli n e i n t h e mi c ell ar f or m i n c o m p aris o n wit h 

t h e m o n o m eri c, t h e a m o u nts of KM -l y si n e w er e a p pr o xi m at el y t h e s a m e. D uri n g 

gl y c ati o n, t h e di - a n d tri m ers r e m ai n e d mi n or fr a cti o ns, a n d t h eir c o n c e ntr ati o n d i d n ot 

e x c e e d 1 0 % of t h e t ot al pr ot ei n ( w hil e r e m ai ni n g a p pr o xi m at el y t h e s a m e t hr o u g h o ut 
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t h e b oili n g ti m e). Eit h er m o n o m ers or vi c e v ers a pr e v ail e d i n s ol uti o ns, oli g o m ers wit h 

m or e t h a n 4 pr ot ei n m ol e c ul es. F or c as ei n fr o m mi c ell es, t h e pr o c ess of f or m at i o n of 

oli g o m ers w as f ast er a n d aft er 4 h o ur s of b oili n g c a pt ur e d 6 0 % of t h e pr ot ei n, w hil e 

m o n o m eri c c as ei n w as i n cl u d e d i n oli g o m ers o nl y ~ 1 7 %.  

I n t h e a bs e n c e of gl u c os e, gl y c at e d c as ei ns ( es p e ci all y t h e mi c ell ar f or m) f or m e d 

a g gr e g at es d u e t o l ys yl -al a ni n e cr os sli n ks. L at e  gl y c ati o n pr o d u cts, li k e p e nt o zi di n e, 

w er e n ot f o u n d. Gl y c at e d pr ot ei n a g gr e g at e d m u c h m or e a cti v el y t h a n i t c o ul d d u e t o 

o nl y l ys yl -al a ni n e cr os s -li n ks, i. e. n e w u n e x pl or e d cr os sli n ks c a us e d b y gl y c ati o n w er e 

f or m e d (f or e x a m pl e, gl uc os e p a n - l ysi n e-ar gi ni n e cr os sli n ki n g).  

T h e p arti cl e si z e al m ost di d n ot c h a n g e fr o m gl y c ati o n l e v el. Mi c ell es wit h o ut 

gl y c ati o n  aft er l o n g -t er m h e ati n g b e g a n t o f or m t h e m o n o m er fr a cti o n. Gl y c at e d 

mi c ell es f or m e d m o n o m ers l es s a cti v el y. A c c or di n g t o mi cr os c o p y, gl y c at e d mi c ell es 

w er e m or e st a bl e ( u n gl y c at e d o n es st art e d t o f or m s m all a g gr e g at es), b ut t h eir s urf a c e 

w as l ess str u ct u r e d ( M o e c k el et al., 2 0 1 6). 

A n ot h er gr o u p of r es e ar c h ers (Ji n d al & N a e e m, 2 0 1 3 b) c o n d u ct e d a st u d y of gl y c ati o n 

eff e ct o n k -c as ei n. T o d et er mi n e t h e pr o p erti es of t h e m o difi e d pr ot ei n, t h e y us e d A N S -

fl u or es c e n c e, T h T fl u or es c e n c e (t h eis w a y all o w s  t o d et e ct a m yl oi di z ati o n), s elf-

fl u or es c e n c e of gl y c ati o n pr o d u cts, C D, a n d I R s p e ctr os c o p y wit h F o uri er tr a nsf or m. 

T h e fl u or es c e n c e of A N S s h o w e d fir st l y a n i n cr e as e, a n d t h e n a d e cr e as e i n i nt e nsit y, 

w hi c h t h e a ut h or s ass o ci at e d wit h t h e m e lti n g of t h e pr ot ei n str u ct ur e at i niti al st a g e s, 

a n d l at er f or m ati o n of a n e w str u ct ur e. M or e o v er, t his n e w str u ct ur e e n h a n c e d  t h e T h T 

fl u or es c e n c e a n d l e d t o a s hift of t h e C D p e a k i n t h e f ar U V r e gi o n t o a l o n g er 

w a v el e n gt h r e gi o n. I n t h e n e ar -U V r e gi o n , i n c u b at e d wit h gl u c os e, κ-c as ei n s h o w e d 

o nl y a d e cr e as e i n t h e v al u e of t h e t ot al C D p e a k, a n d i n t h e pr es e n c e of fr u ct os e, t h e 

pr ot ei n s h o w e d a d e cr e as e i n t h e v al u e a n d s hift of t h e t ot al C D p e a k i n t h e l o n g -

w a v el e n gt h r e gi o n. A c c or di n g t o I R s p e ctr o s c o p y, o v er ti m e, t h e pr ot ei n h as a p e a k of 
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a bs or pti o n c h ar a ct eristi c of e nri c h e d β -str u ct ur es. H o w e v er, wit h all t his, r es e ar c h e rs 

h a v e r e p e at e dl y c o m e a cr o ss d at a t h at vi ol at e tr e n d s, a n d e x pl ai n e d  t hat b y  f or m ati o n 

of " m olt e n gl o b ul e " as i nt er m e di at e pr o du ct (Ji n d al & N a e e m, 2 0 1 3 b). 

A c c or di n g t o t h e c o n diti o ns of gl y c ati o n, t h e st u d y of t h e Y o us efi t e a m  ( Y o us efi et al., 

2 0 1 7)  c a n b e c o nsi d er e d t h e cl os est t o o ur w or k. T h e y i n v esti g at e d t h e eff e ct of β -

c as ei n gl y c ati o n wit h D -g l u c os e o n a m yl oi d c o n v ersi o n a n d pr ot ei n a g gr e g ati o n. T h e 

pr ot ei n m o difi c ati o n c o n diti o ns v er y si mil ar t o o ur s w er e us e d: a sli g htl y l o w er 

c o n c e ntr ati o n of s u g ar w as c o m p e ns at e d b y a l o n g i n c u b ati o n ti m e. Als o a n a d diti o n al 

t h er m o a g gr e g ati o n of pr ot ei n w as  c o n d u ct e d. E x p eri m e nts w er e p erf or m e d t o e v al u at e 

t h e c h a p er o ni n-li k e a cti vit y of β-c as ei n gl y c at e d i n t his w a y, w hi c h s h o w e d a n i n cr e as e 

i n t h e a bilit y of t h e pr ot ei n t o s u p pr ess t h e a g gr e g ati o n of ot h er pr ot ei ns, wit h t h e 

e x c e pti o n of h u m a n h e m o gl o bi n.  

U nf ort u n at el y, t h e i nf or m ati o n o n t h e gl y c ati o n sti m ul ati o n of pr ot ei ns a m yl oi d 

tr a nsf or m ati o n, i n cl u di n g β-c as ei n, is n ot w ell d efi n e d. O n t h e o n e h a n d,  usi n g v ari o us 

i n dir e ct m et h o d s, it is p o ssi bl e t o d et e ct si g n s c h ar a ct eristi c of a m yl oi d str u ct ur es (first 

of all, c h a n g es i n t hi ofl a vi n T fl u or es c e n c e (Ji n d al & N a e e m, 2 0 1 3 b)), a n d o n t h e ot h er 

h a n d, usi n g dir e ct m et h o d s, f or e x a m pl e el e ctr o n mi cr os c o p y, d et e ct i o n of 

c h ar a ct eristi c a m yl oi d β -c as ei n fi bril s m a n a g es  w as n’t s u c c es sf ul  ( Y uli a Y Str o yl o v a 

et al., 2 0 1 1) . 

Pri o n pr ot ei ns as k n o w n  s o ur c es of a m yl oi d str u ct ur es  
Pri o ns ( Pr P) - a gr o u p of pr ot ei ns f o u n d i n m a m m als a n d y e ast. A disti n cti v e f e at ur e 

of pri o n pr ot ei n s is t h eir a bilit y t o f or m 2 st a bl e c o nf or m ati o n s: n ati v e pr ot ei n ( Pr P C ) 

a n d i nf e cti o u s pri o n ( Pr P S c ). T h e i nf e cti o u s f or m, b y i nt er a cti o n  wit h a  pr ot ei n i n t h e 

n ati v e c o nf or m ati o n, c a us es c h a n g es i n t h e t erti ar y str u ct ur e i n it li k e its o w n, i. e. w or ks  

a c arri er of i nf or m ati o n a b o ut t h e str u ct ur e of t h e pr ot ei n m ol e c ul e ( Pr u si n er & 

Ki n g s b ur y, 1 9 8 5) . 
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Y e ast pri o n pr ot ei n is n ot p ot e nti all y d a n g er o u s f or its c arri er s, u nli k e m a m m ali a n 

pr ot ei n. T h e m a m m ali a n pri o n pr ot ei n ( Pr P) is a pr ot ei n l o c ali z e d o n t h e o ut er si d e of 

t h e c yt o pl as mi c m e m br a n e a n d, t o a l ess er e xt e nt, i n t h e e xtr a c ell ul ar m e di u m. T h e 

pr ot ei n c a n b e i ns ert e d i nt o t h e c ell m e m br a n e i n a n y ori e n t ati o n, b ot h t h e N- a n d C -

t er mi n al d o m ai ns o utsi d e, w hil e t h e tr a ns m e m br a n e d o m ai n r e m ai ns i n t h e r e gi o n of 

r esi d u es 1 1 1-1 3 4. I n a d diti o n, it c a n b e fi x e d o n t h e o utsi d e of t h e c ell m e m br a n e b y 

m e a ns of a gl y c o p h o s p h ati d yl i n osit ol " a n c h o r " ( Pr u si n er & Ki n gs b ur y, 1 9 8 5). I n si d e 

t h e c ells, t his pr ot ei n is st or e d eit h er i n E P R, fr o m w h er e it is tr a ns p ort e d t o t h e c ell 

m e m br a n e aft er s y nt h esis, or i n e n d o s o m es t h at d o n ot c o nt ai n l ys o s o m al m ar k ers, i. e. 

n ot i nt e n d e d f or s plitti n g c o nt e nt. T his  pr ot ei n p o ol c a n b e e nri c h e d  fr o m t h e c ell 

m e m br a n e b y e n d o c yt osis, aft er w hi c h it c a n eit h er u n d er g o pr ot e ol yti c cl e a v a g e at t h e 

sit e i n t h e r e gi o n of t h e N -t er mi n al d o m ai n b et w e e n T hr 1 1 4 a n d M et 1 3 7 (s p e cifi c 

a mi n o a ci ds m a y diff er d e p e n di n g o n t h e t y p e of pr ot ei n h o st, b ut i n g e n er al t h e r e gi o n 

r e m ai ns hi g hl y c o ns er v e d) or r et ur n t o t h e c ell m e m br a n e ( S h y n g, H u b er, & H arris, 

1 9 9 3) . Pr P is e n c o d e d b y t h e P R N P g e n e l o c at e d i n c hr o m os o m e 2 0 ( B.-Y. C h oi et al., 

2 0 0 9) . T h e 2 3 k D a pri o n pr ot ei n m ol e c ul e c o nt ai ns 2 5 0-2 6 0 a mi n o a ci d s. T h e pr ot ei n 

c o nt ai ns 1 1 l ysi n e r esi d u es, w hi c h is gl y c at e d fir st, a n d 1 2 ar gi ni n e r esi d u es. Pr P is a 

p arti all y u nf ol d e d pr ot ei n; its str u ct ur e c a n b e di vi d e d i nt o 2 p arts b as e d o n its 

str u ct ur e. T h e N -t er mi n al u nf ol d e d d o m ai n i n cl u d es a n a d dr ess s e q u e n c e, s e v er al 

r e p e ati n g o ct a p e pti d es e nri c h e d wit h histi di n e a n d c a p a bl e of c o or di n ati n g t h e bi n di n g 

of di v al e nt m et a l i o ns, c h ar g e d a nd h y dr o p h o bi c cl ust ers. T h e C -t er mi n al str u ct ur e d 

p art of t h e m ol e c ul e i n t h e n ati v e c o nf or m ati o n f or ms 3 α -h eli c es ( H 1, H 2 a n d H 3) a n d 

2 l o o ps b et w e e n t h e m. T h e s pir als H 2 a n d H 3 ar e li n k e d b y a dis ulfi d e bri d g e. T h e 

str u ct ur e d p art of t h e m ol e c ul e, w h e n it e nt ers t h e f or m e nri c h e d wit h β-l a y ers, is 

r esist a nt t o t h e a cti o n of pr ot ei n as e K. At t h e C-t er mi n us t h er e i s a 

gl y c o p h os p h ati d yli n osit ol bi n di n g sit e t hr o u g h w hi c h t h e pr ot ei n c a n b e a n c h or e d i n 

t h e m e m br a n e. 
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I nf or m ati o n a b o ut pri o n  pr ot ei n  f u n cti o ns of m a m m als  is p o or. Pr es u m a bl y, t h e y ar e 

i n v ol v e d i n si g n ali n g c as c a d es of a p o pt osis; it is p ossi bl e t h at t h e y ar e d esi g n e d t o 

c o n c e ntr at e bi v al e nt m et al i o ns ( C ol b y & Pr usi n er, 2 0 1 1) a n d si g n ali n g m ol e c ul es t h at 

c o ntr ol c ell a d h esi o n ( P etit, B es ni er, M or el, R o us s et, & T h e n et, 2 0 1 3) at t h e c ell 

m e m br a n e; t h er e is i nf or m ati o n a b o ut t h e p arti ci p ati o n of pri o n s i n e m br y o g e n esis a n d 

t h e m ai nt e n a n c e of t h e pl uri p ot e n c y of tiss u e-s p e cifi c st e m c ells ( A g u z zi & 

P ol y m e ni d o u, 2 0 0 4) , a n d t h e m a n a g e m e nt of cir c a di a n r h yt h ms ( L a ws o n, C olli ns, 

M ast ers, & Hill, 2 0 0 5) . I n a d diti o n, it w as s h o w n t h at t h e e x pr essi o n of pri o n pr ot ei n 

w as gr e atl y r e d u c e d i n a ni m al s with a t y p e 2 di a b et es m o d el ( P h a m, D h ar, K h al aj, 

D es ai, & T a g hi bi gl o u, 2 0 1 4) . 

A m yl oi d c o n v ersi o n of pri o n pr ot ei n  
It is n ot k n o w n e x a ctl y w hi c h a mi n o a ci d s a n d p arts of t h e Pr P pr ot ei n c h a i n ar e 

i n v ol v e d i n a m yl oi d c o n v ersi o n. O n e of t h e tr a diti o n al t h e ori es s a ys t h at i n t h e 

i nf e cti o u s c o nf or m ati o n of t h e pr ot ei n, t h e α -h eli x H 1, t o g et h er wit h a p art of t h e α -

h eli x H 2 a n d a h y dr o p h o bi c cl ust er fr o m t h e u n str u ct ur e d d o m ai n, f or m l ar g e “ β -

s h eets ” ( K. M. P a n et al., 1 9 9 3). Wit h t h es e “s h e ets ”, pri o n m ol e c ul es sti c k t o g et h er, 

fir st f or mi n g oli g o m ers, a n d t h e n a ri gi d fi bril. M o d er n st u di es als o i n di c at e t h e 

i m p ort a n c e of t h e C-t er mi n al d o m ai n i n t h e pr o c ess of a m yl oi d c o n v ersi o n, e v e n a mi n o 

a ci ds h a v e b e e n i d e ntifi e d, t h e r e pl a c e m e nt of w hi c h pr e v e nts t h e tr a nsi ti o n of Pr PС  

i nt o t h e i nf e cti o u s f or m, f or e x a m pl e, T yr-1 6 9 ( K urt, Ji a n g, B ett, Ei s e n b er g, & 

Si g ur ds o n, 2 0 1 4) . I n a d diti o n, t h e c urr e ntl y k n o w n all el es of s h e e p pri o n pr ot ei n als o 

diff er i n p oi nt a mi n o a ci d s u bstit uti o ns i n t h e C -t er mi n al d o m ai n (for e x a m pl e, i n t h e 

A R R - V R Q all el e s eri es, t h e t e n d e n c y t o f or m a m yl oi d a g gr e g at es i n cr e as es, t h es e 

pr ot ei ns diff er i n a mi n o a ci ds at p o siti o n s 1 3 6, 1 5 4 a n d 1 7 1). It w as als o s h o w n t h at 

Pr P, w hi c h is l o c at e d i n t h e c yt o pl as mi c m e m br a n e or E P R m e m br a n e wit h t h e C -

t er mi n al d o m ai n i n t h e E P R c a vit y or o utsi d e t h e c ell, is pri m aril y i n v ol v e d i n t h e 

pr o c ess of a m yl oi di z ati o n i n vi v o. At t h e s a m e ti m e, t h er e ar e d at a s h o wi n g t h at t h e N -
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t er mi n al u n str u ct ur e d d o m ai n i s q uit e c a p a bl e of f or mi n g a m yl oi d str u ct ur es, b ut b y a 

diff er e nt m e c h a nis m t h a n t h e C -t er mi n al d o m ai n. As a r es ult, s p h eri c al a g gr e g at es, n ot 

el o n g at e d, ar e f or m e d ( S hir ais hi, Uts u n o mi y a, & Nis hi ki mi, 2 0 0 6). 

T h e m e c h a nis m of a m yl oi d o sis is c urr e ntl y u n k n o w n. St u di es ( R e z a ei et al., 2 0 0 5) 

h a v e s h o w n t h at, r e g ar dl ess of t h e a g gr e g ati o n m o d el,  pri o n a m yl oi di z ati o n p ass es 

t hr o u g h a st a g e of i nt er m e di at e oli g o m ers. A f e at ur e of t h es e a g gr e g at es is t h at t h e y 

c o nsist of a c ert ai n n u m b er of m o n o m ers, f or e x a m pl e, s h e e p Pr P S c  f or ms 

c o n gl o m er at es of 1 2 or 3 6 m ol e c ul es. I n a d diti o n, it w as s h o w n ( R e z a ei et al., 2 0 0 5) 

t h at oli g o m ers ar e t h e m ost d a n g er o us i nf e cti o u s a g e nt, as t h e y ar e m or e r esist a nt t o 

pr ot e ol ysis t h a n m o n o m ers a n d at t h e s a m e ti m e n ot as b ul k y as fi bril s.  

 

Fi g. 2. T h e pri n ci pl e of pri o n pr ot ei n a m yl oi d c o n v er si o n.  

T his i d e a is als o c o nfir m e d b y t h e f a ct t h at dis e as es ass o ci at e d wit h pri o n all el es  a n d  

m or e pr o n e t o t h e f or m ati o n of oli g o m ers a n d sl o w er f or mi n g fi brils, ar e m u c h m or e 

tr a nsi e nt ( B.-Y. C h oi et al., 2 0 0 9) . 

R e g ar di n g t h e c o m pl et e m e c h a nis m of a m yl oi di z ati o n a n d a g gr e g ati o n of pri o n 

pr ot ei n, s e v er al t h e ori es h a v e b e e n pr o p o s e d (s e e Fi g. 3): 
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A) T h e m atri x -ass e m bl y m o d el ass u m es t h e n e e d f or a fi bril e m br y o, w h e n i nt er a cti n g 

wit h it, Pr P C  c h a n g e s its c o nf or m ati o n t o a n i nf e cti o u s a n d t h e n sti c ks t o it ( L o p es & 

S a nt os, 2 0 1 2) . 

B) A c c or di n g t o t h e h et er o di m er  m o d el, pr ot ei n c o n v ersi o n o c c urs t h r o u g h t h e 

i nt er a cti o n of t h e Pr PC  m o n o m ers a n d Pr P S c  (J arr ett & L a ns b ur y, 1 9 9 3). 

C ) T h e n u cl e ati o n m o d el is b as e d o n t h e ass u m pti o n t h at t h e pri o n pr ot ei n i n t h e b o d y 

f or ms b ot h n ati v e a n d i nf e cti o us f or ms, w hi c h ar e li n k ed b y a r e v ersi bl e r e a cti o n. T h e 

f or mati o n of a g gr e g at es s hift s t his e q uili bri u m t o w ar ds t h e c o n v ert e d f or m ( Pr u si n er, 

1 9 9 1) . 

D) A c c or di n g t o t h e c o nf or m ati o n al c o n v ersi o n m o d el, Pr P C c a n c h a n g e t h e 

c o nf or m ati o n o nl y as p art of a n oli g o m er c o m p o s e d of n ati v e pr ot ei n m ol e c ul es ( S eri o 

et al., 2 0 0 0) . 

 

Fi g. 3. M o d el s of pri o n c o n v er si o n.  
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T h e m e c h a nis m of a m yl oi d fi bril s c yt ot o xi c eff e ct is p o orl y st u di e d ( P o g gi oli ni, 

S a v eri o ni, & P ar c hi, 2 0 1 3; R e z a ei et al., 2 0 0 5) . T h er e is e vi d e n c e t h at pri o n 

a m yl oi di z ati o n l e a ds t o o xi d ati v e str ess  of c ells, a cti v ati o n of t h e c o m pl e m e nt s y st e m, 

disr u pti o n of E P R, w hi c h l e a d s t o a ut o p h a g y a n d a p o pt osis of c ells. P er h a ps pri o n 

a g gr e g at es c a n i nt er a ct wit h c ell ul ar m e m br a n es a n d d es tr o y t h e m ( R e z a ei et a l., 2 0 0 5). 

I n m a m m als, t h e c yt ot o xi c eff e ct of pri o n is m a nif est e d m ai nl y i n n er v e tiss u es: o n 

hist ol o gi c al s e cti o n s, t h e br ai n of a n or g a nis m i nf e ct e d wit h Pr P S c b e c o m es si mil ar t o 

a s p o n g e d u e t o a str o n g i n cr e as e i n e n d o c yt osis v esi cl es i n n e ur o ns ( K u m ar, Vi n a y; 

A b b as, A b ul; Ast er, 2 0 1 5) . S u bs e q u e ntl y, t h e n e ur o ns b e gi n t o di e e n m ass e, w hi c h 

l e a ds t o t h e a c c u m ul ati o n of astr o c yt es i n t h e l esi o ns, w hil e n o i nfl a m m ati o n o c c urs 

( B el a y, 1 9 9 9). D u e t o t h e m or p h ol o g y of t h e aff e ct e d n er v e tiss u e, all dis e as es of t h e 

pri o n eti ol o g y ar e c all e d s p o n gif or m e n c e p h al o p at hi es (s cr a pi e of s h e e p, “ m a d c o w 

dis es as e ” f or c a ttl e; k ur u f or s h e e p, Cr e ut zf el d-J a c o bs s y n dr o m e f or h u m a ns et c.) 

( Pr u si n er & Ki n g s b ur y, 1 9 8 5). S o m e of t h e m h a v e b e e n k n o w n f or a l o n g ti m e (f or 

e x a m pl e, s h e e p s cr a pi e, als o k n o w n as “s cr at c h er ”).  

H u m a n pri o n dis e as es w er e dis c o v er e d i n t h e 5 0 s: a m o n g t h e A b ori gi n es of N e w 

G ui n e a, i n  w h o m rit u al e ati n g of d e c e as e d tri b es m a n br ai n w as c o m m o n, s ci e ntists  

f o u n d a dis e as e k n o w n as k ur u. H o w e v er, it w as o nl y i n t h e 8 0 s of t h e 2 0t h c e nt ur y 

t h at t h e c a us e of t his dis e as e w as s h o w n  t o b e a pri o n pr ot ei n ( Pr usi n er & Ki n g s b ur y, 

1 9 8 5) . S o m e of t h e s p o n gif or m e n c e p h al o p at hi es  ar e h er e dit ar y, s o m e ar e c a p a bl e of 

h ori z o nt al tr a nsf er e n c e.  

T a bl e 1. Di s e a s e s of pri o n eti ol o g y a n d or g a ni s m s s u s c e pti bl e t o t h e m.  

Aff e ct e d a ni m al(s)  Dis e as e  

S h e e p, g o at  S cr a pi e  

C attl e  B o vi n e s p o n gif or m e n c e p h al o p at h y  ( B S E), m a d c o w dis e as e 
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Mi n k  Tr a ns missi bl e mi n k e n c e p h al o p at h y  ( T M E) 

El k, d e e r  C hr o ni c w asti n g dis e as e  ( C W D) 

C at  F eli n e s p o n gif or m e n c e p h al o p at h y  ( F S E) 

Ost ri c h  
S p o n gif or m e n c e p h al o p at h y  

( N ot b e e n s h o w n t o b e tr a ns missi bl e.) 

H u m a n  

Cr e ut zf el dt – J a k o b dis e as e  ( CJ D) 

i atr o g e ni c Cr e ut zf el dt -J a k o b dis e as e (i CJ D)  

v ari a nt Cr e ut zf el dt -J a k o b dis e as e ( v CJ D)  

f a mili al Cr e ut zf el dt-J a k o b dis e as e (f CJ D)  

s p or a di c Cr e ut zf el dt -J a k o b dis e as e (s CJ D)  

G erst m a n n – Str ä ussl er – S c h ei n k er s y n dr o m e  ( G S S) 

F at al f a mili al i ns o m ni a ( F FI) 

K ur u  

 

T h er e ar e c urr e ntl y s e v er al k n o w n r o ut es f or Pr P S c  t o e nt er t h e b o d y. T his is m ai nl y t h e 

us e of f o o d c o nt ai ni n g n er v e tiss u e ( a n e x a m pl e of t h at is k ur u). T h er e is a n ass u m pti o n 

t h at pri o ns c a n b e tr a ns mitt e d t hr o u g h p o orl y cl e a n e d m e di c al, f or e x a m pl e, d e nt al, 

i nstr u m ents ( Pr P S c  is v er y r esist a nt t o tr a diti o n al m et h o ds of disi nf e cti o n, s u c h as U V 

irr a di ati o n ( Mc D o n n ell, 2 0 0 8; T a m g ü n e y et al., 2 0 0 9) ). Pri o ns c a n n ot p ass t hr o u g h t h e 

e pit h eli u m, t h er ef or e t h e y e nt er t h e bl o o dstr e a m o nl y t hr o u g h mi cr otr a u m as. F urt h er, 

i nf e cti o u s pr ot ei ns t hr o u g h t h e c ells of t h e i m m u n e s y st e m g et t o l y m p h ati c s y st e m, 

l at er t h e y ar e f o u n d i n t h e n er v e tiss u es, w her e t h e y h a v e t h e m ost d estr u cti v e eff e ct 

( K o v a cs & B u d k a, 2 0 0 8) . 
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T h e i n cr e a s e i n  t h e i nt e nsit y of pri o n dis e as es st u d y o c c urr e d i n t h e 9 0 s, w h e n i n t h e 

U K, d u e t o t h e vi ol ati o n of a ni m al f e e d pr o d u cti o n t e c h n ol o g y, t h er e w as a n o ut br e a k 

of s cr a pi e a m o n g t h e s h e e p a n d t h e b o vi n e s p o n gif or m e n c e p h al o p at h y  a m o n g c o ws 

( P. G. S mit h & Br a dl e y, 2 0 0 3). U ntil t h e n, it w as b eli e v e d t h at t h e s pr e a d of pri o n 

dis e as es w as stri ctl y li mit e d t o i nt ers p e ci fi c b arri ers, b ut b y 1 9 9 7 t h er e w er e r e p orts 

fr o m Gr e at Brit ai n a n d Fr a n c e a b o ut h u m a n i nf e cti o n aft er e ati n g b ull m e at wit h “ m a d 

c o w dis e as e ” ( B at e m a n et al., 1 9 9 5; C o us e ns, V y n n y c k y, Z ei dl er, Will, & S mit h, 

1 9 9 7) . At t h e m o m e nt, d es pit e t h e i nsi g nifi c a nt n u m b er of o b vi o us c as es of pri o n 

dis e as es i n h u m a ns, m a n y e x p erts b eli e v e t h at t h er e is a hi g h d e gr e e of ris k of 

m a nif est ati o ns of "sl o w " i nf e cti o ns.  

F or t o d a y  m et h o d s f or pri o n dis e as es tr e at m e nt a n d , i n g e n er al, a m yl oi d o sis h as n ot 

b e e n d e v el o p e d. T h eir s e ar c h is c o n d u ct e d i n t h e f oll o wi n g dir e cti o n s ( M as o n, 

K o k k o ni, St ott, & D oi g, 2 0 0 3) : 

1. I n hi biti o n of a m yl oi d o g e ni c pr ot ei n  e x pr essi o n or its st a bili z ati o n i n t h e n ati v e f or m 

usi n g l o w m ol e c ul ar w ei g ht or g a ni c li g a n ds;  

2. I n hi biti o n of i nf e cti o us pr ot ei n r el e as e fr o m h o st c ell t hr o u g h t h e a cti v ati o n of 

i ntr a c ell ul ar pr ot e as e s; 

3. Dir e ct i n hi biti o n a m yl oi d o g e ni c pr ot ei n  a g gr e g a ti o n of usi n g or g a ni c li g a n ds or 

v a c ci n es;  

4. I n hi biti o n of a m yl oi d osis  eff e cts, p o ssi bl y n ot dir e ctl y r el at e d t o it (f or e x a m pl e, 

o xi d ati v e str ess) a n d all e vi ati n g t h e s y m pt o ms of t h e dis e as e wit h o ut dir e ctl y 

s u p pr essi n g t h e p at h o g e ni c pr o c ess.  

T h e fir st str at e g y is m ost eff e cti v e, b ut it l e a ds t o s y nt h esis of b ot h i nf e cti o u s a n d n ati v e 

pr ot ei n s u p pr essi o n, w hi c h c a n p erf or m a vit al f u n cti o n i n t h e b o d y  ( F err eir a, S ar ai v a, 

& Al m ei d a, 2 0 1 2) . F or e x a m pl e, it w as s h o w n t h at mi c e wit h a k n o c k o ut P R N P g e n e 
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ar e c h ar a ct eri z e d b y a n i n cr e a s e d t e n d e n c y t o o ut b ursts of u n m oti v at e d a g gr essi o n 

( M a gli o, P er e z, M arti ns, Br e nt a ni, & R a mir e z, 2 0 0 4). A cti v ati o n of pr ot e as es c a n als o 

l e a d t o a n e g ati v e s y st e mi c eff e ct, f or e x a m pl e, t o t h e c o n c o mit a nt pr ot e ol ysis of t h e 

n e c ess ar y n ati v e p ol y p e pti d es. T h e us e of t h e l att er str at e g y is diffi c ult d u e t o t h e p o or 

k n o wl e d g e of t h e c yt ot o xi c eff e ct of a m yl oi d a g gr e g at es ( M c D o n n ell, 2 0 0 8). P er h a ps 

t h e dir e cti o n of a cti v ati o n of t h e a nti-i nfl a m m at or y s yst e m t hr o u g h t h e s u p pr essi o n of 

e p o xi d e h y dr ol as e a n d a n i n cr e as e i n t h e c o n c e ntr ati o n of e p o x y g e n at e d f att y a ci d s  

w ill b e pr o misi n g . H o w e v er, t his p at h w a y i n cr e as es c ell s ur vi v al, b ut d o es n ot 

eli mi n at e t h e r o ot c a us es of a m yl oi d a g gr e g at es ( P oli et al., 2 0 1 3). T h er ef or e, t h e m ai n 

eff orts of s ci e ntists ar e ai m e d at fi n di n g c o m p o u n ds t h at c a n dir e ctl y i n hi bit 

a m yl oi d o g e n esis. Q uit e a f e w s u c h s u bst a n c es ar e alr e a d y  k n o w n: f or e x a m pl e, it h a s 

b e e n s h o w n t h at β -a m yl oi d p e pti d e a g gr e g ati o n c a n s u p pr ess b ot h l o w m ol e c ul ar 

w ei g ht li g a n ds, s u c h as rif a m pi ci n, h e mi n, a n d n e ar b y p or p h yri n s, as w ell as l ar g er 

m ol e c ul es, s u c h as β -c y cl o d e xtri n ( F err eir a et al., 2 0 1 2). Pri o n its elf als o bi n d s c ati o ni c 

p or p h yri ns, w hi c h s u p pr ess es its a g gr e g ati o n, a n d it is k n o w n t h at t his pr o c ess is p H -

d e p e n d e nt ( Xi a o et al., 2 0 1 3). T h e a bilit y of prot ei n m ol e c ul es t o i nt er a c t wit h Pr P S c 

h as als o b e e n s h o w n ( S hir ais hi, I n ai, Hir a n o, & I h ar a, 2 0 1 1). A m yl oi d o g e n esis of 

a n ot h er tr a nst h yr eti n pr ot ei n c a n i n hi bit b ot h s m all li g a n ds ( alr e a d y k n o w n 1 8 ( F err eir a 

et al., 2 0 1 2) ) a n d, f or ex a m pl e, p ol y p h e n ols ( M a gli o et al., 2 0 0 4). S u bst an c es c a p a bl e 

of i n vitr o bi n di n g t o Pr P m ol e c ul es ( P er e z-Pi n eir o et al., 2 0 1 1)  ar e alr e a d y k n o w n, 

a n d s o m e, pr es u m a bl y, e v e n s u p pr ess ( H af ner -Br at k o vi č, G aš p erši č, Š mi d, Br esj a n a c, 

& J er al a, 2 0 0 8)  t h e f or m ati o n b y pri o n of i nt er m e di at e oli g o m ers —  t h e m ai n 

i nf e cti o u s a g e nts ( R e z a ei et al., 2 0 0 5) — a n d fi brils, w hi c h ar e attri b ut e d t o m ost of t h e 

d a m a g e c a us e d t o c ells ( M c D o n n ell, 2 0 0 8). M or e o v er, t o s u p pr ess a g gr e g ati o n, t h e 

li g a n d c a n bi n d, n ot o nl y wit h t h e C-t er mi n al, b ut als o wit h t h e N-t er mi n al u nstr u ct ur e d 

d o m ai n ( S hir ais hi et al., 2 0 1 1). 
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Gl y c ati o n of pri o n pr ot ei n  
Pri o n pr ot ei n u n d er g o es s o m e p o st -tr a nsl ati o n al m o difi c ati o ns i n vi v o, i n cl u di n g 

gl y c os yl ati o n. It w as s h o w n t h at u p t o 2 gl y c o p h os p h ati d yl -i n osit ol ( G PI) 

oli g os a c c h ari d es ar e att a c h e d i n t h e n ati v e f or m t o t h e C -t er mi n al d o m ai n of t h e pri o n 

pr ot ei n. I n t his c as e, t h e m o difi c ati o n o c c urs o n t h e as p ar a gi n e r esi d u e ( H ar a g u c hi et 

al., 1 9 8 9)  i n t h e r e gi o n of a mi n o a ci ds fr o m 2 3 1 t o 2 5 4, w hil e t h e att a c h e d 

oli g os a c c h ari d es h a v e a wi d e v ari ati o n, w hi c h gi v es ris e t o 4 0 0 diff er e nt is of or ms of 

t h e pri o n pr ot ei n a n d its c o n v ert e d f or m ( E n d o, Gr ot h, Pr usi n er, & K o b at a, 1 9 8 9). 

F urt h er st u di es h a v e s h o w n t h at pr ot ei n m ol e c ul es gl y c os yl at e d b y oli g o s a c c h ari d es 

c o nt ai ni n g 3 or 4 br a n c h es pr e d o mi n at e i n t h e a m y loi di z e d f or m ( R u d d et al., 1 9 9 9). 

C -t er mi n al gl y c os yl ati o n c a n als o aff e ct t h e d e gr ee of gl y c ati o n of t h e N -t er mi n al 

r esi d u es of t h e pri o n pr ot ei n, b ut n ot dir e ctl y, b ut d e p e n di n g o n t h e s e q u e n c e of a mi n o 

a ci ds c o nt ai n e d i n t h e gl y c os yl ati o n r e gi o n: m ol e c ul es t h at d o n ot c o nt ai n sit es f or 

gl y c o p h os p h ati d yl i n osit ol “t ails ” ar e als o n ot gl y c at e d a n d N -t er mi n al d o m ai n ( A R 

W al msl e y, Z e n g, & H o o p er, 2 0 0 1) , b ut at t h e s a m e ti m e N-t er mi n al gl y c ati o n w as 

c arri e d o ut a g ai n, e v e n if t h e C -t er mi n al si g n al s e q u e n c e w as cl e a v e d pri or t o its 

gl y c os yl ati o n or w as its elf pr es e nt, b ut di d n ot c o nt ai n as p ar a gi ns ( A dri a n R W al msl e y 

& H o o p er, 2 0 0 3) . 

T h e q u esti o n of gl y c ati o n p at h ol o gi c al i nfl u e n c e o n Pr P r e m ai ns o p e n. It is k n o w n t h at 

i n org a nis ms aff e ct e d b y v ari o us f or ms of s p o n gif or m e n c e p h al o p at h y, t h e c o n v ert e d 

pri o n bi n ds l at e gl y c ati o n pr o d u cts at L ys 2 3, L ys 2 4, a n d L ys 2 7 sit es. Si mil ar 

i nf or m ati o n is a v ail a bl e o n t h e Ar g 3 7 sit e ( Y.-G. C h oi e t al., 2 0 0 4). It is u n cl e ar 

w h et h er t h es e m o difi c ati o n s ar e t h e c a u s e or c o ns e q u e n c e of a m yl oi d c o n v ersi o n, 

h o w e v er, it h as b e e n s h o w n t h at m o difi c ati o ns o c c ur i n p ar all el wit h a m yl oi di z ati o n 

a n d t h at t his gl y c at i o n p at h w a y l e a ds t o t h e f or m ati o n of cr oss-li n ks b et w e e n Pr PS c  

m ol e c ul es, w hi c h c o ntri b ut es t o a n i n cr e as e i n r esist a n c e of pr ot ei n a g gr e g at es t o 

pr ot e ol ysis ( S al a h u d di n, R a b b a ni, & K h a n, 2 0 1 4). It w as f o u n d t h at pri o n, as a c arri er 
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of i nf or m ati o n, st or es i n its elf i nf or m ati o n a b o ut n ot o nl y t h e s e c o n d ar y  pr ot ei n 

str u ct ur e, b ut als o a b o ut  l e v el of its m o difi c ati o n - s o aft er i nf e c ti n g a ni m als wit h pri o n, 

t h e l e v el of Pr P gl y c ati o n i n t h eir b o di es as pir e d t o th at w as gi v e n b y t h e i nf e cti o u s 

a g e nt ( C olli n g e, Si dl e, M e a ds, Ir o n si d e, & Hill, 1 9 9 6). T h er e is als o i nf or m ati o n a b o ut 

t h e gl y c ati o n of pri o n i n t h e c o m p o siti o n of a m yl oi d str u ct ur es a n d i n t h e u n str u ct ur e d 

r e gi o n t hat u n d er g o es a m yl oi d c o n v ersi o n a n d is i n v ol v e d i n t h e f or m ati o n of β -f ol ds 

t h at ar e r e sist a nt t o t h e d e gr a d ati o n b y  pr ot ei n a s e K ( Y.-G. C h oi et al., 2 0 1 6) . I n 

a d diti o n, it is k n o w n t h at a pri o n pr ot ei n, u n gl y c at e d at t h e T hr 1 8 0 a n d T hr 1 9 6 sit es, 

is us u all y l o c ali z e d i nsi d e t h e c ells, w h er e as t h e pr ot ei n m o n o gl y c at e d at a n y of t h es e 

sit es is o utsi d e t h e c ells. I n a d diti o n, t h e  pr ot ei n, m ut at e d i n cl os e t o t h es e p ositi o ns i n 

or d er t o pr e v e nt m o difi c ati o n b y s u g ars, c h a n g e d its t e n d e n c y t o a m yl oi di z at i o n. T h e 

r e pl a c e m e nt of t hr e o ni n e wit h al a ni n e at a p o siti o n cl os er t o t h e N -t er mi n us, 

si g nifi c a ntl y i n cr e as e d t h e r esist a n c e of t h e pr ot ei n t o i nf e cti o us pri o n s, a n d als o 

e x cl u d e d its tr a ns p ort b et w e e n c ells ( G or o di ns k y & H arris, 1 9 9 5), w hi c h, a c c or di n gl y, 

gr e atl y c o m pli c at e d t h e s pr e a d of i nf e cti o n t hr o u g h t h e n er v o u s s y st e m. A si mil ar 

r e pl a c e m e nt of t hr e o ni n e i n t h e p o siti o n cl os er t o t h e C -e n d di d n ot e x cl u d e a m yl oi d 

c o n v ersi o n of t h e pr ot ei n c o m pl et el y, b ut si g nifi c a ntl y sl o w e d it d o w n ( D e Ar m o n d et 

al., 1 9 9 7) . C-t er mi n al gl y c os yl ati o n w as als o p arti all y c orr el at e d wit h 

n e ur o d e g e n er ati v e dis e a s es, alt h o u g h it di d n ot r ul e o ut t h eir d e v el o p m e nt. St u di es of 

pr ot ei n s a m pl es fr o m or g a nis ms s h o w e d t h at m o n o gl y c os yl at e d P r PS c  us u all y 

pr e v ail e d i n s p or a di c all y arisi n g pri o n dis e as es, a n d di gl y c os yl at e d i n h er e dit ar y f or ms 

of t h e s a m e dis e as es  ( Bi a c a b e, L a pl a n c h e, R y d er, & B ar o n, 2 0 0 4; C as al o n e et al., 

2 0 0 4) . 

At t h e s a m e ti m e, e x p eri m e nts wit h r e c o m bi n a nt Pr P i n vitr o h a v e s h o w n t h at 

u n c o ntr oll e d n o n -e n z y m ati c gl y c ati o n of t h e pri o n pr ot ei n s u p pr ess es its a m yl oi d 

a g gr e g ati o n  ( K u dr y a vts e v a, M el ni k o v a, M ur o n et z, & Str o yl o v a, 2 0 1 8; P a n z a et al., 
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2 0 1 0) . T h e gl y c at e d Pr P u n d er w e nt am yl oi d c o n v ersi o n m u c h sl o w er, r e g ar dl ess of 

w hi c h a g e nt it w as m o difi e d b y.  

C h a p er o n es a n d t h eir i nt er a cti o n wit h misf ol d e d pr ot ei ns  
M ol e c ul ar c h a p er o n es ( “ c h a p er o n ” ( Fr.) - a n el d erl y l a d y a c c o m p a n yi n g a y o u n g girl 

t o t h e b alls, or a  m e nt or a c c o m p a n yi n g a gr o u p of y o u n g p e o pl e) ar e a cl ass of pr ot ei ns 

w h os e m ai n f u n cti o n is t o r est or e t h e c orr e ct n ati v e t erti ar y or q u at er n ar y str u ct ur e of 

pr ot ei ns, as w ell as f or m ati o n a n d diss o ci ati o n of pr ot ei n c o m pl e x es.  

T h e t er m “ m ol e c ul ar c h a p er o n e ” w as fir st us e d  ( L as k e y et al., 1 9 9 3) i n t h e d es cri pti o n 

of t h e n u cl e ar pr ot ei n of n u cl e o pl as mi n, w hi c h is a bl e t o  pr e v e nt t h e a g gr e g ati o n of 

hist o n e pr ot ei ns wit h D N A d uri n g t h e f or m ati o n of n u cl e os o m es. M a n y c h a p er o n es 

b el o n g t o t h e gr o u p of “ h e at s h o c k  pr ot ei ns ” ( h e at -s h o c k pr ot ei ns), t h at is, t h eir 

e x pr essi o n i n t h e c ell i n cr e as es dr a m ati c all y i n r es p o n s e t o el e v a t e d t e m p er at ur e s or 

ot h er c a us es of c ell ul ar str ess ( Ellis & v a n d er Vi es, 1 9 9 1). T h e r e as o n f or t his b e h a vi or 

is t h at t h e f ol di n g of t h e pr ot ei n a n d t h e st a bilit y of its s e c o n d ar y a n d t erti ar y str u ct ur es 

ar e str o n gl y i nfl u e n c e d b y h e at, a n d t h er ef or e s o m e c h a p er o n es a ct t o pr e v e nt or c orr e ct 

t h e d a m a g e c a us e d b y t h er m al d e n at ur ati o n a n d i n c orr e ct f ol di n g. Ot h er c h a p er o n es 

ar e i n v ol v e d i n t h e f ol di n g of c o m pl e x pr ot ei ns, li n ki n g t h e m dir e ctl y i n t h e pr o c es s of 

t h e s y nt h esis of t h e f ol di n g pr ot ei n o n t h e ri b os o m e. S o m e of t h e pr ot ei ns s y nt h esi z e d 

i n t h e c ell ar e us u all y t h e si m pl est stru ct ur all y, c a n s p o nt a n e o usl y f ol d i n t h e a bs e n c e 

of c h a p er o n es, b ut m ost c o m pl e x e n z y m es, es p e ci all y wit h a n o n -pr ot ei n a cti v e c e nt er, 

c a n a d o pt t h e c orr e ct c o nf or m ati o n o nl y wit h t h e assist a n c e of f ol di n g f a ct ors. 

P arti c ul arl y oft e n, c h a p er o n es ar e n e e d e d  i n t h e s y nt h esis of m e m br a n e pr ot ei ns or 

pr ot ei ns dir e ct e d t o t h e e n d o pl as mi c r eti c ul u m ( E P R) f or f urt h er p o st -tr a nsl ati o n al 

m o difi c ati o n s a n d tr a ns p ort. T his is d u e eit h er t o t h e f a ct t h at m o difi c ati o ns m ust b e 

m a d e b ef or e c o m pl et e f ol di n g of t h e pr ot ei n , or t h e n e e d t o a v oi d i n a p pr o pri at e 
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i nt er a cti o n of t h e h y dr o p h o bi c r e gi o ns of t h e pr ot ei n, i nt e n d e d eit h er t o f or m a n a cti v e 

c e nt er or t o a n c h or i n t h e m e m br a n e.  

C h a p er o n es h a v e b e e n f o u n d i n al m ost all or g a nis ms. A v er y a c c essi bl e o bj e ct f or 

r es e ar c h is t h e Gr o E L/ Gr o E S b a ct eri al c h a p er o ni n c o m pl e x. Its cl os est h o m ol o g u e is 

t h e e u k ar y oti c “ h e at s h o c k pr ot ei n ” Hs p 6 0. T his pr ot ei n is f o u n d i n mit o c h o n dri a. I n 

t h e m, it, firstl y, f a cilit at es t h e tr a ns p ort of pr ot ei ns t hr o u g h t h e m e m br a n e i nt o t h e 

mit o c h o n dri a,  a n d s e c o n dl y, e ns ur es t h e c orr e ct f ol di n g of 1 5 t o 3 0 % of all pr ot ei ns of 

t h e c ell ( R a nf or d, C o at es, & H e n d ers o n, 2 0 0 0). E u k ar y oti c c h a p er o n es ar e di vi d e d i nt o 

b asi c, l e cti n a n d n o n -cl assi c al. O n e of t h e f a m o u s e u k ar y oti c c h a p er o ni ns is Tri C 

c h a p er o ni n. It is l o c at e d i n c yt o pl as m a n d is r es p o n si bl e f or t h e c orr e ct f ol di n g of a b o ut 

1 0 % of all e u k ar y ot i c pr ot ei ns. Str u ct ur all y, it is si mil ar t o t h e b a ct eri al Gr o E L/ Gr o E S 

c o m pl e x, b ut d o es n ot r e q uir e c o c h a p er o n e  f or its f u n cti o ni n g (i n t h e Gr o E L/ Gr o E S 

c o m pl e x, t h e Gr o E S pr ot ei n is c o c h a p er o n e ). It is als o n ot e w ort h y t h at e u k ar y oti c 

c yt o pl as mi c c h a p er o n es  ar e h o m ol o g o u s t o t h e ar c h a e a c h a p er o n es ( G u pt a, 1 9 9 0). 

M ol e c ul ar c h a p er o n es ar e di vi d e d i nt o t w o gr o u ps. Cl assi c al c h a p er o n es bi n d t o t h e 

s y nt h esi z e d p ol y p e pti d e c h ai n, fi xi n g it o n t h eir s urf a c e a n d t h u s bl o c ki n g t h e f ol di n g 

of t h e “ p atr o ni z e d ” pr ot ei n (i n cl u di n g t h e wr o n g o n e) u ntil it g ets i nt o c o n diti o ns t h at 

pr o m ot e pr o p er f ol di n g. T h e y als o p arti ci p at e i n t h e tr a ns m e m br a n e tr a ns p ort of 

pr o t ei ns, k e e pi n g t h e p ol y p e pti d e c h ai n of t h eir “ pr ot e g e ” i n t h e u nf ol d e d st at e, 

b e c a us e it is i n t his f or m t h at t h e pr ot ei n c h ai ns ar e “ p ull e d ” t hr o u g h t h e m e m br a n e. 

Tr u e c h a p er o ni ns e xist j ust t o cr e at e f a v or a bl e c o n diti o ns f or pr ot ei n f ol di n g, a n d t h e 

m e c h a nis m of t h eir a cti o n —  n o n -c o v al e nt att a c h m e nt t o pr ot ei ns a n d t h eir 

“ u n wi n di n g ” usi n g t h e e n er g y of A T P h y dr ol ysis —  is c o ns er v ati v e. I n c o ntr ast t o 

f airl y si m pl e b uilt ch a p er o n e s ( c o n sisti n g of o n e or t w o p ol y p e pti d e c h ai n s), 

c h a p er o ni ns ar e oft e n c o m p l e x oli g o m eri c str u ct ur es t h at t o g et h er f or m a n is ol at e d 

c a vit y fr o m t h e e xt er n al e n vir o n m e nt, als o c all e d t h e A nfi ns e n c ell. T h e pr ot ei n is 
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“l o a d e d ” i nt o t h e c h a p er o ni n ( u s u all y d et a c hi n g fr o m t h e c h a p er o n e m ol e c ul e) i n t h e 

st at e of “ m olt e n gl o b ul e ” a n d b i n ds t h e h y dr o p h o bi c r e gi o ns of t h e “ w alls ” of t h e 

c e ntr al c h a n n el of t h e c h a p er o ni n m ol e c ul e. T his i nt er a cti o n sti m ul at es t h e a d diti o n of 

A T P, w hi c h c h a n g e s t h e str u ct ur e o f t h e c h a p er o ni n (t h e c a vit y is is ol at e d fr o m t h e 

e xt er n al e n vir o n m e nt b y eit h er cl osi n g t h e c h a n n el wit h t h e c h a p er o ni n its elf 

( e u k ar y oti c Tri C), or b y bi n di n g t o a s p e ci al c o-c h a p er o ni n t h at bl o c ks t h e p ass a g e 

( Gr o E L/ Gr o E S c o m pl e x) ar e s hi el d e d), a n d t h e pr ot ei n is p arti all y r el e as e d, m o vi n g 

i nt o t h e c e ntr al c h a n n el. S p o nt a n e o u s f ol di ng will c o nti n u e u ntil A T P h y dr ol ysis 

o c c urs a n d t h e c h a p er o ni n is tr a nsf err e d t o a st at e c a p a bl e of bi n di n g a p arti all y 

u nf ol d e d pr ot ei n. T h e cl os er t h e str u ct ur e is t o t h e n ati v e o n e, t h e s m all er ar e t h e ar e as 

“r e c o g ni z e d ” b y c h a p er o ni n. Fi n al l y, t h e f ol da bl e pr ot ei n r e a c h es its n ati v e 

c o nf or m ati o n a n d l e a v es t h e c a vit y.  

I n m ost c as es, c h a p er o n es ar e i n hi bit ors of pr ot ei n a g gr e g ati o n a n d c o ntri b ut e t o t h eir 

r ef ol di n g (J e n g, L e e, S u n g, L e e, & Ts ai, 2 0 1 5). I n t h e b o d y, c h a p er o ni ns c a n b e a p pli e d 

b y a cti v ati n g t h e c a p a cit y of t h e or g a nis m its elf, t o a l ess er e xt e nt b y c h a p er o ni ns 

a d diti o n fr o m t h e o utsi d e ( H artl, Br a c h er, & H a y er-H artl, 2 0 1 1; J e n g et al., 2 0 1 5; 

P a ps d orf & Ri c ht er, 2 0 1 4) . M or e o v er, t his m a y n ot e v e n r e q uir e a n y c o m pl e x 

tr a nsf e cti o n or ot h er n o n-n ati v e r o ut es of pr ot ei n i ntr o d u cti o n i nt o t h e b o d y. F or 

e x a m pl e, a n ot h er pr ot ei n o f t h e c as ei n f a mil y, β-c as ei n, is k n o w n f or its c h a p er o n e -

li k e a cti vit y ( Y o u s efi et al., 2 0 0 9; Za k h ar c h e n k o et al., n. d.) . At t h e s a m e ti m e, 

m ol e c ul ar c h a p er o n es, a p p ar e ntl y, d o n ot cr e at e a n e w p at h w a y f or pr ot ei n f ol di n g, b ut 

o nl y a c c el er at e t h e f ol di n g al o n g t h e pr o p er pr ot ei n p at h a n d pr ot e ct it fr o m a c ci d e nt al 

f ol di n g. B ut if t h e misf ol di n g is n ot st o c h asti c, b ut or d er e d, t h e c h a p er o ni ns m a y n ot 

b e eff e cti v e. T h us, Gr o E L/ Gr o E S a n d Tri C c h a p er o ni ns ar e a p p ar e ntl y u n a bl e t o 

pr e v e nt a m yl oi d c o n v ersi o n of t h e pri o n pr ot ei n a n d e v e n, o n t h e c o ntr ar y, pr o v o k e it 

t o a c c el er at e d a m yl oi di z ati o n ( Kis el e v et al., 2 0 1 1; Y. Y. Str o yl o v a, Kis el e v, 
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S c h m al h a us e n, & M ur o n et z, 2 0 1 4) , w hi c h, h o w e v er, r e q uir es a d diti o n al t esti n g. I n 

a d diti o n, t h er e is alr e a d y i nf or m ati o n a b o ut us a g e  of c h a p er o n e a cti vit y i n hi biti o n f or 

m e d ic al p ur p os es. F or e x a m pl e, t h e s u p pr essi o n of mit o c h o n dri al pr ot ei n c o m pl e x es 

Hs p 9 0 a cti vit y is c o nsi d er e d as a p ot e nti all y us ef ul  m et h o d f or t h e eli mi n ati o n of 

o n c ol o gi c al f or m ati o n s ( S c h mi d, H asl b e c k, B u c h n er, & So m o z a, 2 0 0 8) . I n a d diti o n, 

t h er e ar e pr o p os als f or s el e cti v e i n hi biti o n of vir al c h a p er o n es, w hi c h e ns ur e t h e 

ass e m bl y of t h e c a p si d of t h e h u m a n i m m u n o d efi ci e n c y vir us, w hi c h, a c c or di n gl y, 

s h o ul d r e d u c e its vir ul e n c e  ( A vil o v, B o u di er, G otti k h, D arli x, & M él y, 2 0 1 2). 

S u bj e cts of r es e a r c h  

A m yl oi d o g e ni c pr ot ei ns  
S h e e p pri o n pr ot ei n Pr P ( 2 3 k D a, 2 5 6 a / c, G e n B a n k: A A C 7 8 7 2 6. 1), us e d i n t h e w or k, 

b el o n g e d t o a n a g gr e g ati o n pr o n e all el e ( a mi n o a ci ds V al -1 3 6, Ar g -1 7 1, Gl n -1 5 4 ar e 

c h ar a ct eristi c of t h e all el e, t h er ef or e d esi g n at e d V R Q).  

 

Fi g. 4. A) M o d el of s h e e p pri o n pr ot ei n str u ct ur e, B) T h e w a y of Pr P a n c h ori n g  i n t h e m e m br a n e, C) D o m ai n s 

i n pri o n pr ot ei n a mi n o a ci d c h ai n. 

T h e pri o n pr ot ei n m ol e c ul e is di vi d e d i nt o 2 d o m ai n s. T h e u nstr u ct ur e d N -t er mi n al 

d o m ai n i n cl u d es  o ct a p e pti d e r e p e ats, e nri c h e d wit h histi di n e, c h ar g e d a n d h y dr o p h o bi c 

cl ust ers, w hi c h ar e n e c ess ar y f or a n c h ori n g i n t h e m e m br a n e. T h e C -t er mi n al d o m ai n 

i n cl u d es 3 l o n g α-h eli c es a n d 2 s h ort β -s h e ets . Aft er  a m yl oi d c o n v ersi o n, t h e α -h eli x 
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H 1 u n d er g o es dis ass e m bl y a n d wit h a p orti o n of t h e u n str u ct ur e d  d o m ai n  is i n v ol v e d 

i n t h e f or m ati o n of e xt e nsi v e β-l a y ers, wit h w hi c h t h e pr ot ei n m ol e c ul es i nt er a ct wit h 

e a c h ot h er.  

 

Fi g. 5. T h e pr o p o s e d str u ct ur e of Pr P S c  ( A), t h e tri m er f or m e d b y t hi s pr ot ei n ( B) a n d pr ot ofi bril ( C). 

T h e a mi n o a ci d s e q u e n c e of s h e e p pri o n pr ot ei n:  

  1  m v k s h i g s w i  l v l f v a m w s d  v g l c k k r p k p  g g g w n t g g s r  y p g q g s p g g n  r y p p q g g g g w  
 6 1  g q p h g g g w g q  p h g g g w g q p h  g g g w g q p h g g  g g w g q g g s h s  q w n k p s k p k t  n m k h v a g a a a  
1 2 1  a g a v v g g l g g  y m l g s a m s r p  l i h f g n d y e d  r y y r e n m y r y  p n q v y y r p v d  r y s n q n n f v h  
1 8 1  d c v n i t v k q h  t v t t t t k g e n  f t e t d i k i m e  r v v e q m c i t q  y q r e s q a y y q  r g a s v i l f s s  
2 4 1  p p v i l l i s f l  i f l i v g  

L ysi n e r esi d u es , w hi c h u n d er g o es gl y c ati o n i n t h e fir st pl a c e (t ot al 1 1), m ar k e d r e d, 

ar gi ni n e  - bl u e  (t ot al 1 2). Pl u s 1 al p h a-a mi n o gr o u p - a t ot al of 2 4 fr e e a mi n o gr o u ps 

p er o n e m ol e c ul e of u n m o difi e d  pr ot ei n. T h e N -t er mi n al si g n al s e q u e n c e, w hi c h is 

r e m o v e d d uri n g pr o cessi n g of pr ot ei n  a n d a bs e nt i n r e c o m bi n a nt o n e , is u n d erli n e d. 

A mi n o a ci ds 1 -1 3 1 ar e p art of t h e N -t er mi n al u n str u ct ur e d d o m ai n; 1 3 1-2 5 6 - C -

t er mi n al str u ct ur e d. 

I n o ur e x p eri m e nts, w e us e d r e c o m bi n a nt s h e e p o v ari a n r e c O v Pr P pr ot ei n o bt ai n e d b y 

e x pr essi o n  i n a s p e ci al str ai n of E. c oli b a ct eri a tr a nsf or m e d wit h a pl as mi d wit h t h e 

g e n e of t h e t ar g et pr ot ei n u n d er t h e l a ct o s e o p er o n.  
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κ -c as ei n - 1 9 0 a a, ( 2 3 k D a, 2 5 6 a / c, G e n B a n k: C A A 3 3 0 3 4 . 1) - is a mi n o r c o m p o n e n t 

of mil k pr ot ei ns. o nl y t his c as ei n is u n a bl e t o bi n d c al ci u m. T h e l o c alis ati o n of κ-c as ei n 

o n t h e s urf a c e of c a s ei n mi c ell es st a bili z es t h e b o u n d ar y b et w e e n t h e h y dr o p h o bi c 

z o n es of t h e mi c ell e a n d t h e h y dr o p hili c e n vir o n m e nt.  

O n e of t h e m ai n pr o p erti es of c as ei ns is t h eir n ati v el y u nf ol d e d str u ct u r e ( N a q vi, Ir a ni, 

K at a nis h o o s ht ari, & R o us s e a u, 2 0 1 6) , w hi c h m a k es it diffi c ult t o c o m p os e t h e 3 D 

str u ct ur es of t h es e pr ot ei ns. S o, f or к -c as ei n, m o d els of its str u ct ur e ar e m ai nl y 

pr es e nt e d.  

 

Fi g. 6. M o d el of t h e s urf a c e of t h e κ -c a s ei n m ol e c ul e a n d a c o m p ut er m o d el of a 3 D  str u ct ur e.  

α -l a ct al b u mi n - ( 1 4. 1 k D a, 1 2 3 a/ a, G e n B a n k: C A A 2 9 6 6 4. 1) - a n ot h er mil k pr ot ei n. α -

l a ct al b u mi n is k n o w n  t o b e as a c o m p o n e nt of l a ct os e s y nt h et as e  ( Hill & Br e w, 1 9 7 5). 

B ut a c c or di n g t o m o d er n d at a, α -l a ct al b u mi n m a y h a v e ot h er m or e i ntri g ui n g 

f u n cti o ns. A c c or di n g t o t h es e st u di es ( H å k a nss o n, Z hi v ot o vs k y, Orr e ni us, S a b h ar w al, 

& S v a n b or g, 1 9 9 5; S v e nss o n et al., 1 9 9 9) , t h e m ulti m eri c α-l a ct al b u mi n c o m pl e x c a n 

bi n d o n t h e c ell s urf a c e, e nt er  t h e c yt o pl as m, a c c u m ul at e i n t h e c ell n u cl e u s  a n d  bri n g s 

t o a p o pt osis. 
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a) b)   

Fi g. 7. T erti ar y str u ct ur e  of  a) α -l a ct al b u mi n; b) β-l a ct o gl o b uli n. 

ß -l a ct o gl o b uli n - ( 1 8. 4 k D a, 1 6 2 aa, G e n B a n k: C A A 3 2 8 3 5. 1) is t h e s e c o n d wit h α -

l a ct al b u mi n, c o m p o n e nt of t h e w h e y pr ot ei n mil k fr a cti o n. T h e m ai n f u n cti o n of a 

pr ot ei n is a s o ur c e of a mi n o a ci d s. I n a d diti o n, B L G c a n bi n d m a n y h y dr o p h o bi c 

m ol e c ul es, pl a yi n g a r ol e i n t h eir tr a ns p ort. It w a s als o s h o w n t h at β -l a ct o gl o b uli n is 

a bl e t o bi n d ir o n usi n g si d er o p h or es ( R ot h-W alt er et al., 2 0 1 4) , w hi c h m a y pl a y a r ol e 

i n t h e fi g ht a g ai nst p at h o g e ns. 

C h a p er o ni ns a n d pr ot ei ns wit h a c h a p er o n e -li k e a cti vit y 
C h a p er o ni ns Gr o E L ( als o k n o w n as Hs p 6 0) a n d Gr o E S ( als o k n o w n as Hs p 1 0) ar e 

h e at s h o c k b a ct eri al pr ot ei ns, o n e of t h e m ost w ell -k n o w n e x a m pl es of pr ot ei ns t h at 

pr o m ot e t h e c o rr e ct f ol di n g of ot h er p e pti d es. T h e n a m e " h e at s h o c k pr ot ei ns " w as 

gi v e n t h e m  f or t h e sh ar p i n cr e as e i n t h eir e x pr essi o n i n t h e c as e of h e at str ess E. c oli 

( S c hl esi n g er, 1 9 9 0). Gr o E L pr ot ei n, w hi c h f or ms a c o m pl e x of 1 4 s u b u nits i n t h e f or m 

of t w o h oll o w b arr els c o n n e ct e d b y t h e e n ds, h as tr u e c h a p er o n e a cti vit y. Pr ot ei n 

Gr o E S is its ess e nti al p art n er, f or mi n g a “li d ” f or e a c h of t h es e b arr el s, c o nsisti n g of 7 

s u b u nits.  
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Fi g. 8. Di a gr a m of t h e c h a p er o ni n c o m pl e x Gr o E L -Gr o E S  str u ct ur e a n d t h e m ai n i d e a  of its w or k.  

Gr o E L h as br o a d s p e cifi cit y : it is a bl e t o bi n d a b o ut 1 0 0 0 pr ot ei ns o ut of 4 3 0 0 e n c o d e d 

i n t h e g e n o m e of E. c oli. T his f a ct all o w s it t o us e it i n t h e st u d y of i nt er a cti o n wit h 

m a n y pr ot ei ns, e v e n t h os e t h at ar e n ot  t y pi c al f or b a ct eri a, es p e ci all y si n c e e v e n h u m a n 

Hs p 6 0 w as f o u n d t o h a v e  v er y si mil ar str u ct ur e a n d m e c h a ni s m of a cti o n. H o w e v er, 

t h e f u n cti o ni n g of t h e c o m pl e x r e q uir es t h e pr es e n c e of A T P: t h e bi n di n g of t h e 

c o m pl e x t o a n i n c orr e ctl y f ol d e d pr ot ei n is e as y, b ut e n er g y is r e q uir e d t o r el e as e t h e 

f ol d e d p e pti d e ( Gr a nt c h ar o v a, Al m, B a k er, & H or wic h, 2 0 0 1) . 

H e at s h o c k pr ot ei ns, a n d t h e Gr o E L/ Gr o E S c o m pl e x i n p arti c ul ar, ar e v er y i m p ort a nt 

f or m ai nt ai ni n g c ell a cti vit y —  m ut ati o n s i n t h e ir g e n e s  l e a d t o c ell d e at h or s eri o us 

dis e as es. T h at’s w h y t h e st u d y of c as es of s u p pr essi o n of c h a p er o n e a ctivit y  is 

i m pr ot a nt. F or e x a m pl e, it is k n o w n t h at t h e o xi di z e d f or m of gl y c er al d e h y d e-3 -

p h os p h at e d e h y dr o g e n as e c a n irr e v ersi bl y bi n d t o t h e Gr o E L/ Gr o E S c o m pl e x a n d 

bl o c k t h e f ol di n g of t h e n o n -o xi di z e d f or m ( N al et o v a, M ur o n et z, & S c h m al h a use n, 

2 0 0 6) . T h e eff e ct of si mil ar bi n di n g o n t h e r ef ol di n g of ot h er pr ot ei ns is n ot w ell 

u n d erst o o d, i n a d diti o n, it is p o ssi bl e t h at ot h er m o difi c ati o ns m a y bl o c k t h e 

c h a p er o ni ns  f u n cti o ni n g, t h at’s w h y w e c h os e t his c o m pl e x as a n o bj e ct f or r es e ar c h.  
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β -c as ei n - 2 2 4 a a, ( G e n B a n k: A A A 3 0 4 3 1. 1) - i n a d diti o n t o n ot e d e arli er  f u n cti o n s (t h e 

s o ur c e of a mi n o a ci ds i n f o o d a n d t h e bi n di n g of c al ci u m i o n s ), β-c as ei n a n d its 

fr a g m e nts ar e i n v ol v e d i n m a n y ot h er bi ol o gi c al f u n cti o ns. T h us, t h e p e pti d e c a z o p ar a n 

w as s h o w n  t o b e i n v ol v e d i n t h e a cti v ati o n of p h a g o c yt osis b y m a cr o p h a g es a n d 

p er o xi d as e r el e as e. A n ot h er p e pti d e, c as o h y p ot e nsi n, is k n o w n t o b e a p ot e nt i n hi bit or 

of e n d o oli g o p e pti d as e A, a t hi ol -a cti v at e d pr ot e as e c a p a bl e of d estr o yi n g br a d y ki ni n 

a n d n e ur ot e nsi n a n d h y dr ol y zi n g e n k e p h ali n -c o nt ai ni n g p e pti d es wit h e n k e p h ali n e 

pr o d u cts. β -c as ei ns ar e als o a s o ur c e of c as o m or p hi ns, p e pti d es c a p a bl e of a cti v ati n g  

o pi oi d r e c e pt or s ( Mi y a m ot o et al., 1 9 8 7). W e w er e m ost i nt er est e d i n its a bilit y t o 

s u p pr ess n o n -s p e cifi c a g gr e g ati o n of ot h er pr ot ei ns.  

 

Fi g. 9. T erti ar y str u ct ur e of β -c a s ei n ( P ér e z-F u e nt es, Dr u m m o n d, F ar a u d o, & B ast os -G o n z ál e z, 2 0 1 7) , 

o bt ai n e d b y m ol e c ul ar m o d eli n g of t h e m ol e c ul ar d y n a mi c s ( H u mp hr e y, D al k e, & S c h ult e n, 1 9 9 6) . 

T h e a mi n o a ci d s e q u e n c e of β -c as ei n : 

  1  m k v l i l a c l v  a l a l a r e l e e  l n v p g e i v e s  l s s s e e s i t r  i n k k i e k f q s  e e q q q t e d e l  
 6 1  q d k i h p f a q t  q s l v y p f p g p  i h n s l p q n i p  p l t q t p v v v p  p f l q p e v m g v  s k v k e a m a p k  
1 2 1  h k e m p f p k y p  v e p f t e s q s l  t l t d v e n l h l  p l p l l q s w m h  q p h q p l p p t v  m f p p q s v l s l  
1 8 1  s q s k v l p v p q  k a v p y p q r d m  p i q a f l l y q e  p v l g p v r g p f  p i i v  

L ysi n e r esi d u es , w hi c h u n d er g o es gl y c ati o n i n t h e fir st pl a c e (t ot al l y 1 2 ), m ar k e d r e d, 

ar gi ni n e  - bl u e  (t ot all y 4 ). Pl u s 1 al p h a-a mi n o gr o u p - a t ot al of 1 7  fr e e a mi n o gr o u ps 

p er o n e m ol e c ul e of u n m o difi e d pr ot ei n.  
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L o w m ol e c ul ar w ei g ht i n hi bit ors of a m yl oi d c o n v ersi o n a n d a g gr e g ati o n  
A f e w  r es e ar c h ers pr e vi o usl y h a v e s h o w n t h e a bilit y of t h e pl a nt al k al oi d c ur c u mi n t o 

bi n d a pri o n pr ot ei n m ol e c ul e a n d s u p pr ess its a m yl oi d c o n v ersi o n a n d a g gr e g ati o n  

( H af n er-Br at k o vi č et al., 2 0 0 8) . T his pl a nt p ol y p h e n ol, e xtr a ct e d fr o m t h e s pi c e 

t ur m eri c, w hi c h is wi d es pr e a d i n I n di a, h as s h o w n its eff e cti v e n ess a g ai nst t h e 

a m yl oi o di c c o n v ersi o n of pr ot ei ns b ot h i n vitr o a n d i n vi v o ( C.-F. Li n, Y u, J h e n g, 

C h u n g, & L e e, 2 0 1 3) . V ari o u s n e ur o d e g e n er ati v e dis e as es, i n cl u di n g Al z h ei m er's, 

P ar ki ns o n's, H u nti n gt o n's, a n d pri o n's dis e as es ( M aiti & D u n b ar, 2 0 1 8). 

a)  b)   

Fi g. 1 0 . Str u ct ur e s  of:  a) c ur c u mi n b) 3, 4 -di m et h o x y c y n a mi c a ci d  

At t h e s a m e ti m e, its bi n di n g sit es o n t h e pri o n pr ot ei n m ol e c ul e w er e pr e di ct e d b y t h e 

m ol e c ul ar d o c ki n g m et h o d, h o w e v er, t h e y r e m ai n u n c o nfir m e d b y dir e ct e x p eri m e nts. 

Usi n g t h e L e a d Fi n d er s oft w ar e, t h e p os si bl e bi n di n g sit es f or c ur c u mi n o n Pr P 

m ol e c ul e w er e pr e di ct e d (t h e r es ult s of d o c ki n g a n d c o n n e cti o n -a n al o g u es of c ur c u mi n 

w er e ki n dl y pr o vi d e d b y Dr. V. Str oil o v ). T his d o c ki n g w as c al c ul at e d  t o t h e n ati v e 

c o nf or m ati o n of Pr P m ol e c ul e , b ut  n ot t o t h e i nf e cti o u s f or m of t h e Pr P S c  pr ot ei n. T h e 

p ut ati v e c ur c u mi n bi n di n g r e gi o n is l o c at e d i n a s h all o w p o c k et o n t h e s urf a c e of s h e e p 

pri o n pr ot ei n, st arti n g fr o m t h e c o n t a ct ar e a of t h e β-l e af sit e wit h t h e H 2 h eli x a n d 

c o nti n ui n g t o w ar ds t h e H 1 h eli x.  

M at eri als fr o m t his c h a pt er w er e p u blis h e d i n  arti cl es  (Tis hi n a , S . A ., Str o yl o v , V . S ., 

Z a n y at ki n , I. A . et  al ., 2 0 1 7;   Z a n y at ki n , I., Str o yl o v a , Y ., Tis hi n a , S , 2 0 1 7). 
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Fi g. 1 1. R e s ult s of m ol e c ul ar d o c ki n g of t h e pri o n pr ot ei n ( P D B I D 1 u w 3) wit h c ur c u mi n.  

A: I m a g e of t h e s urf a c e of a pri o n pr ot ei n m ol e c ul e wit h b o u n d c ur c u mi n. N e g ati v el y c h ar g e d ar e as ar e s h o w n 

i n  r e d,  p ositi v el y  c h ar g e d  i n  bl u e,  p ol ar  i n  y ell o w,  a n d h y dr o p h o bi c  i n  w hit e.  

B: T h e el e m e nts of t h e str u ct ur e t h at pr o vi d e c ur c u mi n bi n d i n g. A mi n o a ci d r esi d u es dir e ctl y i n v ol v e d i n 

c ur c u mi n bi n di n g ar e n ot e d: Y 1 6 5 a n d K 1 9 7. Al p h a -h eli x es ar e c ol or e d p ur pl e, β -s h e ets ar e y ell o w, l o o p s ar e 

w hit e, a n u nstr u ct ur e d d o m ai n ori gi n at es fr o m al p h a -h eli x H 3, n ot s h o w n i n t h e fi g ur e.  

B y t h e s a m e m et h o d of m ol e c ul ar d o c ki n g, w e  pr e di ct e d t h at bi n di n g sit e f or c ur c u mi n 

is a v ail a bl e f or 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d, w hi c h is str u ct ur all y v er y si mil ar t o h alf 

t h e c ur c u mi n m ol e c ul e. Als o f or  di m et h o x y ci n n a mi c a ci d, a s e ar c h f or alt er n ati v e 

bi n di n g sit es wit h t h e pri o n pr ot ei n m ol e c ul e w as c o n d u ct e d, d uri n g w hi c h a n 

e n er g eti c all y m or e f a v or a bl e sit e w as f o u n d ( Fi g. 1 1). T his sit e is l o c at e d i n t h e c o nt a ct 

ar e a of t h e H 2 a n d H 3 h eli c es of a str u ct ur e d d o m ai n, t h e bi n di n g of 3, 4-

di m et h o x y ci n n a mi c a ci d i n it i s pr o vi d e d b y h y dr o g e n b o n d s a n d el e ctr o st ati c 

i nt er a cti o ns wit h r esi d u es R 1 3 9 a n d N 1 6 2. 3, 4-di m et h o x y ci n n a mi c a ci d w as s h o w n t o 
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h a v e  a hi g h er affi nit y t o t h e pri o n pr ot ei n t h a n c ur c u mi n —  t h e c al c ul at e d Δ G bi n di n g 

is -4. 5 k c al/ m ol, i n c o ntr a st t o -3 k c al/ m ol t o t h e c ur c u mi n bi n di n g sit e. At t h e s a m e 

ti m e, d u e t o l o w er m ol e c ul ar w ei g ht a n d m or e h y dr o p hili c gr o u ps, 3, 4-D M C A  q uit e 

e x p e ct e dl y h as b ett er s ol u bilit y i n t h e a q u e o u s p h as e t h a n c ur c u mi n: t h e a p p ar e nt 

s ol u bilit y of 3, 4 - D M C A  d et er mi n e d  b y us e x c e e ds  t h e s ol u bilit y of c ur c u mi n b y a n 

a v er a g e of 4 -5 ti m es i n t h e f or m a ci d, a n d 1 0 ti m es if ci n n a mi c a ci d is pr es e nt i n t h e 

f or m of s o di u m s alt. T h e bi n di n g sit e f o u n d is a s m all er p o c k et t h a n f or c ur c u mi n; 

t h er ef or e, it is n ot s uit a bl e f or its bi n di n g a n d is  s p e cifi c o nl y f or 3, 4 - D M C A . 

 

Fi g. 1 2. T h e pr o p o s e d bi n di n g sit e o n pri o n pr ot ei n m ol e c ul e ( P D B I D 1 u w 3) f or 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d.  

Al p h a -h eli x es ar e c ol or e d p ur pl e, β -s h e ets ar e y ell o w, l o o ps ar e w hit e, a n u n str u ct ur e d d o m ai n ori gi n at e s 

fr o m al p h a-h eli x H 3, n ot s h o w n i n t h e fi g ur e. A mi n o a ci d r esi d u es dir e ctl y i n v ol v e d i n c ur c u mi n bi n di n g ar e 

n ot e d: R 1 3 9 a n d N 1 6 2. T h e s urf a c e of t h e m ol e c ul e i s s h o w n i n gr a y.  

I n or d er t o e x p eri m e nt all y d et er mi n e t h e bi n di n g affi nit y of 3, 4 -D M C A  wit h a p ri o n 

pr ot ei n, w e us e d t h e m et h o d of is ot h er m al titr ati o n c al ori m etr y (I T C ). T his m et h o d 

all o ws  t o esti m at e t h e t h er m al eff e ct a n d t h e bi n di n g c o nst a nt of li g a n ds; i n c as e of t h e 

pri o n pr ot ei n, it w as us e d a l ot of ti m es t o e v al u at e its bi n di n g t o m et al i o ns s u c h as 

zi n c , c o p p er, c o b alt ( D a vi es, M ar k e n, S alt er, & Br o w n, 2 0 0 9; N a d al, D a vi es, Br o w n, 

& Vil es, 2 0 0 9) . Diff er e nti al s c a n ni n g c al ori m etr y ( D S C) w as us e d t o d et e ct c h a n g es 

i n t h e pr o p erti es of t h e pri o n pr ot ei n aft er bi n di n g t o t h e li g a n d. 
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Fi g. 1 3. A - c ur v e s of e nt h al p y c h a n g e s d e p e n di n g o n t h e c o n c e ntr ati o n of 3, 4 -D M C A . I T C a n al ysis. B - 

c h a n g e i n t h er m al st a bilit y of t h e pri o n pr ot ei n i n t h e pr e s e n c e of 3, 4 -D M C A.  D S C a n al ysi s.  

I n a ci di c c o n diti o ns  ( p H 4. 0) t h e bi n di n g of 3, 4-D M C A wit h a pri o n pr ot ei n is 

c h ar a ct eri z e d b y t h e f oll o wi n g bi n di n g p ar a m et ers: pr ot ei n: li g a n d r ati o = 1: 0. 3 5, K = 

bi n di n g c o nst a nt = 2. 4 7 * 1 0 6 M -1 ± 4. 5 9 * 1 0 5 ( diss o ci ati o n c o nst a nt = 4 0 5 n M). T h e 

bi n di n g c o nst a nt h as a n or d er of 1 0 6 , w hi c h m e a ns  g o o d bi n di n g. At t h e s a m e ti m e, 

e x p eri m e nts s h o w e d t h at t h e st oi c hi o m etr y of t h e pr ot ei n: li g a n d c o m pl e x is 3: 1. T his  

f a ct m a y i n di c at e t h at t h e bi n di n g of o n e D M C A  m ol e c ul e hi n d ers t h e bi n di n g of t h e 

ot h ers, i. e. o n t h e n e g ati v e c o o p er ati vit y of bi n di n g, or o n t h e i niti al i n a c c essi bilit y of 

t h e bi n di n g sit es of 3, 4-D M C A  o n p art of t h e pri o n pr ot ei n m ol e c ul es. P er h a ps, i n t his  

c as e, t h e sit u ati o n is si mil ar t o t h at d e m o n str at e d b y t h e k n o w n eff e cti v e a nti -a m yl oi d 

a g e nt c ur c u mi n, w hi c h c a us es c o nf or m ati o n al c h a n g es i n t h e t erti ar y str u ct ur e of 

a m yl oi d o g e ni c pr ot ei ns ( P. K. Si n g h et al., 2 0 1 3). It c a n b e ass u m e d t h at D MC A  c a us es 
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i n t h e pri o n pr ot ei n co nf or m ati o n al r e arr a n g e m e nts t h at pr e v e nt t h e bi n di n g of pri o n 

m o n o m ers i nt o l ar g e a g gr e g at es.  

A c c or di n g t o pr e vi o us e x p eri m e nts, i n e x p eri m e nts wit h c ell c ult ur e of n e ur o bl ast o m a, 

it w as s h o w n t h at 3, 4-D M C A d o es n ot h a v e a si g nifi c a nt l e v el of t o xi cit y, w hil e it 

b ett er pr ot e cts  c ells fr o m t h e h ar mf ul eff e cts of Pr P S c  t h a n c ur c u mi n ( Tis hi n a et al., 

2 0 1 7) . 

Alt er n ati v e p ot e nti al li g a n ds 
A d diti o n all y, w e  d e ci d e d t o t est a n ot h er 2 li g a n ds, a b o ut w hi c h t h er e ar e n o 

c o m pr e h e n si v e i nf or m ati o n o n a nti -a m yl oi d pr o p erti es, b ut t h e y d e m o n str at e d a 

c yt o pr ot e cti v e eff e ct o n c ell c ult ur es, a n d als o s h o w e d t h e pr es e n c e of a nti o xi d a nt 

pr o p erti es, li k e c ur c u mi n.  

P e nt a m i di n e is ethi o n at e . I n o ur w or k it w as pr o p os e d t o i n cl u d e it i n vi e w of t h e 

str u ct ur al si mil arit y wit h c ur c u mi n.  

 

Fi g. 1 4. T h e str u ct ur e of p e nt a mi di n e i n t h e f or m of a n i s et hi o n at e s alt.  

P e nt a mi di n e  us e s  as a n a nti mi cr o bi al a g e nt i n t h e tr e at m e nt of tr y p a n os o mi asi s, 

l eis h m a ni asis a n d f or t h e pr e v e nti o n of p n e u m o ni a i n p e o pl e wit h w e a k i m m u nit y  

( Kr ui zi n g a, Br est ers, S mi ers, L a n k est er, & Br e di u s, 2 0 1 7) . It c a n b e i nj e ct e d i n 

or g a nis m  b y i ntr a v e n o u s a n d i ntr a m us c ul ar w a ys , or e v e n b y i n h al ati o n. H o w e v er, it 

h as a list of si d e eff e cts of irrit ati o n: c o u g h, r u n n y n o s e, s n e e zi n g, e m eti c ur g e, fr o m 

s y st e mi c  pr o bl e ms  a d e cr e as e of bl o o d pr ess ur e a n d t e m p or ar y r e n al f ail ur e  w er e 

n ot e d . 



6 0  
 

T h e m e c h a nis m of t h e a nti mi cr o bi al a cti o n of p e nt a mi di n e is n ot k n o w n i n d et ail. It 

w as c o nfir m e d  t o aff e cts t h e pr o c ess es of tr a ns cri pti o n a n d tr a nsl ati o n i n pr o k ar y oti c 

or g a nis ms. Pr es u m a b l y, li g a n d is a bl e t o bi n d t o a d e ni n e r esi d u es i n t h e c o m p o siti o n 

of n u cl ei c a ci ds ( C or y, Ti d w ell, & F airl e y, 1 9 9 2), f or m cr os s-li n ks b et w e e n m ol e c ul es 

a n d bl o c k t h e r e a di n g of i nf or m ati o n fr o m t h e p ol y n u cl e oti d e c h ai n. It w as als o s h o w n 

t h at it i n hi bits t h e a cti vit y of t o p ois o m er as e e n z y m es i n t h e mit o c h o n dri a of 

P n e u m o c ystis jir o v e cii  a n d t h e p ar asit es of t h e Tr y p a n os o m a  f a mil y, w hi c h, 

a c c or di n gl y, i n hi bits t h e gr o wt h of p at h o g e ns.  

I n a d diti o n, t h er e is i nf or m ati o n a b o ut t h e a p pli c a bilit y of p e nt a mi di n e as a n a nti c a n c er 

dr u g ( Z er bi ni et al., 2 0 1 4). Pr es u m a bl y, t his eff e ct is asso ci at e d wi t h t h e a bilit y of 

p e nt a mi di n e t o i n hi bit t h e i nt er a cti o n of t h e C a 2 + -bi n di n g pr ot ei n S 1 0 0 B a n d t h e a nti -

o n c ol o gi c al tr a ns cri pti o n f a ct or p 5 3, w hi c h i n cr e as es t h e effi ci e n c y of t h e l att er a n d 

i n hi bits c a n c er gr o wt h (J. Li n et al., 2 0 0 4). T h es e as s u m pti o ns w er e c o nfir m e d i n e x 

vi v o  e x p eri m e nts (J. S mit h et al., 2 0 1 0). 

R es v er atr ol  

 

Fi g . 1 5. R e s v er atr ol ci s - a n d tr a n s -i s o m er s. 

T his li g a n d c o nt ai n s  i n r e d wi n e. K n o w n a nti o xi d a nt ( K ul k ar ni & C a nt ó, 2 0 1 5). P l a nts 

oft e n us e as p h yt o al e x i n f or i n hi bitio n  of b a ct eri a a n d f u n gi  gr o wt h.  

T h e p o siti v e eff e ct of r es v er atr ol o n t h e pr e v e nti o n of c ar di a c m us cl e fi brill ati o n a n d 

h e art att a c ks h as b e e n s h o w n ( C h o n g et al., 2 0 1 5). t h at t his eff e ct w as as s u m e d t o b e  

ass o ci at e d wit h t h e r e g ul ati o n of r es v er atr ol b y t h e e x pr essi o n of p h os p h oi n o sit ol -3 -

ki n as e ( PI 3 K)/ A K T/ e n d ot h eli al nitr o xi d e s y nt h as e pr ot ei ns, w hi c h i n its t ur n l e d t o a n 

i n cr e as e i n t h e o p er ati o n of t his si g n ali n g p at h w a y. I n a d diti o n, t h e a nti o xi d a nt 
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pr o p erti es of r es v er atr ol r e d u c e t h e pr o b a bilit y  of t h e c o m p o n e nts of l o w-d e nsit y 

li p o pr ot ei ns o xi d ati o n, fr o m w hi c h at h er o s c l er oti c pl a q u es c a n f or m ( K o v a n e n & 

P e nti k äi n e n, 2 0 0 3; M a c C arr o n e, L or e n z o n, G u erri eri, & A gr ò, 1 9 9 9) . 

R es v er atr ol, as a  c ur c u mi n, is pr o v e n to r e g ul at e p o st-tr a nsl ati o n al m o difi c ati o ns of th e 

a nti -o n c o g e n o us tr a ns cri pti o n f a ct or p 5 3 ( X u et al., 2 0 1 8). 

St u di es h a v e  s h o w n t h at r es v er atr ol w as  a bl e t o h a v e a p o sit i v e eff e ct o n t h e b o d y i n 

n e ur o d e g e n er ati v e di s e as es. P ol y p h e n ol f a cilit at e d t h e n o n -a m yl oi d o g e ni c cl e a v a g e of 

t h e β-a m yl oi d pr e c ur s or pr ot ei n, f a cilit at e d t h e eli mi n ati o n of a m yl oi d β -a m yl oi d 

p e pti d es, a n d r e d u c e d n e ur o n al d a m a g e. At t h e s a m e ti m e, t h e m e c h a nis m of its eff e ct  

is n ot y et k n o w n ( F. Li, G o n g, D o n g, & S hi, 2 0 1 2). Pr o b a bl y , t h e m ost eff e cti v e w a y 

t o i nfl u e n c e r es v er atr ol o n n e ur o d e g e n er ati v e dis e as es is n ot a dir e ct i n hi biti o n of 

a g gr e g ati o n a n d d estr u cti o n of a m yl oi d a g gr e g at es, b ut a n eff e ct o n i ntr a c ell ul ar 

m e c h a nis ms [ 4], b ut t his ass u m pti o n r e q uir es v erifi c ati o n. I n a d diti o n, t h er e is 

e vi d e n c e t h at r es v er atr ol is a bl e t o s u p pr ess t h e a gi n g of or g a nis ms t hr o u g h t h e 

s u p pr essi o n of c A M P p h os p h o di est er as e ( P ar k et al., 2 0 1 2). 

M at e ri als a n d m et h o ds  
T h e f oll o wi n g r e a g e nts w er e us e d: P ol y cl o n al r a b bit a nti b o di es a g ai nst b o vi n e 

mil k β -c as ei n ( B ari n o v a, K ho m y a k o v a, S e m e n y u k, S c h m al h a us e n, & M ur o n et z, 

2 0 1 8) ; g o at a nti-r a b bit I g G F c fr a g m e nt c o nj u g at e d wit h Al e x a Fl u or 5 5 5 fl u or es c e nt 

l a b el ( T h er m ofi c h er s ci e ntifi c). Y e ast e xtr a ct ( H eli c o n), tr y pt o n e ( H eli c o n), dr y 

c o m p o n e nts f or L B ( A mr es c o), is o pr o p yl-β -D -1 -t hi o g al a ct o p yr a n osi d e ( H eli c o n), 

gl y c eri n ( Si g m a), T w e e n -2 0 ( H eli c o n); a nti bi oti c a m pi cilli n (J S C S y nt h esis, R ussi a); 

E D T A ( Fl u k a), Ni Cl 2  * 6 H 2 O ( ultr a p ur e,  Si g m a), L ys o z y m e ( Si g m a), Pr ot e as e 

i n hi bit or kit ( Si g m a). Ni-G E S e p h ar os e ( G E H e alt h c ar e), Q S e p h ar o s e Hi g h 

P erf or m a n c e ( G E H e alt h c ar e), C H Cl 3 , E G T A, g u a ni di n e h y dr o c hl ori d e ( Si g m a), 

i mi d a z ol e ( o s ci n, P a n cr e a c). C F3 C O O H. M O P S ( Si g m a), M E S ( Si g m a), p h os p h at e -
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b uff er e d s ali n e i n t a bl ets ( A mr es c o); gl y ci n e ( Si g m a), 2 -di m et h yl a mi n o et h a n et hi ol  

h y dr o c hl ori d e ( Si g m a), β -m er c a pt o et h a n ol ( F er a k), D T T ( P a nr e a c). D -gl u c os e 

( M er c k); m et h yl gl y o x al ( Si g m a), N A D⁺ ( R e a n al), C o o m assi e R -2 5 0, C o o m assi e G -

2 5 0 ( Si g m a), Nitr os y ni u m t er a z oli u m ( Si g m a), t hi ofl a vi n T ( Si g m a), C o n g o r e d 

( Si g m a), c ur c u mi n ( Si g m a), 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d, p e nt a mi di n e is et hi o n at e 

( Si g m a), r es v er atr ol ( Si g m a), 3, 3'- [ 3, 3'-di m et h o x y - ( 1, 1'-bi p h e n yl) -4, 4' -di yl] -bis [ 2 - 

( 4-nitr o p h e n yl) -5 -p h e n yl ( 2 H)] t etr a z oli u m ( N B T) ( C h e m a p ol, C z e c h osl o v a ki a); 

br o m o p h e n ol bl u e, o -p ht h al al d e h y d e ( Si g m a), bi ci n c h o ni ni c a ci d ( Si g m a), 5, 5’ -

dit hi o bis - ( 2-nitr o b e n z oi c) a ci d ( M er c k). Gl y c er al d e h y d e 3 -p h os p h at e, C H 3 C O O H 

( O F S, Hi m m e d), C H3 C O O N a * 3 H 2 O ( O F S, R e a hi m), C H 3 C O O N H 4  ( O F S, H eli c o n), 

a c et o nitril e ( Si g m a), C Cl 3 C O O H ( Si g m a), N a B H 3 C N ( Si g m a), M n Cl 2 , Ca Cl 2  ( Si g m a); 

N a Cl, K Cl ( H eli c o n), M g Cl 2 , K H2 P O 4 , S D S ( Si g m a), ( N H4 )2 S O 4 , ( M P Bi o m e di c als); 

N a H 2 P O 4 , ( R e a hi m); h y dr o g e n p er o xi d e ( M osr e a kti v L L C); a m m o ni a w at er, a c eti c 

a ci d, h y dr o c hl ori c a ci d, et h yl al c o h ol, s ulf uri c a ci d ( Hi m m e d); Ur e a ( ultr a p ur e,  

A mr es c o), Tris ( ultr a p ur e,  A mr es c o), N a Cl ( ultr a p ur e,  R e a hi m), C a Cl 2  (ultr a p ur e,  

P a n cr e a c), C u S O 4 . 

P r e p a r ati v e t e c h ni cs  

E. c oli c o m p etiti v e str ai n pr e p ar ati o n  
T his pr o c e d ur e is p erf or m e d t o f a cilit at e t h e p e n etr ati o n of D N A m ol e c ul es, i n 

p arti c ul ar pl as mi ds, i nt o t h e b a ct eri al c ell.  

Str ai n B L 2 1 D E 3, n ot y et c o nt ai ni n g t h e t ar g et pl as mi d, w as gr o w n i n L B m e di u m t o 

a n o pti c al d e nsit y of 0. 3 -0. 4, t h e n t h e c ult ur es w er e pl a c e d i n a n i c e b at h.  A c ert ai n 

v ol u m e of c ell s u s p e n si o n (fr o m 5 t o 5 0 ml d e p e n di n g o n t h e a m o u n t of bi o m ass) w as 

t a k e n, it w as c e ntrif u g e d f or 5 mi n 4 0 0 0 g, t h e s u p er n at a nt w as d e c a nt e d, 1 ml of 0. 1 

M st eril e C a Cl 2 , pr e vi o usl y c o ol e d i n a n i c e b at h, w as a d d e d t o t h e s e di m e nt. T h e p ell et 

w as r es u s p e n d e d a n d i n c u b at e d f or 1 0 mi n o n i c e, aft er w hi c h t h e  c ells w er e a g ai n 
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pr e ci pit at e d b y c e ntrif u g ati o n a n d t h e s u p er n at a nt w as dis c ar d e d. 4 0 0 μl of 0. 1 M 

st eril e c o ol e d C a Cl 2  w as a d d e d t o t h e pr e ci pit at e a n d t h e c ells w er e r es us p e n d e d . T h e 

r es ulti n g c o m p et e nt str ai ns w er e st or e d at -8 0 o C.  

Tr a nsf or m ati o n of c o m p et e nt E. c oli str ai ns  
T his t e c h ni q u e all o ws t o o bt ai n n e w b a ct eri al str ai ns c o nt ai ni n g pl as mi ds wit h a 

n u cl e oti d e s e q u e n c e t h at e n c o d es t h e t ar g et pr ot ei n.  

C ells of t h e c o m p et e nt str ai n w er e t h a w e d fr o m -8 0 o C i n a n i c e b at h. 2 -3 μl of pl as mi d 

w as a d d e d t o  1 0 0 μl of c ells a n d mi x e d g e ntl y. T h e r es ulti n g mi xt ur e w as i n c u b at e d 

f or 3 0 mi n o n i c e, t h e n t h e c ell s w er e s u bj e ct e d t o h e at s h o c k f or 4 2 ° C f or 9 0 s a n d 

i n c u b at e d a g ain o n i c e f or 1 0 mi n. N e xt, 8 0 0 μl of L B n utri e nt m e di u m w as a d d e d t o 

t h e c ells a n d i n cu b at e d f or 1 h at 3 7 ° C. T h e o bt ai n e d  s u s p e nsi o ns w er e fr o z e n at -8 0 o C 

i n L B m e di u m wit h gl y c er ol. 

 

Fi g. 1 6. Di a gr a m of t h e pl a s mi d p E T -2 2 b ( +) wit h t h e i n di c at e d p o siti o n of t h e r e c o m bi n a nt s h e e p pri o n 

pr ot ei n g e n e. R e d hi g hli g ht s t h e r e stri cti o n sit es wi t hi n w hi c h t h e r e c o m bi n a nt s h e e p pri o n pr ot ei n g e n e h a s 

b e e n i ns ert e d.  

T his m et h o d w as us e d t o o bt ai n t h e str ai n E. c oli B L 2 1 D E 3 c o nt ai ni n g t h e pl as mi d 

p E T 2 2 b + a n d c a p a bl e of e x pr e ssi n g t h e r e c o m bi n a nt s h e e p pri o n pr ot ei n.  
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Pr o d u cti o n of b a ct eri al l ys at e wit h Pr P  
A s a m pl e of fr o z e n c ult ur e of E. c oli  B L 2 1 D E 3 str ai n c o nt ai ni n g t h e pl as mi d p E T 

2 2 b + wit h a n u cl e oti d e s e q u e n c e e n c o di n g s h e e p Pr P w as us e d. T h e a ut o cl a v e d 

st erili z e d L B m e di u m w as i nf e ct e d wit h ~ 2 μl of t h e a b o v e c ult ur e, i n c u b at e d 

o v er ni g ht at  3 7 ° C a n d stirr e d. N e xt, t h e o v er ni g ht c ult ur e  w as i n j e ct e d i n m e di a 

c o nt ai ni n g 1 0 0 μ g/ ml of a m pi cilli n i n s u c h a m o u nt t h at t h e o pti c al d e nsit y of 

s u s p e nsi o n  w as 0. 1 -0. 2 ( m e as ur e d at 6 0 0 n m v ers us p ur e L B m e di u m). T h e r es ulti n g 

s u s p e nsi o ns w er e i n c u b at e d at 3 7 ° C t o a n o pti c al d e nsit y of 0. 6 – 0. 8, aft er  w hi c h t h e 

e x pr essi o n of t h e t ar g et pr ot ei n  i n t h e m w as pr o v o k e d  b y i ntr o d u ci n g t h e I P T G s ol uti o n 

t o a c o n c e ntr ati o n of 1 m M. C ult ur es w er e gr o w n o v er ni g ht. 

 

Fi g. 1 7. El e ctr o p h or e gr a m of fr a cti o n s fr o m pri o n pr ot ei n s e p ar ati o n fr o m b a ct eri al l y s at e. 

“ Β -“ - a bs e n c e of β -m er c a pt o et h a n ol i n s a m pl es; “ Β + “ is t h e pr es e n c e of β -m er c a pt o et h a n ol (i n c as e of Pr P 

di m eri z ati o n). 0 - c ell l ys at e pri or t o t h e i n d u cti o n of e x pr essi o n; 1 - c ell l y s at e aft er e x pr e ssi o n of t h e t ar g et 

pr ot ei n; 2 - i n cl usi o n T a ur u s s ol uti o n. R e d stri p es ar o u n d t h e pri o n pr ot ei n. 

T h e o bt ai n e d c ult ur es w er e c e ntrif u g e d f or 1 0 mi n at 5 0 0 0 g a n d t e m p er at ur e 4 0 o С. 

T h e pr e ci pit at e c o nt ai ni n g t h e b a ct eri a w as w as h e d wit h 5 0 m M Tris -H Cl wit h 0. 5 M 

N a Cl p H 7. 4. N e xt, t h e p ell et w as r es us p e n d e d i n l ys is b uff er a n d i n c u b at e d f or 2 0 

mi n ut es at 3 7 ° C a n d wit h stirri n g. T h e n t h e b a ct eri a w er e d e str o y e d b y ultr as o ni c 

d esi nt e gr ati o n  ( Br a ns o n Di git al S o nifi er) 6 p uls es of 3 0 s e c o n d s e a c h wit h a n 

a m plit u d e of 3 0 % of t h e m a xi m u m. T h e l ys at e w as w as h e d b y  5 0 m M  Tris -H Cl p H 

8. 0, t h e n c e ntrif u g e d at 1 0, 0 0 0 g f or 1 5 mi n a n d 4 0 ° C. T h e pr e ci pit at e of T a ur us 
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i n cl usi o ns c o nt ai ni n g pri o n pr ot ei n w as s ol u bili z e d i n 5 0 m M Tris-H Cl b uff er wit h 0. 5 

M N a Cl a n d 6 M g u a ni di n e h y dr o c hl ori d e.  

T h e pr es e n c e of pr ot ei n at t h e st a g e s of e x pr essi o n a n d is ol ati o n w as c h e c k e d b y S D S -

el e ctr o p h or esis of s a m pl es t a k e n fr o m t h e m e di u m of E. c oli  pri or t o t h e i n d u cti o n of 

e x pr essi o n, fr o m t h e fi n al e x pr essi o n c ult ur e a n d fr o m t h e i n cl usi o n b o d y s ol uti o n i n 

t h e b uff er wit h g u a ni di n e h y dr o c hl ori d e. 

Is ol ati o n a n d p urifi c ati o n of s h e e p pri o n fr o m b a ct eri al l ys at e 
D u e t o t h e pr es e n c e i n P r P s e q u e n c e of  o ct a p e pti d e s c a p a bl e t o bi n d bi v al e nt m et al 

i o ns, is ol ati o n a n d p urifi c ati o n c a n b e c arri e d o ut i n a si n gl e st e p u si n g affi nit y 

c hr o m at o gr a p h y o n a n  i m m o bili z e d Ni2 +  c ol u m n ( Vr e nt as, O nst ot, & Ni c h ols o n, 

2 0 1 2) . 

P urifi c ati o n  st e ps: 

I. E q uili br ati o n of c ol u m n wit h M A S -S e p h ar os e or Ni -G E S e p h ar o s e wit h 

i m m o bili z e d ni c k el i o n s b y b uff er A ( 5 M ur e a; 2 0 m M Tris-H Cl p H 7. 4; 0. 5 -2 

M s o di u m c hl ori d e; 1 0 m M i mi d a z ol e);  

II. I nj e cti o n of i n cl usi o n b o di es s ol uti o n i n d e n at uri n g b uff er; 

III. W as hi n g t h e c ol u m n wit h b uff er A;  

I V. W as hi n g t h e c ol u m n wit h b uff er B ( 2 0 m M Tris-H Cl p H 7. 4; 0. 3 M s o di u m 

c hl ori d e; 2 0 m M i mi d a z ol e);  

V.  El uti o n of pr ot ei n wit h 1 M s ol uti o n of i mi d a z ol e ( p H 7. 4);  

VI.  R e -w as h t h e c ol u m n wit h b uff er A t o  el ut e a n y r e m ai ni n g pr ot ei n.  
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Fi g. 1 8. T h e el uti o n pr ofil e of affi ni c c hr o m at o gr a p h y of i n cl u s i o n b o di e s s ol uti o n of pri o n pr ot ei n. 

 
Fi g. 1 9. T h e c o m p o siti o n of t h e fr a cti o n s fr o m affi ni c c hr o m at o gr a p h y of i n cl u si o n b o di e s s ol uti o n of 

pri o n pr ot ei n.  

0 - i n cl usi o n b o di es s ol uti o n; 1 - el u at e wit h b uff er A wit h 8 M ur e a. 2 - el u at e b y b uff er B; 3 - el u at e b y 1 M 

i mi d a z ol e; 4 - el u at e r e p e at e d w as hi n g wit h b uff er A wit h 8 M ur e a.  

T h e pr ot ei n s ol uti o n o bt ai n e d b y el uti o n wit h 1 M i mi d a z ol e w as di al y z e d a g ai nst 1 5 

m M a m m o ni u m a c et at e b uff er p H 4. 5 wit h a s e q u e nti al d e cr e as e of t h e b uff eri n g a g e nt 

c o n c e ntr a ti o n t o 5 m M b y c h a n gi n g t h e di al ysis s ol uti o n. Di al ys at e w as fr e e z e -dri e d . 

O n a v er a g e, a b o ut 1 m g of l y o p hili z e d pr ot ei n w as o bt ai n e d fr o m 1 l of c ell c ult ur e.  

P urifi c ati o n of N ati v e β -C as ei n  
N ati v e β -C N w as p urifi e d a c c or di n g t o t h e t w o -st e p p urifi c ati o n pr o c e d ur e 

( M er ci er, M a u b ois, P o z n a ns ki, & Ri b a d e a u-D u m as, 1 9 6 8)  wit h a d diti o n al r e v ers e d -

p h as e c hr o m at o gr a p h y. Fr es h b o vi n e mil k w as d ef att e d b y c e ntrif u g ati o n a n d β -C Ns 

w er e pr e ci pit at e d at p H 4. 6.  
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Fi g. 2 0. A n al y si s of t h e c o m p o siti o n of t h e s e p ar at e d fr a cti o n s of mil k pr ot ei n s. S D S el e ctr o p h or e si s.  

1 –  c a s ei n fr acti o n, 1 C - c o ntr ol t ot al c a s ei n; 2 - is ol at e d fr a cti o n of al p h a-l a ct al b u mi n a n d β-l a ct o gl o b uli n, 2 C 

- c o ntr ol β -l a ct o gl o b uli n. 

T h e p ell et e nri c h e d wit h c as ei ns w as is ol at e d b y c e ntrif u g ati o n ( 5 8 6 0 g, 6 0 mi n, 

4 ◦ C), w as h e d, l y o p hili z e d, a n d st or e d at − 2 0 ° C u ntil f urt h er us e. W h ol e c as ei n 

fr a cti o n i n c o n c e ntr ati o n of 1 0 0 m g/ ml w as pr e p ar e d i n 5 0 m M Bis-Tris p H 6. 4 5, 7 M 

Ur e a, 1 m M E G T A, 2 0 m M D T T, a n d c e ntrif u g e d at 1 0 0 0 0 g f or 1 0 mi n. S u p er n at a nt 

w as l o a d e d o n t h e c ol u m n fill e d wit h Q S e p h ar os e Hi g h P erf or m a n c e a n d e q uili br at e d 

b y 2 0 m M Bis -Tris p H 6. 4 5, 5 M Ur e a, 1 m M E G T A, 1 m M D T T. Pr ot ei ns w er e el ut e d 

b y a 0 -1 M N a Cl li n e ar gr a di e nt i n t h e s a m e b uff er.  

 
Fi g. 2 1. El uti o n c ur v e f or c a s ei n a ni o n -e x c h a n g e c hr o m at o gr a p h y.  

I n t h e pr o c ess of c hr o m at o gr a p h y, a li n e ar gr a di e nt w as a p pli e d t wi c e: fr o m 0. 1 t o 0. 2 M N a Cl a n d fr o m 0. 2 

t o 0. 3 M N a Cl. 
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Fi g. 2 2. R e s ult s of a ni o n -e x c h a n g e c hr o m at o gr a p h y of c a s ei n s, el e ctr o p h or e si s a n al y si s wit h ur e a.  

St a g e 1 - el uti o n of u n b o u n d pr ot ei n; 2 a -2 b - el uti o n of c -c a s ei n (s ( N a Cl) = 0. 1 M); 3 a -3 b - el u ti o n of β-

c as ei n (s ( N a Cl) = 0. 2 M); 4 a —  el uti o n of α S 1 -c a s ei n ( c ( N a Cl) = 0. 3 M); 5 —  α S 2 -c as ei n el uti o n ( c ( N a Cl) = 

0. 3 M). C - c o ntr ol t ot al c as ei n.  

S u bs e q u e ntl y t h e pr ot o c ol w as si m plifi e d:  

1.  A li n e ar gr a di e nt  fr o m 0 t o 0. 1 M N a Cl w as r e m o v e d, si n c e t h er e w as n o t as k t o 

s e p ar at e t h e κ -c as ei n is of or ms. T h e li n e ar gr a di e nt of s alt c o n c e ntr ati o n i n t h e 

r a n g e fr o m 0. 1 M t o 0. 2 M N a Cl w as r et ai n e d b e c a us e it w as us ef ul f or t h e 

q u alit ati v e el uti o n of β -c as ei n;  

2.  A n e xt e n d e d l i n e ar gr a di e nt r a n g e w as i ntr o d u c e d i n th e r a n g e of 0. 2 M t o 0. 3 2 

M N a Cl i n or d er t o pr o vi d e a cl e ar er s e p ar ati o n of t h e β a n d α S f or ms.  

D uri n g  t his w or k, it w as als o f o u n d p ossi bl e t o c arr y o ut a s e p ar at e el uti o n of 

α S -f or ms of c as ei n. H o w e v er, diff er e n c es i n s alt c o n c e ntr ati o n f or s e p ar at e el u ti o n of 

t h es e t w o f or ms ar e i nsi g nifi c a nt, a n d t h e pr o c ess c a n b e m o nit or e d o nl y b y t h e b uff er 

c o n d u ct i vit y: 2 4 m S/ c m c orr es p o n ds t o el uti o n of t h e α S 2 f or m, a n d f or α S 1 -c as ei n t h e 

c o n d u cti vit y is 2 7 m S/ c m. S o t h e pr o c e d ur e f or t h eir s e p ar ati o n w as diffi c u lt, a n d t h e 

g o al w as n ot t o di vi d e t h e f or ms of α S -c as ei n.  

R e v ers e d -p h as e c hr o m at o gr a p h y  
Aft er pr ot ei n d et e cti o n b y s p e ctr o m etr y a n d B C A ass a y, fr a cti o ns c o nt ai ni n g 

p ur e к - a n d β -C N w er e p o ol e d a n d p urifi e d fr o m l o w -m ol e c ul ar c o m p o u n ds b y 

r e v ers e d-p h as e c h r o m at o gr a p h y. T h e c ol u m n S e p-P a k 2 0 C C w as a cti v at e d b y 7 5 % 

et h a n ol a n d e q uili b r at e d b y 0. 1 % T F A s ol uti o n o n Milli Q. T h e pr ot ei n el uti o n w as 
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m a d e b y 8 0 % A C N wit h 0. 0 5 % T F A. Pr ot ei n s ol uti o n w as c o n c e ntr at e d, e v a p or at e d 

fr o m a c et o nitril e usi n g S p e e d-V a c a n d w as fr o z e n at -2 0 ° C.  

 
Fi g. 2 3. A n al y si s of c o n c e ntr at e d c a s ei n fr a cti o n s. El e ctr o p h or e si s wit h 7 M ur e a.  

A - α S 1 -c a s ei n fr a cti o ns; B - β -c as ei n fr a cti o n s; K - к -c as ei n fr a cti o ns; s a m pl es l a b el e d l ett er “C ”  ar e c o ntr ol 

c as ei n ( C –  C i s c o ntr ol c -c a s ei n, j ust C is c o ntr ol t ot al c as ei n).  

F or κ - a n d β -c as ei ns, t his m et h o d of c o n c e ntr ati o n w as us ef ul : it w as p o ssi bl e t o 

o bt ai n a p pr o xi m at el y 1 0 0 m g of κ -c as ei n a n d 4 0 0 m g of β -c as ei n  fr o m 2 L of i niti al 

mil k . κ-c a s ei n w as c o n c e ntr at e d fr o m 0. 5 m g/ ml t o ~ 1 2 m g/ m l, β-c as ei n w as 

c o n c e ntr at e d fr o m 2 m g/ ml t o 2 0 m g/ ml. F urt h er c o n c e ntr ati o n of β -c as ei n w as 

c o nsi d er e d d a n g er o u s d u e t o t h e a bilit y of t his pr ot ei n t o mi c elli z ati o n. F or t h e α S f or m, 

att e m pts t o c o n c e ntr at e t h e pr ot ei n w er e  s h o w n  t o l e a d t o its s p o nt a n e o us a g gr e g ati o n 

a n d t h e i m p ossi bil it y of i m m o bili z ati o n o n t h e c ol u m n.  

Aft er t h e pr o c e d ur e, t h e κ - a n d β -f or ms of c as ei n w er e st or e d at -2 0 ° C . 

A m m o ni u m s ulf at e pr ot ei n pr e ci pit ati o n  
T h e m ai n m e c h a nis m of  t his m et h o d is t h e r e d u cti o n of t h e h y dr o p hili c p ot e nti al of a n 

a q u e o u s s ol uti o n i n or d er t o disr u pt t h e str u ct ur e of t h e pr ot ei n, l e a d t o t h e e x p o s ur e of 

its h y dr o p h o bi c ar e as o n a m ol e c ul e s urf a c e  a n d, as a r es ult, t o pr o v o k e r e v ersi bl e n o n-

s p e cifi c a g g r e g ati o n. T h e pr es e n c e of a m m o ni u m i o ns a n d s ulf at e i o ns c a us es t h e 

cl ust eri n g of w at er ar o u n d t h e m a n d, as a r es ult of c o m p etiti o n, t h e d estr u cti o n of 

h y dr at e cl ust ers ar o u n d pr ot ei n m ol e c ul es. T his m et h o d is a p pli c a bl e t o pr ot ei ns wit h 

t h e s a m e i s o el e ctri c p oi nt a n d all o ws st or a g e of t h e pr ot ei n i n a s alt e d s us p e nsi o n. I n 
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o ur c as e, it w as us e d f or cl e a ni n g a n d st ori n g pr ot ei ns of t h e Gr o E L/ Gr o E S c h a p er o ni n 

c o m pl e x.  

O p er ati o ns: Sl o wl y a d d dr y a n d cr us h e d ( N H 4 )2 S O 4 t o t h e pr ot ei n s ol uti o n at 4 ° C wit h 

c o nst a nt stirri n g. Aft er a d di n g s alt, i n c u b at e t h e s u s p e nsi o n wit h stirri n g at t h e s a m e 

t e m p er at ur e f or at l e a st o n e h o ur. 

E x pr essi o n a n d p urifi c ati o n of Gr o E L/ Gr o E S pr ot ei ns  
T h e e x pr es si o n w as c arri e d o ut i n t h e c ult ur e of E. c oli  str ai n W 3 1 1 0 wit h t h e pl as mi d 

p O F 3 9. I n t his c as e, a cti v ati o n of t h e e x pr essi o n of t ar g et pr ot ei ns w as n ot r e q uir e d; 

t h er ef or e, t h e pr o c e d ur e i n cl u d e d o nl y i nj e cti o n of  ni g ht b a ct eri a c ult ur e t o t h e 

e x pr essi o n m e di u m u p t o D( 6 0 0) =  0. 1 a n d i n c u b ati n g t h es e m e di a f or a d a y.  

T h e n t h e c ell c ult ur e w as w as h e d fr o m t h e m e di u m, l ys e d i n a b uff e r ( 1 0 0 m M Tris-

H Cl, p H 8. 1, 0. 1 m M E D T A, 1 0 m M D T T a n d 0. 2 m g/ ml pr ot e as e i n hi bit or s) a n d 

d estr o y e d b y ultr as o ni c tr e at m e nt wit h 6 p uls es f or 3 0 s e c o n d s wit h a n a m plit u d e of 

4 0 %. T h e  o bt ai n e d  s u s p e nsi o n w as c e ntrif u g e d a n d s alt e d o ut fr o m t h e s u p er n at a nt ( 5 0 

ml), fir st i m p urit y pr ot ei ns ( 3 0 % of a m m o ni u m s ulf at e s at ur ati o n), a n d t h e n 

c h a p er o ni ns ( 8 0 %). Fr o m t h e s us p e nsi o n, c h a p er o ni ns w er e diss ol v e d ( 3 0 ml) i n b uff er 

B ( 5 0 m M Tris -H Cl, p H 7. 2, 9. 1 m M E D T A, 2 m M D T T) a n d di al y z e d fr o m 

a m m o ni u m s ulf at e i n t w o c h a n g es of 4 L b uff er.  

T h e n t h e pr ot ei ns w er e p urifi e d b y i o n -e x c h a n g e c hr o m at o gr a p h y o n a D E A E -

S e p h ar os e g el . T h e c h a p er o ni n s ol uti o n w as pr e dil ut e d t o a v ol u m e of 1 0 0 ml t o r e d u c e 

t h e eff e ct of a m m o ni u m s ulf at e o n bi n di n g. Pr ot ei n w as a p pli e d at a s p e e d of 1 ml/ mi n, 

w as h e d at a s p e e d of 3 ml/ mi n wit h b uff er B wit h 0. 5 M N a Cl (t h e b uff ers w er e 

c h a n g e d u si n g a li n e ar gr a di e nt).  

Gr o E L a n d Gr o E S h a v e a r el ati v el y l o w m ol ar a b s or pti o n c o effi ci e nt, a n d it is diffi c ult 

t o d et e ct t h e m a g ai nst t h e b a c k gr o u n d of oth er b a ct eri a pr ot ei ns, t h er ef or e  all  fr a cti o ns, 
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pr es u m a bl y c o nt ai ni n g c h a p er o ni ns, w er e a n al y z e d b y S D S -el e ctr o p h or esis. T h e 

fr a cti o ns c o nt ai ni n g t h e t ar g et pr ot ei ns w er e c o m bi n e d i nt o 2 s e p ar at e s ol uti o ns.  

 

Fi g. 2 4. El e ctr o p h or e gr a m fr a cti o n s of i o n -e x c h a n g e c hr o m at o gr a p h y of c h a p er o ni n s fr o m a c ell l y s at e. 

All fr a cti o n s w er e c oll e ct e d u si n g a li n e ar N a Cl gr a di e nt pr o c e s s.  

T h e n u m b ers m e a n  t h e fr a cti o n c oll e ct e d a n d a p pli e d t o t h e g el. 

T h e Gr o E L s ol uti o n w as di al y z e d a g ai nst t h e s a m e b uff er B, a n d t h e n s u bj e ct e d t o 

a n ot h er  c hr o m at o gr a p h y u n d er t h e s a m e c o n diti o ns i n or d er t o a c hi e v e t h e m a xi m u m 

d e gr e e of p urifi c ati o n. T h e n e w fr a cti o ns c o nt ai ni n g Gr o E L w er e c o m bi n e d, a n d fr o m 

t h e r es ulti n g v ol u m e t h e pr ot ei n w as s alt e d o ut b y a d di n g ( N H4 )2 S O 4  t o a s at ur ati o n 

d e gr e e  8 0 %. I n t hi s f or m, t h e pr ot ei n w as st or e d i n t h e r efri g er at or  at + 4 o C . 

T h e  Gr o E S  s a m pl e  w as als o s u bj e ct e d t o a d diti o n al p urifi c ati o n, b ut b y a h e at tr e at m e nt 

m et h o d. T h e c hr o m at o gr a p hi c fr a cti o ns wit h Gr o E S w er e i n c u b at e d f or 2 0 mi n at 6 0 ° C 

a n d  8 0 ° C. Aft er e a c h h e ati n g, t h e s u s p e nsi o n w as c e ntrif u g e d at 1 1, 0 0 0 g f or 2 0 

mi n ut es, s o t h at o nl y t h er m ost a bl e Gr o E S r e m ai n e d i n t h e s u p er n at a nt. T h e n t h e 

pr ot ei n w as s alt e d o ut b y a d di n g a m m o ni u m s ulf at e t o 8 0 % of s at ur ati o n.  

T h e p urit y of t h e pr e p ar ati o ns w as c h e c k e d u si n g S D S el e ctr o p h or esis.  

As a r es ult, 3 s ol uti o ns  w er e o bt ai n e d:  

Gr o E L - 4 m g/ ml, p urifi e d.  

Gr o E L - 5. 3 m g/ ml, a n i n si g nif i c a nt a d mi xt ur e of hi g h m ol e c ul ar w ei g ht pr ot ei n is 

n oti c e d. T ot all y 6 0 m g.  

Gr o E S - 6. 7 5 m g/ ml. T ot all y 4 0 m g.  



7 2  
 

Gl y c at i o n of b et a-c as ei n  
At t h e i niti al st a g es of l ysi n e wit h a m o n o s a c c h ari d e  i nt er a cti o n, s u bstit ut e d 

i mi n es ar e f or m e d ( S c hiff b as es), w hi c h ar e t h e n r e gr o u p e d i n t h e s o-c all e d “ A m a d ori 

pr o d u cts ”. L at er  gl y c ati o n pr o d u cts c a n u n d er g o m o difi c ati o ns, r el e asi n g ot h er 

gl y c ati n g a g e nts, b ut t h e m ai n r es ult is f or m ati o n of m o difi e d a mi n o a ci d s, f o r e x a m pl e, 

C M -l ysi n e, w hi c h is f u n d a m e nt all y diff er e nt i n pr o p erti es fr o m l ysi n e (t his is a n a ci di c 

a mi n o a ci d), cr os s -li n ka g es  b et w e e n a mi n o a ci d s (f or e x a m pl e, l ys yl -al a n yl -l ysi n), b ut 

i n a d diti o n - r e a cti v e o x y g e n s p e ci es. 

 

Fi g. 2 5. O n e of p ot e nti al w a y s of pr ot ei n s gl y c ati o n a n d t h e f or m ati o n of pr o d u cts of t hi s pr o c e s s.  

B et a -c as ei n ( 5 m g/ ml) w as i n c u b at e d i n 5 0 m M Tris -H Cl b uff er, p H 8. 0, 

c o nt ai ni n g 0. 0 1 % s o di u m a zi d e i n t h e pr es e n c e of 2 0 0 m M gl u c os e at 3 7 ° C d uri n g 7 2 

h o urs wit h g e ntl e s h a ki n g. Aft er t h e i n c u b ati o n  d uri n g s p e cifi e d ti m e i nt er v als , t h e 

pr ot ei n s ol uti o n w as p urifi e d fr o m D -gl u c os e a n d l o w m ol e c ul ar w ei g ht c o m p o u n ds 

usi n g r e v ers e -p h as e c hr o m at o gr a p h y o n a  S e p -P a k 2 0 C C c ol u m n c o nt ai ni n g 3 0 R P C 

g el ( A m er s h a m Bi os ci e n c es, Pis c at a w a y, NJ). T h e c ol u m n w as e q uili br at e d wit h 

w at er, c o nt ai ni n g 0. 0 1 % trifl u or o a c eti c a ci d ( T F A). Pr ot ei n w as el ut e d wit h 8 0 %  

a c et o nitril e, c o nt ai ni n g 0. 0 0 5 % T F A, v/ v). T h e n s a m pl es w er e di al y z e d a g ai nst 5 0 m M 

M E S b uff er, p H 6. 7, c o n c e ntr at e d usi n g S p e e d V a c a n d fr o z e n. I n c as e of 

http://www.jbc.org/content/vol278/issue47/images/large/bc4838727001.jpeg
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m et h yl gl y o x al b et a -c as ei n s ol uti o n ( 5 m g/ ml) w as i n c u b at e d i n 5 0 m M b or at e b uff er, 

p H 8. 0 i n t h e pr es e n c e of 2 0 0 m M m et h yl gl y o x al at 3 7 ° C d uri n g 1 -2 4 h o urs wit h  g e ntl e 

s h a ki n g. F urt h er p urifi c ati o n fr o m m et h yl gl y o x al a n d l o w m ol e c ul ar w ei g ht 

c o m p o u n ds w as p erf or m e d b y di al ysi s a g ai nst 2 0 m M M E S b uff er, p H 6. 7. I n b ot h 

c as es 3 5 m M s o di u m b or o h y dri d e r e d u cti o n w as us e d if n e c es s ar y.  

Pr P gl y c ati o n  
T his e x p eri m e nt i s als o a m o d el of i n vi v o pr o c ess. C o m p ar e d t o t h e c as ei n gl y c ati o n, 

t his pr o c ess is p erf or m e d u n d er mil d er c o n diti o ns d u e t o hi g h t e n d e n c y of Pr P  t o 

a g gr e g at e. T h e m o difi c ati o n w as c arri e d o ut f or 1 d a y at 3 7 ° C wit h stirri n g. T h e pr ot ei n 

c o n c e ntr ati o n w as  5 m g/ ml ( 1 9 2 μ M); D -gl u c os e w as us e d as a gl y c ati n g a g e nt. 

O pti o n all y, a r e d u ci n g a g e nt N a B H 3 C N w as a d d e d t o t h e s a m pl es b ef or e t h e gl y c ati o n 

pr o c e d ur e t o a c o n c e ntr ati o n of 3 5 m M. I n c as e of pri o n pr ot ei n, r e v ers e p h as e 

c hr o m at o gr a p h y c o ul d l e a d t o n o ns p e cifi c a g gr e g ati o n, t h er ef or e, aft e r t h e gl y c ati o n 

pr o c e d ur e, Pr P  s ol uti o n w as di al y z e d a g ai nst M E S b uff er p H 6. 7 t o r e m o v e l o w 

m ol e c ul ar w ei g ht gl y c ati o n pr o d u cts. I n t his c as e, t h e p H of t h e b uff er w as r e d u c e d  i n 

c o m p ar is o n wit h t h at f or gl y c at e d  b et a -c a s ei n, t o s hift t h e c o n diti o n s  fr o m is o el e ctri c 

p oi nt of t h e pr ot ei n ( pI = 9. 1 -9. 2) t o a v oi d n o ns p e cifi c a g gr e g ati o n. T h e pr o d u cts of 

t h e e x p eri m e nt w er e a n al y z e d b y S D S-el e ctr o p h or esis f or t h e d e gr e e of p o ssi bl e 

a g gr e g ati o n, b y st ai ni n g t h e s a m pl es wit h N B T, a c c or di n g t o t h e n u m b er of r e m ai ni n g 

fr e e a mi n o gr o u ps b y t h e ort h o-p ht h al al d e h y d e m et h o d. T h e n u m b er of e arl y gl y c ati o n 

pr o d u cts w as d et er mi n e d b y t h e fr u ct os a mi n e m et h o d, t h e n u m b er of l at e pr o d u cts w as 

d et er mi n e d b y t h e i ntri n si c fl u or es c e n c e of A G E.  

T h er m o -i n d u c e d pr ot ei n a g gr e g ati o n 
T his m et h o d is ai m e d at o bt ai ni n g pr ot ei n a g gr e g at es si mil ar i n pr o p erti es 

o bt ai n e d i n n ati v e c o n diti o ns, b ut i n vitr o a n d i n l ess ti m e. I n o ur e x p eri m e nts, w e 

a d h er e d t o m ai nt ai ni n g t h e a ci dit y of t h e m e di u m i n t h e n e ar -p h ysi ol o gi c al r a n g e, 
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v ar yi n g t h e t e m p er at ur e. I n a d diti o n, i n s o m e c o n diti o ns, t h e i o ni c str e n gt h of s ol uti o ns 

w as i n cr e as e d b y a d di n g s alts (f or e x a m pl e, N a Cl) t o c o n c e ntr ati o ns cl os e t o 

p h ysi ol o gi c al (f or e x a m pl e, i n mil k). Aft er t esti n g s e v er al pr ot o c o ls, t h e m ost v ers atil e 

a n d effi ci e nt  w as c h o s e n.  

I n c u b ati o n w as c arri e d o ut i n 5 0 m M N a-p h o s p h at e or, m or e pr ef er a bl y ( d u e t o 

gr e at er c h e mi c al i n ert n ess) M E S b uff er i n p H 6. 7. I n a d diti o n, f or t h e i niti ati n g “s u b -

d e pl o y m e nt ” of pr ot ei n, t h e s ol uti o n c o nt ai n e d 0. 1 M N a Cl ( a p pr o xi m at el y t h e s a m e 

s alt c o n c e ntr ati o n is c o nt ai n e d i n mil k). T h e i n c u b ati o n its elf w as c arri e d o ut at 9 4 ° C 

f or 1 h o ur. T h e s a m pl es o bt ai n e d w er e pr ef er a bl y a n al y z e d i m m e di at el y, if t his w as 

n ot p o ssi bl e, t h e y c o ul d b e st or e d at + 4 ° C f o r a m a xi m u m of 1 w e e k. St or a g e i n a 

fr o z e n st at e is p o ssi bl e, h o w e v er, i n t his c as e, t h e str u ct ur e of t h e a g gr e g at es i n t h e 

s a m pl e c h a n g e d u n d er t h e i nfl u e n c e of i c e cr yst als, w hi c h l e d t o t h e a c c el er ati o n of t h e 

pr e ci pit ati o n of pr ot ei n p arti cl es fr o m s us p e nsi o ns.  

G A P D H  d e n at ur ati o n a n d r e a cti v ati o n  
T h e m et h o d all o ws f or t h e g e ntl e d e n at ur ati o n of t h e e n z y m e a n d f urt h er ass ess m e nt  

r e a cti v ati o n d e gr e e (if it is p os si bl e f or t h e e n z y m e) b y its a cti vit y. Gl y c er al d e h y d e-3 -

p h os p h at e d e h y dr o g e n as e h as e asil y m e a s ur e d a cti vit y a n d is c a p a bl e of p arti al 

r e n at ur ati o n. 

F or d e n at ur ati o n, 1 2 0 μ M of t h e e n z y m e ( c al c ul at e d p er m o n o m er) w er e i n c u b at e d i n 

a s ol uti o n c o nt ai ni n g 4 M g u a ni di n e h y dr o c hl ori d e i n 1 0 m M K H 2 P O 4 , p H 7. 5, 1 m M 

E D T A, 2 m M m er c a pt o et h a n ol f or 1 5 mi n ut es u ntil c o m pl e t e i n a cti v ati o n of t h e 

e n z y m e ( e n z y m ati c a cti vit y w as m e as ur e d).  

R e a cti v ati o n of G A P D H  w as i niti at e d b y 2 0 0 -f ol d dil uti o n of t h e d e n at ur e d e n z y m e t o 

a fi n al c o n c e ntr ati o n of 0. 6 μ M p er m o n o m er ( n o w t h e c o n c e ntr ati o n of g u a ni di n e 

h y dr o c hl ori d e w as 0. 0 2 M). S p o nt a n e o u s r e a cti v ati o n of G A P D H  w as c arri e d o ut i n a 

b uff er of t h e f oll o wi n g c o m p o si ti o n: 1 0 m M K H2 P O 4 , p H 7. 5, 1 m M E D T A, 5 m M 
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m er c a pt o et h a n ol, 1. 5 m M N A D + . I n t h e c as e of c h a p er o ni n-d e p e n d e nt r e a cti v ati o n, t h e 

G A P D H mi xt ur e als o c o nt ai n e d 2 m M A T P, 2 m M M g 2 + , 0. 6 μ M Gr o E L ( 1 4 s/u ) a n d 

1. 2 μ M Gr o E S ( 7 s/ u ). I n t h e pr o c ess of r e a cti v ati o n, ali q u ots w er e t a k e n fr o m t h e 

r e a cti o n m e di u m t o d et er mi n e t h e e n z y m ati c a cti vit y of G A P D H a n d a pl ot of t h e 

d e p e n d e n c e of G A P D H  a cti vit y o n t h e i niti al (i n p er c e nt) o n t h e r e a cti v ati o n ti m e w as 

c o m pli e d . E n z y m e r e a cti v ati o n w as m o nit or e d f or 2 h o urs. 

A n a l yti c al m et h o ds 

Pr ot ei n c o n c e ntr ati o n m e as ur e m e nt b y U V -s p e ctr o m etr y  
T h e m et h o d is b as e d o n t h e a bs or pti o n of li g ht wit h a w a v el e n gt h of 2 8 0 n m b y t hr e e 

a mi n o a ci ds i n pr ot ei n s: tr y pt o p h a n, p h e n yl al a ni n e a n d t yr o si n e. D u e t o t h e diff er e nt 

c o nt e nt of t h es e a mi n o a ci d s i n pr ot ei ns, t h e v al u e of t h e m ol ar e xti n cti o n c o effi ci e nt 

f or diff er e nt pr ot ei ns is diff er e nt; i n a d diti o n, a bs or pti o n is aff e ct e d b y t h e l o c ali z ati o n 

of t h e s e a mi n o a ci d s i n t h e t erti ar y str u ct ur e of t h e pr ot ei n: tr y pt o p h a n, l o c at e d o n t h e 

s urf a c e of t h e pr ot ei n m ol e c ul e, pr o vi d es a m u c h str o n g er a b s or pti o n t h a n t h e s a m e 

r esi d u e i n t h e d e pt hs of t h e gl o b ul e. F or β-l a ct o gl o b uli n, α-l a ct al b u mi n a n d m ost c as ei n 

is of or ms, t h e a bs or pti o n c o effi ci e nt is 1 c o n v e nti o n al u nit of a bs or pti o n f or 1 m g/ ml, 

b ut 1 m g/ ml of β -c as ei n s ol uti o n h as a n a bs or pti o n c o effi ci e nt of 0. 5. T h e a bs or pti o n 

c o effi ci e nt of s h e e p pri o n pr ot ei n wit h a c o n c e ntr ati o n of 1 m g/ ml is m u c h hi g h er d u e 

t o t h e r el ati v el y l ar g e p er c e nt a g e of a bs or bi n g a mi n o a ci d s, i n cl u di n g i n t h e 

u n str u ct ur e d d o m ai n, a n d is 2. 7.  

T h e m e as ur e m e nts w er e c arri e d o ut o n a Hit a c hi U -2 9 0 0 i nstr u m e nt at 3 w a v el e n gt h s:  

2 6 0 n m (t o d et e ct t h e pr es e n c e of D N A a n d ot h er s u bst a n c es w h os e pr es e n c e c a n 

dist ort t h e m e as ur e m e nts of t h e o pti c al d e n sit y of t h e s ol uti o n c a us e d b y t h e pr ot ei n);  

2 8 0 n m (t o m e as ur e pr ot ei n c o n c e ntr ati o n);  
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3 2 0 n m ( to e v al u at e t h e c o ntri b uti o n of dis p ersi o n r es ulti n g fr o m, f or e x a m pl e, pr ot ei n 

pr e ci pit ati o n or t h e f or m ati o n of str u ct ur es st a bl e i n s ol uti o n. F or c as ei ns, t h e pr o bl e m 

is p artic ul arl y r el e v a nt b e c a us e of t h eir t e n d e n c y t o mi c elli z ati o n i n a q u e o u s s ol uti o ns).  

If a dis p ersi o n w as d et e ct e d, t h e pr ot ei n s ol uti o ns w er e dil ut e d or s m all a m o u nts of 

d et er g e n ts w er e a d d e d t o t h e m i n or d er t o d estr o y t h e mi c ell es. Ur e a is oft e n us e d as a 

d et er g e nt i n c o n c e ntr ati o ns u p t o 4 M.  

Pr ot ei n c o n c e ntr ati o n m e as ur e m e nt wit h bi ci n h o ni ni c a ci d  
T h e  m et h o d is b as e d o n t h e r e d u cti o n of t h e C u2 +  i o n t o C u1 + d uri n g t h e i nt er a ct i o n of 

C u(II) a n d s o m e a mi n o a ci d r esi d u es: c yst ei n e, t yr o si n e a n d tr y pt o p h a n, a n d t h e f urt h er 

f or m ati o n of a c o m pl e x of C u 1 +  a n d bi ci n c h o ni ni c a ci d. T his c o m pl e x h as a m a xi m u m 

a bs or pti o n at 5 6 2 n m, w hi c h all o ws t o m e as ur e its c o nt e nt i n t h e s a m pl e. T his m et h o d 

is us e d t o m e as ur e t h e pr ot ei n c o n c e ntr ati o n i n s ol uti o ns with a hi g h c o nt e nt of 

i m p uriti es t h at a bs or b at 2 8 0 n m a n d t h us i nt erf er e wit h t h e m e as ur e m e nt of t h e 

a bs or pti o n of pr ot ei ns.  

Pr o c e d ur es:  

1.  Dil ut e t h e pr ot ei n s ol uti o n t o a n esti m at e d c o n c e ntr a ti o n of 0. 2 5-1 m g/ ml;  

2.  Mi x t h e pr ot ei n s ol uti o n a n d ass a y r e a g e nt ( p ur c h as e d bi ci n c h o ni ni c a ci d + 

C u S O 4  pr e p ar ati o n s i n a 5 0: 1 r ati o) i n a 9 6 -w ell pl at e;  

3.  I n c u b at e t h e t a bl et f or h alf a n h o ur at 3 7 ° C 

4.  M e as ur e t h e a bs or pti o n of t h e s a m pl es i n t h e pl at e at 5 6 2 n m.  

D u e t o t h e d e p e n d e n c e of t h e fi n al a bs or pti o n o n t h e sli g ht est c h a n g es i n t h e pr o c ess 

of pr e p ari n g t h e r e a g e nt f or t h e e x p eri m e nt, it is n e c ess ar y e a c h ti m e t o b uil d a n e w 

c ali br ati o n c ur v e fr o m s a m pl es wit h b o vi n e s er u m al b u mi n of k n o w n c o n c e ntr ati o n.  
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Pr ot ei n c o n c e ntr ati o n m e as ur e m e nt b y Br a df or d  
T h e m et h o d is b as e d o n t h e r e a cti o n of C o o m assi e Brilli a nt Bl u e G -2 5 0 d y e wit h 

ar gi ni n e a n d h y dr o p h o bi c a mi n o a ci d r e si d u es. T h e s ol uti o n wit h t h e b o u n d f or m of 

t h e d y e h a s a bl u e c ol or wit h a n a bs or pti o n m a xim u m at 5 9 5 n m. T h e m et h o d all o ws 

t o a c c ur at el y d et er mi n e t h e c o n c e ntr ati o n of pr ot ei n i n t h e r a n g e fr o m 2 μ g/ ml t o 1 2 0 

μ g/ ml.  

I n o ur c as e, t h e Br a df or d m et h o d w as us e d b ei n g  a d a pt e d f or m e as ur e m e nt i n 9 6 -w ell 

pl at es. A pr ot ei n s ol uti o n i n 2 0 m M M E S p H 6. 7 w as dil ut e d wit h b uff er t o a 

c o n c e ntr ati o n of l ess t h a n 3 0 μ g/ ml, aft er w hi c h 1 5 0 μl of t h e r es ulti n g s ol uti o n w as 

a d d e d t o t h e w ell. F or a n a c c ur at e m e as ur e m e nt of pr ot ei n c o n c e ntr ati o n, it is 

r e c o m m e n d e d t o m a k e a c ali br ati o n o n t h e t a bl et fr o m pr ot ei n sol uti o ns of a pr e vi o usl y 

k n o w n c o n c e ntr ati o n, i n o ur c as e i n t h e r a n g e fr o m 2. 5 t o 5 0 0 μ g / ml. T h e n 7 5 μl of 

Br a df or d r e a g e nt w as a d d e d t o t h e m a n d i n c u b at e d at r o o m t e m p er at ur e f or 5 -1 0 

mi n ut es. C ol or e d  s a m pl es ar e n ot st or e d f or m or e t h a n 1 h o ur r e g ar dl ess of st or a g e 

t e m p er at ur e, si n c e a n i ns ol u bl e pr eci pit at e of t h e c ol or e d pr o d u ct of t h e pr ot ei n a n d 

r e a g e nt i nt er a cti o n b e gi ns t o f or m i n t h e m. 

P ol y a cr yl a mi di c g el -el e ctr o p h or esis  
El e ctr o p h or esis i n P A A G is o n e of t h e m o st c o m m o n m et h o ds f or a n al y zi n g t h e  pr ot ei n 

c o m p o siti o n of s ol uti o ns. I n t his m et h o d,  el e ctri cit y , w hi c h is  a p pli e d t o t h e b o u n d ari es 

of t h e g el , pr o vi d es f or t h e mi gr ati o n of pr ot ei ns t hr o u g h t h e g el. T h e s p e e d of pr ot ei n 

m ol e c ul es m o v e m e nt i n t h e g el d e p e n d s o n t h e l e n gt h of t h e pr ot ei n c h ai n a n d s o m e 

ot h er p ar a m et ers, f or e x a m pl e, t h e c h ar g e of t h e m ol e c ul e. T h e eff e ct of t h es e 

p ar a m et ers d e p e n d s o n t h e c o n diti o ns of el e ctr o p h or esis. I n a d diti o n, t h e s p e e d of 

m o v e m e nt of t h e pr ot ei n d e p e n d s o n t h e c o n c e ntr ati o n of a cr yl a mi d e a n d, as a 

c o n s e q u e n c e, t h e d e n sit y of t h e g el.  
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S D S -P A G E  

O bj e cti v e:  t o  fr a cti o n at e  pr ot ei ns  b y  m ol e c ul ar  w ei g ht;  

P ar a m et er s of t h e g el: A A = 1 5 %; S D S c o n c e ntr ati o n = 0. 1 %; g el t hi c k n ess 0. 7 5 m m.  

Ur e a -P A G E  

O bj e cti v e: t o fr a cti o n at e pr ot ei ns b y m ol e c ul ar w ei g ht a n d t ot al c h ar g e of t h e m ol e c ul e;  

P ar a m et er s of t h e g el: A A = 1 2. 5 %; ur e a c o n c e ntr ati o n = 6 M, g el t hi c k n ess 0. 7 5 m m.  

E l e ctri cit y: i n t h e c o n c e ntr ati n g g el I = 1 0 m A, i n t h e s e p ar ati n g I = 2 0 m A o n o n e g el. 

N at -P A G E  

O bj e cti v e: t o fr a cti o n at e pr ot ei ns a c c or di n g t o t h e si z e of t h e p arti cl es f or m e d b y t h e m 

wit h mi n i m al d a m a g e t o t h eir str u ct ur e; 

P ar a m et er s of t h e g el: A A = 1 0 %; n o a d diti o n al r e a g e nts, g el t hi c k n ess 0. 7 5 m m.  

E arl y gl y c ati o n pr o d u cts m e as ur e m e nt b y fr u ct os a mi n e r e a cti o n  
T o d et er mi n e A m a d ori pr o d u cts c o nt e nt ( Y a yl a y a n, H u y g h u es‐ D es p oi nt es, & 

F e at h er, 1 9 9 4)  1 0 0 μl of t h e t est e d s ol uti o n, c o nt ai ni n g 0. 2 –  2 m g/ ml of pr ot ei n, w as 

a d d e d t o 9 0 0  μl of a s ol uti o n c o nt ai ni n g 0. 2 5 m M nitr o bl u e t etr a z oli u m i n 1 0 0 m M 

s o di u m c ar b o n at e, p H 1 0. 8, a n d aft er 1 0 mi n of i n c u b ati o n at 5 0 ° C, a bs or pti o n of t h e 

s a m pl e at 5 3 0 n m  w as m e as ur e d.  

D et e cti o n of fl u or es c e n c e of a d v a n c e d gl y c ati o n e n d -pr o d u cts ( A G E)  
A d v a n c e d gl y c ati o n e n d -pr o d u cts ( A G E) w er e d et e ct e d usi n g its c h ar a ct eristi c 

fl u or es c e n c e ( R. Si n g h, B ar d e n, M ori, & B eili n, 2 0 0 1). Fl u or es c e n c e m e as ur e m e nt of 

pr ot ei n s ol uti o ns ( 0. 5 m g/ ml) i n 5 0 m M Tri s -H Cl b uff er, p H 7. 5, w as p erf or m e d i n 9 6 -

w ell pl at es a n d  fl u or es c e n c e w as e x cit e d at 3 3 5 n m a n d r e gist er e d at 4 1 0 n m 

( P er ki n El m er 2 0 3 0 M ultil a b el R e a d er Vi ct or X 5). 

D et er mi n ati o n of  fr e e a mi n o gr o u ps  usi n g o -p ht h al al d e h y d e  
Pr ot ei n s a m pl e ( 0. 1 m g/ ml) w as i n c u b at e d i n 5 0 m M s o di u m b or at e b uff er, p H 

9. 3, c o nt ai ni n g 0. 2 % N, N -di et h yl et h a n ol a m m o ni u m c hl ori d e ( D M M A C)  as r e d u ci n g 
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a g e nt, a n d 5 m M o -p ht al al d e h y d e d uri n g 1 0 mi n ut es ( S v e d a s, G al a e v, B oris o v, & 

B er e zi n, 1 9 8 0) . A bs or b a n c e w as m e as ur e d at 3 6 0 n m usi n g s p e ctr o p h ot o m et er Hit a c hi 

U 2 9 0 0.  

D y n a mi c Li g ht S c att eri n g ( D L S)  
D L S e x p eri m e nts ( M er k us, 2 0 0 9) w er e c arri e d o ut b y usi n g a Z et asi z er N a n o -

Z S a p p ar at us ( M al v er n I n str u m e nts, M al v er n, U. K.) e q ui p p e d wit h 1 7 3 ° o pti cs f or 

d et e cti o n of s c att er e d li g ht i nt e nsit y. Si z e distri b uti o n b y n u m b er w as us e d f or 

i nt er pr et ati o n of r es ults. B et a -c as ei n ( 5  m g/ ml) w as gl y c at e d i n 5 0 m M Tris -H Cl 

b uff er, p H 8. 0, c o nt ai ni n g 0. 0 1 % s o di u m a zi d e wit h 0. 2 M gl u c os e at 3 7 ° C d uri n g 4 8 

h o urs wit h f urt h er p urifi c ati o n usi n g r e v ers e p h as e c hr o m at o gr a p h y a n d di al ysi s i nt o 

5 0 m M M E S b uff er, p H 6. 7, c o nt ai ni n g 0, 1 M N a Cl. D L S m e a s ur e m e nts w er e c arri e d 

o ut at 2 5 ° C usi n g 0. 5 m g/ ml pr ot ei n i n t h e s a m e b uff er. E a c h r e p ort e d d at a p oi nt is a n 

a v er a g e of 7 r u ns, 1 5 s e a c h. D at a s ets o bt ai n e d w er e a n al y z e d usi n g t h e M al v er n D T S 

s oft w ar e. Distri b uti o n of p arti cl es b y n u m b er , v ol u m e a n d i nt e nsit y w er e r e p ort e d. 

Pr es e n c e of s ol u bl e p arti cl es wit h t h e h y dr o d y n a mi c di a m et er l ess t h a n 1 µ m w as 

m o nit or e d.  

T ur bi di m etri c a n al ysis  
Us u al t ur bi di m etri c d et e cti o n of o pti c al d e nsit y at 3 2 0 n m w as hi n d er e d b y t h e 

pr es e n c e of T h T i n t h e s a m pl es, s o w a v el e n gt h w as c h a n g e d t o 6 0 0 n m. A bs or b a n c e 

m e as ur e m e nt of pr ot ei n s ol uti o ns ( 0. 5 m g/ ml) i n 5 0 m M Tris -H Cl b uff er, p H 7. 5, w as 

p erf or m e d usi n g s p e ctr o p h ot o m et er Hit a c hi U -2 9 0 0.  

C ur c ul ar di c hr ois m m e as ur e m e nt  
T his m et h o d is b as e d o n t h e o pti c al a cti vit y of pr ot ei n m ol e c ul e ( Kell y, J ess, & 

Pri c e, 2 0 0 5) . T h e pr ot ei n s ol uti o n is c a p a bl e of a bs or bi n g p ol ari z e d li g ht i n diff er e nt 

dir e cti o n s t o v ar yi n g d e gr e es. It is e x pl ai n e d b y t h e pr es e n c e i n t h e pr ot ei n str u ct ur e of 

α -h eli c es, β -str u ct ur es, a n d dis or d er e d r e gi o ns of o pti c all y a cti v e m ol e c ul es t h at 
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i nt er a ct wit h li g ht p ol ari z e d i n diff er e nt w a ys. B y its elf, pl a n e-p ol ari z e d li g ht c a n b e 

di vi d e d i nt o 2 e q u al c o m p o n e nts of ri g ht - a n d l eft -h a n d e d li g ht. If pl a n e -p ol ari z e d li g ht 

is tr a ns mitt e d t hr ou g h s ol uti o ns c o nt ai ni n g o pti c all y a cti v e m ol e c ul es, t h es e t w o 

c o m p o n e nts will b e a bs or b e d diff er e ntl y d e p e n di n g o n t h e t y p e of str u ct ur es t h at 

m ol e c ul es f or m i n s ol uti o n. S o α -h eli x h a v e n e g ati v e a bs or pti o n p e a ks at 2 0 8 a n d 2 2 2 

n m a n d p o siti v e at 1 9 2 n m. β -f ol d e d str u ct ur es h a v e a n e g ati v e m a xi m u m at 2 1 5 n m 

a n d a p ositi v e at 1 9 8 n m.  

 

Fi g. 2 6. Cir c ul ar di c hr oi s m s p e ctr a of t y pi c al pr ot ei n str u ct ur e s:  

1 - α -h eli x; 2 - a nti p ar all el β -str a n ds; 3 - β -t ur ns; 4 - p ol y pr oli n e h eli x; 5 - di s or d er e d pr ot ei n c h ai ns.  

T h e r ati o b et w e e n  pr ot ei n a bs or pti o n of li g ht wit h  si n gl e w a v el e n gt h, b ut diff er e nt 

a n gl e of p ol ari z ati o n, is c all e d m ol ar elli pti cit y ( Θ). T h e r ati o of t his p ar a m et er at 2 1 8 

a n d 2 0 7 n m s h o ws t h e c h a n g e i n t h e n u m b er of β -str u ct ur es, f or e x a m pl e, a n d s a m pl es 

of t h e a g gr e g at e d pri o n ar e c o m p ar e d wit h it.  
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T h e m e as ur e m e nts w er e c arri e d o ut i n s a m pl es wit h a pr ot ei n c o n c e ntr ati o n of 4 0 t o 

8 0 μ M, m a d e o n t h e b asis of 1 0 0 m M N a -a c et at e p H 4. 0 a n d 2 0 m M M O P S b uff ers 

(D e vi c e A p pli e d P h ot o p h ysi cs C hir as c a n).  T h e s ol uti o ns w er e pl a c e d i n q u art z 

c u v ett es wit h a n o pti c al p at h l e n gt h of 0. 1 m m a n d cir c ul ar di c hr ois m w as m e as ur e d 

i n t h e r a n g e fr o m 1 9 6 t o 2 6 0 n m. 

T hi ofl a vi n T fl u o r es c e n c e  
T h e m et h o d is b as e d o n m e as uri n g t h e fl u or es c e n c e s p e ctr a of d y e t hi ofl a vi n T 

i n c o m bi n ati o n wit h a m yl oi d str u ct ur es ( Nils s o n, 2 0 0 4). I n its fre e f or m, t hi ofl a vi n T 

h as a fl u or es c e n c e p e a k of a b o ut 4 8 0 n m, w h e n li n k e d t o a m y l oi d a n d, pr es u m a bl y, 

mi c ell ar str u ct ur es, it s hifts b y 1 0 – 2 0 n m t o t h e l o n g -w a v el e n gt h r e gi o n, a n d t h e 

fl u or es c e n c e i nt e nsit y of t h e d y e gr e atl y i n cr e as es. 

 

Fi g. 2 7. T h e str u ct ur e of t h e d y e t hi ofl a vi n T.  

A - t h e fl at str u ct ur e of t h e d y e; B - t h e v ol u m e str u ct ur e of t h e d y e wit h a n i n di c ati o n of t h e b o n d al o n g t h e 

a xis of w hi c h r ot ati o n is p o ssi bl e ( Bi a n c al a n a & K oi d e, 2 0 1 0). 

A fr es hl y pr e p ar e d w at er s ol uti o n of T h T w as a d d e d t o 0. 1 m g/ ml b et a -c as ei n s a m pl e 

i n 2 0 m M Tris-H Cl b uff er,  p H 7. 5 at a m ol ar r ati o of 1 0 0: 1. T h T w as i n c u b at e d 

a v oi di n g li g ht at r o o m t e m p er at ur e f or 2 0 mi n wit h pr ot ei n s a m pl es b ef or e t h e 

m e as ur e m e nts. S p e ctr a of T h T fl u or es c e n c e at 4 9 0 -6 0 0 n m w er e a c q uir e d o n Hit a c hi 

F 4 5 0 0 s p e ctr ofl u ori m et er at 2 0º С  usi n g a n e x cit ati o n w a v el e n gt h of 4 4 5 n m.  

M e as ur e m e nt  of T h T fl u or es c e n c e i nt e nsit y at t h e m a xi m u m p oi nt is i nf or m ati v e t o o. 

T h e m e as ur e m e nts w er e c arri e d o ut i n 9 6 -w ell bl a c k pl at es f or fl u or es c e n c e ( D e vi c e  
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P er ki n El m er  2 0 3 0 M ultil a b el R e a d er Vi ct or X 5). 5 0 μl of a g gr e g at e d pr ot ei n s ol uti o n 

wit h a c o n c e ntr ati o n of 4 0 μ M w as a d d e d t o t h e w ell, t h e n a d y e s ol uti o n w as a d d e d t o 

t h e w ell t o a pr ot ei n c o n c e ntr ati o n of 2 0 μ M a n d t hi ofl a vi n 4 m M, t h e n t h e s a m pl e w as 

mi x e d b y pi p etti n g a n d i n c u b at e d f or 1 5 mi n at r o o m t e m p er at ur e. T h e w a v el e n gt h of 

t h e e x citi n g li g ht is T h T 4 3 5 n m ( a li g ht filt er at 4 3 0 n m w as us e d), t h e fl u or es c e n c e 

i nt e nsit y m a xi m u m w as 4 9 0 n m ( a li g ht filt er w as us e d at 4 8 5 n m). 

Fl u or es c e n c e mi cr os c o p y wit h t hi ofl a vi n T  
T h e fl u or es c e n c e mi c r o s c o p y is t h e m ost i nf or m ati v e w a y of pr ot ei n s a m pl es 

st ai n e d wit h t hi ofl a vi n T a n al ysi s . T his m et h o d is es p e ci all y us ef ul f or a n al y zi n g 

s a m pl es c o nt ai ni n g bi g c ol or e d p arti cl es, w hi c h  pr e v e nt s  fl u or es c e n c e i nt e nsit y 

m e as ur e m e nt b y  t h e cl assi c al w a y usi n g a fl u or o m et er. T h e m et h o d all o ws t o esti m at e 

t h e fl u or es c e n c e i nt e nsit y of a g gr e g at es b y  t h e e x p o s ur e ti m e r e q uir e d f or o bt ai ni n g 

cl e ar i m a g es of c o m p ar a bl e bri g ht n ess, as w ell as t h e  str u ct ur e a n d  n at ur e of 

a g gr e g at es, i. e. t h eir si z e a n d p a c ki n g d e nsit y  of m ol e c ul es.  

C o n diti o ns f or fl u or es c e n c e mi cr os c o p y: c  ( pr ot ei n) = 1. 5 m g / ml, c  ( T h T) = 2 m M i n 

Tris -H Cl b uff er 2 0 m M p H 7. 5. λ ( e x c) = 4 4 0 -4 8 0 n m, Δ λ (fl u o) > 4 9 0 n m. T h e pr ot ei n 

s ol uti o n i n a t ot al c o n c e ntr ati o n of 3 m g/ ml is mi x e d wit h a s ol uti o n of 4 m M t hi ofl a vi n 

T i n t h e s a m e b uff er as t h e pr ot ei n, i n a 1: 1 r ati o. Mi xi n g is p os si bl e i n e p p e n d orfs or  

dir e ctl y o n gl ass wit h mi xi n g b y a pl asti c ti p of a pi p ett e. T h e gl ass es 2 6 x 7 6 x 1 m m 

w er e us e d f or mi cr os c o p y, t h e si z e of c o v er gl ass es w er e 2 2 x 2 2 m m. Pr e p ar e d s a m pl es 

is i n c u b at e d f or ~ 2 0 mi n i n t h e d ar kn ess  at r o o m t e m p er at ur e. T h e pr e p ar ati o n s w er e 

st u di e d u n d er a mi cr os c o p e at a n e x cit ati o n w a v el e n gt h of 4 4 5 n m, a n d a li g ht filt er 

f or e mitti n g fl u or es c e n c e of 5 0 0 n m ( p ar a m et ers si mil ar t o fl u or es c e n c e mi cr os c o p y 

of pr e p ar ati o n s wit h t h e FI T C t a g). A L ei c a D M R D fl u or es c e n c e mi cr os c o p e wit h a 

Ni k o n D S -1 Q M c a m er a or a C arl Z eiss A xi o v ert 2 0 0 M c a m er a wit h a H a m a m ats u 

Or c a 2 G F 2 w as us e d.  
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C o n g o r e d tr e at m e nt  
A fr es hl y pr e p ar e d w at er s ol uti o n of C o n g o r e d ( Fri d, A nisi m o v, & P o p o vi c, 

2 0 0 7)  w as a d d e d t o pr ot ei n s o l uti o n ( 0. 1 m g/ ml) i n 2 0 m M Tris-H Cl b uff er, p H 7. 5 at 

a m ol ar r ati o of 1 0 0: 1. C o n g o r e d w as i n c u b at e d f or 1 5 mi n wit h pr ot ei n s a m pl es b ef or e 

t h e m e as ur e m e nts. S p e ctr a of C o n g o r e d a bs or pti o n w er e a c q uir e d at 4 9 0-5 2 0 n m usi n g 

s p e ctr o p h ot o m et er Hit a c hi U -2 9 0 0 (J a p a n) at 2 0 º С wit h a 1 0 -m m -p at h -l e n gt h c u v ett e. 

T h e b uff er s p e ctr u m w as us e d as a bl a n k a n d s u btr a ct e d fr o m all ot h er s p e ctr a.  

I m m u n ofl u or es c e n c e mi cr os c o p y 
Pr ot ei n s a m pl es w er e a p pli e d o nt o sli d es ( S h a k es, Mill er, & N o n et, 2 0 1 2)  wit h 

pr eli mi n aril y fi x e d nitr o c ell ul os e m e m br a n e a n d air -dri e d d uri n g 1 0 mi n, t h e n sli d es 

w er e w as h e d fi v e ti m es wit h 2 5 м М Tris -H Cl b uff er, р Н 7. 5, c o nt ai ni n g 0. 1 % T w e e n -

2 0 a n d 5 m or e ti m es wit h 2 5 м М Tris -H Cl b uff er, р Н 7. 5. N e xt, sli d es w er e bl o c k e d 

wit h 1 % B S A i n 2 5 м М Tris -H Cl b uff er, р Н 7. 5, c o nt ai ni n g 0. 1 % T w e e n -2 0 f or 4 0 

mi n ut es a n d w as h e d wit h t h e s a m e b uff er. T h e sli d es w er e i n c u b at e d wit h pri m ar y 

p ol y cl o n al r a b bit a nti b o di es a g ai nst b o vi n e b et a -c a s ei n ( 5 0 µ g/ ml) f or 1 h o ur. Aft er 

w as hi n g, s e c o n d ar y m o n o cl o n al g o at a nti -r a b bit a nti b o di es wit h Al e x a Fl u or 5 5 5, 

T h er m o Fis h er S ci e ntifi c) w er e a p pli e d f or 1 h o ur. R e pr es e nt ati v e i m a g es w er e t a k e n 

wit h a mi cr os c o p e C arl Z eiss A xi o v ert 2 0 0 M c o m bi n e d wit h a c a m er a H a m a m ats u 

Or c a 2 G F 2.  

Tr a ns missi o n el e ctr o n mi cr o s c o p y ( T E M)  
S a m pl es of b et a -c as ei n ( 5 m g/ ml) w er e gl y c at e d i n 5 0 m M Tri s -H Cl b uff er, p H 

8. 0, c o nt ai ni n g 0. 0 1 % s o di u m a zi d e wit h 2 0 0 m M gl u c os e at 3 7 ° C d uri n g 4 8 h o ur s. 

T h e pr e p ar e d s a m pl es w er e a ds or b e d o n t h e F or m v ar fil m a p pli e d t o t h e c o p p er m es h 

( 2 0 0 m es h) a n d st a i n e d wit h ur a n yl a c et at e f or t h e n e g ati v e c o ntr ast of t h e str u ct ur es 

( A n d ers o n & W e b b, 2 0 1 1). Aft er air dr yi n g a n d c ar b o n s pr a yi n g, t h e s a m pl es w er e 

i n v esti g at e d usi n g a n J e ol J E M-1 4 0 0 tr a ns missi o n el e ctr o n mi cr o s c o p e (J e ol, J a p a n) at 

a n a c c el er ati n g v olt a g e of 1 0 0 k V.  
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M e as ur e m e nt of gl y c er al d e h y d e -3 -p h os p h at e d e h y dr o g e n as e e nz y m ati c 
a cti vit y  

E n z y m e a cti vit y w as m e as ur e d b y t h e d y n a mi cs of N A D H a c c u m ul ati o n d uri n g 

t h e d e h y dr o g e n as e r e a cti o n c at al y z e d b y G A P D H.  

 
Fi g. 2 8. T h e m e c h a ni s m of r e a cti o n c at al y z e d b y G A F D ( Str y er, 1 9 9 9). 

T h e m e as ur e m e nts w er e c arri e d o ut o n a S hi m a d z u U V -1 6 0 1 s p e ctr o p h ot o m et er 

( m ol ar e xti n cti o n c o effi ci e nt N A D H ε ( 3 4 0) = 6. 2 2 * 1 0 3 M -1 * c m -1). T h e s a m pl e 

( v ol u m e 1 ml) c o nt ai n e d 5 0 m M gl y ci n e, 2 m M E D T A, 1 0 0 m M K H 2 P O 4 , p H 8. 9, 1 

m M 3 -P G A , 1 m M N A D+ , a n d 1 µ g G A P D H  fr o m r a b bit m us cl es, t h e a cti vit y of w hi c h 

w as t o b e ass ess e d. T h e r e a cti o n w as i niti at e d b y t h e  a d diti o n of 3 -P G A . T h e gr o wt h 

of a bs or pti o n w as r e c or d e d wit hi n 1 mi n ut e. T o c al c ul at e t h e s p e cifi c a cti vit y, a li n e ar 

ar e a  of t h e a bs or pti o n c ur v e w as us e d, w hi c h w as o b s er v e d d uri n g t h e fir st 1 5 s e c o n d s 

of t h e r e a cti o n. T h e a m o u nt of e n z y m e t h at c at al y z es t h e c o n v ersi o n of 1 µ m ol N A D 

+ t o N A D H p er mi n ut e  w as t a k e n as u nit of a cti vit y. T h e t ot al a cti vit y w as o bt ai n e d 

b y m ulti pl yi n g t h e e n z y m ati c a cti vit y b y 1 ml of s ol uti o n b y t h e t ot al v ol u m e of t h e 

s a m pl e.  
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R es ults of e x p e ri m e nts  

P a rt  1. C o a g g r e g ati o n of p ri o n p r ot ei n a n d f o o d p r ot ei ns  

A g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n i n t h e pr es e n c e of l o w -m ol e c ul ar p ot e nti al 
i n hi bit ors of a m yl oi d c o n v ersi o n 
At t h e fir st st a g e of t h e r es e ar c h, s h e e p pri o n pr ot ei n w as p ut i n t h e f or efr o nt as a 

pr ot ei n e asil y pr o v o k e d o n  a m y l oi d c o n v ersi o n a n d a g gr e g ati o n. T h e eff e ct of l o w 

m ol e c ul ar w ei g ht li g a n ds o n its a g gr e g ati o n w as e v al u at e d wit h o ut a n y m o difi c ati o n s. 

T h e g o al w as t o d et er mi n e t h e m ost eff e cti v e a nti -a m y l oli d li g a n ds fr o m 4 t est e d 

c o m p o u n ds. C ur c u mi n, a w ell -k n o w n p ri o n pr ot ei n li g a n d c a p a bl e of i n hi biti n g 

a m yl oi d a g gr e g ati o n, is c o nsi d er e d t o b e k n o w n a nti a m yl oi d li g a n d ( M aiti & D u n b ar, 

2 0 1 8) . A n alt er n ati v e li g a n d wit h a pr es u m a bl y hi g h a bilit y t o i n hi bit a m yl oi di z ati o n 

i n o ur st u d y w as 3, 4 -di m et h o x y ci n a mi c a ci d. I n a d diti o n, t w o n e w p ot e nti al i n hi bit ors 

of a m yl oi di z ati o n w er e  i n cl u d e d t o t h e list: p e nt a mi di n e is et hi o n at e, us e d as a n 

a nti bi oti c ( W est er n, P er er a, & S c h ult z, 1 9 8 5) a n d a n a nti -c a n c er a g e nt ( Z er bi ni et al., 

2 0 1 4) , a n d r es v er atr ol, f or w hi c h c ar di o pr ot e cti v e ( M e n g, Li u, & D u, 2 0 1 4), a nd als o 

a nti -o n c ol o gi c al ( C art er, D’ Or a zi o, & P e ars o n, 2 0 1 4) e ff e cts w er e  pr e vi o usl y s h o w n.  

T h e d at a fr o m t his s e cti o n w er e us e d i n p u blis h e d  arti cl es  (Tis hi n a , S . A ., Str o yl o v , V . S ., 
Z a n y at ki n , I. A . et  al ., 2 0 1 7;   Z a n y at ki n , I., Str o yl o v a , Y ., Tis hi n a , S , 2 0 1 7). 

T o o bt ai n t h e m ost o b vi o u s  r es ults, w e  d e ci d e d t o a c c el er at e t h e a m yl oi di z ati o n of Pr P  

a n d a p pl y t h e pr ot o c ol pr e vi o usl y us e d f or t h e a m yl oi d c o n v ersi o n of β -l a ct o gl o b uli n 

( R a y n es et al., 2 0 1 7), i n w hi c h t h e pri o n pr ot ei n als o f or ms i nt er m e di at e oli g o m ers a n d 

g o es t hr o u g h a m yl oi d c o n v ersi o n m or e a cti v el y:  

T h e pr ot ei n c o n c e ntr ati o n is 3 m g/ ml.  

I n c u b ati o n c o n diti o ns: M E S 2 5 m M p H 6. 7 wit h 0. 1 M N a Cl. I n c u b ati o n w as c arri e d 

o ut f or 1 h at 9 4 ° C.  

I niti all y, t h e li g a n ds w er e s u p p os e d t o b e i ntr o d u c e d i nt o t h e s ol uti o n i n a 5-f ol d e x c ess 

r el ati v e t o t h e pr ot ei n c o n c e ntr ati o n, b ut d u e t o t h e l o w s ol u bilit y of c ur c u mi n, t his i d e a 
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w as a b a n d o n e d a n d i n all c as es t h e li g a n d  e x c ess  a g ai nst t h e pr ot ei n c o n c e ntr ati o n w as 

o nl y 3 -f ol d. 

T h e a n al ysi s  of t h e s a m pl es st art e d fr o m fl u ori m etr y wit h t hi ofla vi n T c ol or.  

А ) Б )  

Fi g. 2 9. Fl u ori m etri c a n al y si s of pri o n pr ot ei n a g gr e g ati o n i n t h e pr e s e n c e of l o w m ol e c ul ar w ei g ht 

li g a n d s. T hi ofl a vi n T c ol orati o n . 

A - ki n eti cs of fl u or es c e n c e  i nt e nsit y; B - fl u or es c e n c e i nt e n sit y at p e a k b ef or e a n d aft er t h er m o a ggr e g ati o n. 

T h e r ati o of pr ot ei n: li g a n d = 1: 3, I n c u b ati o n f or 1 h at 9 4 o C.  

As e x p e ct e d, i n t h e pr es e n c e of c ur c u mi n a n d 3, 4 -D M C A t h e fl u or es c e n c e i nt e nsit y of 

t h e a m yl oi d-s e nsiti v e d y e d e cr e as e d si g n ifi c a ntl y, p e nt a mi di n e di d n ot s h o w a d e cr e a s e 

i n t h e flu or es c e n c e i nt e nsit y of t hi ofl a vi n T, a n d r es v er atr ol s h o w e d r at h er 

c o ntr o v ersi al r es ult s: o n t h e o n e h a n d, t h e d y e fl u or es c e n c e d uri n g t h er m al i n c u b ati o n 

i n cr e as e d str o n g er t h a n wit h c ur c u mi n or 3, 4-D M C A , o n t h e ot h er - n ot s o m u c h as i n 

t h e c o ntr ol s a m ple of t h e pr ot ei n or i n t h e pr es e n c e of p e nt a mi di n e.  

N e xt, t h e s a m pl es w er e a n al y z e d u n d er a fl u or es c e nt mi cr os c o p e.  

C o n diti o ns f or fl u or es c e n c e mi cr os c o p y: s ( pr ot ei n) = 1. 5 m g/ ml, s ( T h T) = 2 m M i n 

T ris-H Cl b uff er 2 0 m M p H 7. 5. λ ( e x c) = 4 4 0 -4 8 0 n m, Δ λ (f l u o) > 4 9 0 n m. 
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А )    B )   C )   

D )   E )   

Fi g. 3 0. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of pri o n pr ot ei n t h er m o a g gr e g ati o n wit h l o w m ol e c ul ar w ei g ht li g a n d s.  

A - t h e is ol at e d pri o n pr ot ei n; B - pr ot ei n wit h c ur c u mi n; C  - pr ot ei n wit h 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d; D  - 

p r ot ei n wit h p e nt a mi di n e i s et hi o n at e; E  - pr ot ei n wit h r es v er atr ol. E x p o s ur e at 1 6 ms. I n c u b ati o n 1 h at 

9 4 o C. S c al e b ar 5 0 mi cr o n s.  

C ur c u mi n pr es e n c e  l e d t o a str o n g d e cr e as e of  fl u or es c e n c e i nt e nsit y a n d d e cr e as e i n 

t h e si z e of t h e pri o n pr ot ei n a g gr e g at es. 3, 4 -D M C A  m a d e t h e a g gr e g at es m u c h l ess 

d e ns e, b ut t h e fl u or es c e n c e of t h e d y e w as l ess aff e ct e d. P e nt a mi di n e al m ost  di d n’t 

d e m o n str at e si g nifi c a nt  eff e ct, a n d t h e pr es e n c e of r es v er atr ol m a d e t h e a g gr e g at es l ess 

d e ns e, b ut u n e x p e ct e dl y t h eir fl u or es c e n c e i nt e nsit y i n cr e as e d.  

T h e a bilit y of t h e m o st pr o misi n g li g a n d of 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d t o bi n d t o t h e 

pri o n pr ot ei n w as f urt h er st u di e d usi n g t h e m et h o d s of cir c ul ar di c hr ois m a n d d y n a mi c 

li g ht s c att eri n g. 

a) b)  

Fi g. 3 1 . A –  h y dr o d y n a mi c di a m et er s of p arti cl e s aft er Pr P oli g o m eri z ati o n i n t h e pr e s e n c e of 3, 4 -D M C A ; B 
- Сir c ul ar di c hr oi s m s p e ctr a of n ati v e Pr P a n d pri o n i n  oli g o m eri c f or m i n t h e pr e s e n c e of 3, 4-D M C A.  T h e 
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p o p ul ati o ns of p arti cl es fr o m e a c h e x p eri m e nt ar e s h o w n o n t h e s a m e pl ot. N ati v e 2 0 -μ M Pr P i n 2 0 m M 
M O P S b uff er, p H 7. 5, is s h o w n b y li g ht gr a y s oli d li n e; 2 0 -μ M Pr P oli g o m ers f or m e d b y i n c u b ati n g at 6 0 ° C 
f or 1 h i n 2 0 m M M O PS b uff er, p H 7. 5, ar e s h o w n b y bl a c k s oli d li n e; 2 0 -μ M Pr P oli g o m ers, f or m e d i n t h e 
pr es e n c e of 5 0 -μ M 3, 4 -D M C A, ar e s h o w n b y gr a y d as h e d li n e; 2 0 -μ M Pr P oli g o m ers, f or m e d i n t h e pr es e n c e 
of 1 0 0 -μ M 3, 4 -D M C A, ar e s h o w n b y gr a y s oli d li n e; 2 0 -μ M Pr P oli g o m ers , f or m e d i n t h e pr es e n c e of 1 0 0-μ  
M c ur c u mi n, ar e s h o w n b y gr a y d ott e d li n e.  

C ir c ul ar di c hr ois m s p e ctr a of Pr P s u bj e ct e d t o t h er m o a g gr e g ati o n wit h 3, 4-D M C A  w as 

s h o w n t o b e c o m e m u c h cl os er t o t h e C D s p e ctr u m of t h e n ati v e pr ot ei n, t h a n Pr P 

t h er m o a g gr e g at e d wit h o ut li g a n d s. Pr ot ei n p arti cl es i n t h e pr es e n c e of 3, 4 -D M C A , 

a c c or di n g t o D L S, als o t ur n e d o ut t o b e s m all er t h a n oli g o m er s, c orr es p o n di n g, r at h er, 

t o pr ot ei n  di m ers ( h y dr o d y n a mi c di a m et er is ~ 2 ti m es l ar g er t h a n t h e si z e of 

m o n o m ers).  

C o u pl e d wit h t h e  r es ults of d et er mi ni n g t h e p ar a m et ers of bi n di n g t h e pr ot ei n t o t h e 

li g a n d a n d c o m p ari n g t h e s ol u bilit y of li g a n ds i n a q u e o u s s yst e ms, it c a n b e ar g u e d 

t h at 3, 4-D M C A  is t h e li g a n d, th e m ost eff e cti v e of t h e st u di e d c o m p o u n ds t h at s u p pr ess 

a m yl oi di z ati o n o f t h e pri o n pr ot ei n. 

A n al ysis of t h e c yt ot o xi cit y of 3, 4 -D M C A  o n t h e S H -S Y 5 Y n e ur o bl ast o m a c ult ur e 

s h o w e d t h at t h e s ur vi v al of c ells i n t h e pr es e n c e of o nl y li g a n d i n s m all c o n c e ntr at i o ns 

e v e n i n cr e as e d. T h e li g a n d als o h a d a p o siti v e eff e ct o n t h e s ur vi v a l of t h e c ult ur e i n 

t h e pr es e n c e of pri o n oli g o m ers - t h e n u m b er of s ur vi ve d  c ells i n t h e pr es e n c e of 3, 4 -

DI C A i n cr e as e d b y 1 5 – 2 0 % c o m p ar e d wit h t h e s a m pl e wit h Pr P S c  oli g o m ers a n d 

wi t h o ut li g a n d. 

C o -a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d s o m e f o o d pr ot ei ns i n t h e pr es e n c e of 
l o w-m ol e c ul ar p ot e nti al i n hi bit ors of a m yl oi d c o n v ersi o n  
I n t h e n e xt e x p eri m e nt, j oi nt i n c u b ati o n of Pr P a n d f o o d ( m ai nl y mil k ) pr ot ei ns wit h 

li g a n ds w as c arri e d o ut. Th e c o n c e ntr ati o n of t h e li g a n d w as d et er mi n e d b y t h e 

c o n c e nt r ati o n of pri o n pr ot ei n a n d w as 3-f ol d e x c ess r el ati v e t o Pr P. 

T a bl e  2. C o n c e ntr ati o ns of pr ot ei n s a n d li g a n d s  i n s a m pl e s i nt e n d e d f or t h e j oi nt i n c u b ati o n of pri o n pr ot ei n, β -

l a ct o gl o b uli n, b o vi n e s er u m al b u mi n, к - a n d β -c as ei n s.  
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S a m pl e n a m e  Pr ot ei n c o m p ositi o n  Li g a n d c o n c e ntr ati o n (if it w as 
pr es e nt e d)  

Pr P is ol at e d Pr P  1 3 0 u M  6 5 0 u M  
Pr P + B L G  Pr P  6 5 u M  + ß -l a ct o gl o b uli n 8 3 u M  3 2 5 u M  
Pr P + β -c as ei n  Pr P 6 5 u M  + β -c as ei n  6 0 u M  3 2 5 u M  
Pr P + к -c as ei n  Pr P 6 5 u M  + κ -c as ei n  5 7 u M  3 2 5 u M  
Pr P + B S A  Pr P 6 5 u M  +  al b u mi n  2 1 u M  3 2 5 u M  

 

C o n diti o ns:  
• I n c u b ati o n ti m e: 1 h. 
• T e m p er at ur e: 9 4 o C.  
• B uff er: 2 5 m M N a-p h os p h at e p H 6. 7 wit h 0. 1 M N a Cl.  
 

A n al ysis of t h e s a m pl es w as st art e d  fr o m fl u or es c en c e s p e ctr o s c o p y. T h e fl u or es c e n c e 

i nt e nsit y w as m e as ur e d f or a n h o ur at s e v er al p oi nts.  

A)   B)   

C)   D)   
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E)   F)   
Fi g. 3 2. Fl u ori m etri c a n al y si s of c o a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n, β -l a ct o gl o b uli n, β- a n d k a p p a -c a s ei n s, a s 
w ell a s b o vi n e s er u m al b u mi n . T hi ofl a vi n T c ol orati o n . 
A - a g gr e g ati o n wit h o ut li g a n ds; B - a g gr e g ati o n i n t h e pr es e n c e of c ur c u mi n; C  - a g gr e g ati o n i n t h e 
pr es e n c e of 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d; D  - a g gr e g ati o n i n t h e pr es e n c e of p e nt a mi di n e i s et hi o n at e; E  - 
a g gr e g ati o n i n t h e pr es e n c e of r es v er atr ol, F  - m a xi m a of fl u or es c e n c e i nt e nsit y at 5 0 0 n m i n t h e c o ntr ol 
s a m pl es . 
A c c e pt e d c o ntr ol m e as ur e m e nts ( F , fr o m l eft t o ri g ht): t hi ofl a vi n T, n o n-a g gr e g at e d Pr P, n o n -a g gr e g at e d 
b o vi n e s er u m al b u mi n, i n c u b at e d wit h β -l act o gl o b uli n at 9 4 ° C, t h er m o -i n c u b at e d at 9 4 ° C, k a p p a-c a s ei n, 
t h er m o-i n c u b at e d at 9 4 ° C, β-c as ei n. I n t h e gr a p hs: t h e bl a c k li n e i s t h e ki n eti c s of t hi ofl a vi n T fl u or es c e n c e 
i n s a m pl es of t h er m all y i n c u b at e d pri o n pr ot ei n ( c ( Pr P) = 3 m g/ ml). T h e r e d li n e is t h e ki n eti c s of t hi ofl a vi n T 
fl u or es c e n c e i n s a m pl es of t h er m o-i n c u b at e d pri o n pr ot ei n a n d β-l a ct o gl o b uli n ( c ( Pr P) = 1. 5 m g/ ml, c ( B L G) 
= 1. 5 m g/ ml). T h e li g ht gr e e n li n e is t h e ki n eti cs of t hi ofl a vi n T fl u or es c e n c e i n s a m pl es of t h er m o -i n c u b at e d 
p ri o n pr ot ei n a n d β-c as ei n ( c ( Pr P) = 1. 5 m g/ ml, c ( k -c as) = 1. 5 m g/ ml). T h e bl u e li n e is t h e ki n eti c s of 
t hi ofl a vi n T fl u or es c e n c e i n s a m pl es of t h er m o -i n c u b at e d pri o n pr ot ei n a n d k a p p a-c a s ei n ( c ( Pr P) = 1. 5 
m g/ ml, c ( k -c as) = 1. 5 m g/ ml). T h e pi n k li n e  i s t h e ki n eti c s of t hi ofl a vi n T fl u or es c e n c e i n s a m pl es of t h er m o-
i n c u b at e d pri o n pr ot ei n a n d b o vi n e s er u m al b u mi n ( c ( Pr P) = 1. 5 m g/ ml, c ( B SA) = 1. 5 m g/ ml). I n c u b ati o n 1 
h at 9 4 o C.  

As a r es ult, a c c or di n g t o t h e fl u ori m etri c a n al ysi s of t h e eff e ct of li g a n ds o n t h es e 

pr ot ei ns pr ot ei n i nt er a cti o ns, t h e f oll o wi n g o bs er v ati o ns w er e m a d e:  

 

➢  C ur c u mi n - fl u or es c e n c e of s a m pl es of all pr ot ei ns c o m bi n ati o ns is si g nifi c a ntl y 

r e d u c e d, alt h o u g h it sli g htl y i n cr e as es s o o n aft er t h e st art of t h er m al i n c u b ati o n.  

➢  3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d i s c a p a bl e of s u p pr essi n g t h e fl u or es c e n c e of t h e 

d y e i n pr e p ar ati o n s, b ut, u nli k e c ur c u mi n, n ot i n all c o m bi n ati o ns of pr o t ei ns. 

U n e x p e ct e dl y bri g ht fl u or es c e n c e of t hi ofl a vi n T w as d et e ct e d i n a s a m pl e 

c o nt ai ni n g pri o n pr ot ei n, D M C A  a n d k a p p a -c as ei n.  

➢  P e nt a mi di n e is et hi o n at e - fl u or es c e n c e h as b e c o m e e v e n bri g ht er t h a n wit h o ut 

li g a n d. T h e mi xt ur e of pri o n pr ot ei n a n d β-c as ei n  is pr a cti c all y u n c h a n g e d. 
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➢  R es v er atr ol - fl u or es c e n c e i nt e n sit y w as a p pr o xi m at el y e q u al i n all s a m pl es , b ut 

at  t h e l e v el of a g gr e g at e d pri o n pr ot ei n. 

B e c a us e  of t h e a cti v e pr e ci pit ati o n i n t h e s a m pl es, it w as d e ci d e d t o e x a mi n e t h e 

s a m pl es wit h a fl u or es c e n c e mi cr os c o p e.  

A )   B )   C )  

D )   E )   

Fi g. 3 3. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of c o -a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d β -l a ct o gl o b uli n wit h l o w 

m ol e c ul ar w ei g ht li g a n d s. T hi ofl a vi n T c ol ori ati o n . 

A is a pri o n pr ot ei n a n d β -l a ct o gl o b uli n; B - pr ot ei n s wit h c u r c u mi n; C  - pr ot ei n s wit h 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c 

a ci d; D  - pr ot ei ns wit h p e nt a mi di n e i s et hi o n at e; E  - pr ot ei n s wit h r es v er atr ol. E x p os ur e at 1 6 ms. S c al e 

l e n gt h 5 0 mi cr o ns. 

As a r es ult of t h er m o a g gr e g ati o n, pri o n pr ot ei n a n d β -l a ct o gl o b uli n t h e ms el v es f or m 

r at h er l o os e a g gr e g at es c o nsisti n g of m a n y e nt a n gl e d fil a m e nts. I n t h e pr es e n c e of 

c ur c u mi n, t h e a g gr e g at es b e c a m e u n e x p e ct e dl y m or e d e ns e, wit h t h e D M C A  t h e 

a g gr e g at es d e c r e as e d i n si z e, b ut s e e m e d t o b e c o m e  c o m p a ct e d. P e nt a mi di n e l e d t o a 

sli g ht i n cr e as e  i n t h e si z e of t h e a g gr e g at es, wit h o ut c h a n gi n g t h eir str u ct ur e; wit h 

r es v er atr ol t h e a g gr e g at es b e c a m e u n e x p e ct e dl y d e ns e a n d wit h q uit e bri g ht 

fl u or es c e n c e of t h e b o u n d d y e.  

А )   B )   C )  
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D )   E )  

Fi g. 3 4. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of c o -a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d β -c a s ei n wit h l o w m ol e c ul ar 
w ei g ht li g a n d s. T hi ofl a vi n T c ol or ati o n.  
A - pri o n pr ot ei n a n d β -c as ei n ( 2 0 0 ms e x p os ur e); B - pr ot ei n s wit h c ur c u mi n ( 6 0 0 ms e x p o s ur e); С  - pr ot ei n s 
wit h 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d; D —  pr ot ei ns wit h p e nt a m i di n e is et hi o n at e ( 6 0 0 ms e x p o s ur e); E  - 
pr ot ei n s wit h r es v er atr ol ( 2 4 ms e x p o s ur e). S c al e  b ar 5 0 mi cr o ns.  

E v e n aft er t h er m al i n c u b ati o n, t h e n u m b er of pri o n pr ot ei n a g gr e g at es i n t h e pr es e n c e 

of β -c as ei n r e m ai n e d s m all, a n d t h e a g gr e g at es t h e ms el v es w er e s m all. I n t h e pr es e n c e 

of c ur c u mi n, t h e fl u or es c e n c e of t h e a g gr e g at es b e c a m e e v e n l o w er, b ut t h eir si z e a n d 

d e nsit y i n cr e as e d si g nifi c a ntl y. T h e c o m bi n e d a cti o n of D M C A  a n d β -c as ei n al m ost 

c o m pl et el y s u p pr ess e d b ot h t h e f or m ati o n of a g gr e g at es a n d t h e fl u or es c e n c e of 

a m yl oi d -s e nsiti v e t hi ofl a vi n T i n t h e s a m pl e. I n t h e pr es e n c e of p e nt a mi di n e 

is et hi o n at e, t h e a g gr e g at es of t h e pri o n pr ot ei n a n d β-c as ei n ar e si mil ar t o t h os e 

o bt ai n e d i n t h e pr es e n c e of c ur c u mi n, b ut t h e y ar e s m all er, alt h o u g h t h e y h a v e sli g htl y 

bri g ht er fl u or es c e n c e. R es v er atr ol u n e x p e ct e dl y l e d t o a v er y bri g ht fl u or es c e n c e of 

t h e a g gr e g at es, n e g ati n g t h e a nti-a m yl oi d eff e ct of β -c as ei n.  

А )   B )   C )  

D )   E )  

Fi g. 3 5. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of c o -a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d k a p p a -c a s ei n wit h l o w m ol e c ul ar 
w ei g ht li g a n d s. T hi ofl a vi n T c ol or ati o n.  
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A - pri o n pr ot ei n a n d k a p p a -c as ei n ( 1 1 ms); B - pr ot ei ns wit h c ur c u mi n ( 3 3 ms); C  - pr ot ei n s wit h 3, 4 -
di m et h o x y ci n n a mi c a ci d ( 3 3 ms); D  - pr ot ei n s wit h p e nt a mi di n e is et hi o n at e ( 1 0 3 ms); E  - pr ot ei ns wit h 
r es v er atr ol ( 1 1 ms). S c al e b ar 5 0 mi cr o n s. 
A g gr e g at es of t h er m all y i n c u b at e d pri o n pr ot ei n a n d k a p p a -c as ei n s h o w e d v er y bri g ht 

fl u or es c e n c e a n d r at h er hi g h d e nsit y. T h e pr es e n c e of c ur c u mi n di d n ot l e a d t o 

si g nifi c a nt dis ass e m bl y of t h es e a g gr e g at es, b ut t h e fl u or es c e n c e i nt e nsit y b e c a m e 

si g nifi c a ntl y l o w er. 3, 4 -D M C A  l e d t o a si g nifi c a nt d e cr e as e i n t h e a g gr e g at es si z e a n d 

a d e cr e as e i n  T h T  fl u or es c e n c e, sli g htl y l ess si g nifi c a nt t h a n c ur c u mi n. I n t h e pr es e n c e 

of p e nt a mi di n e is et hi o n at e, t h e a g gr e g at es b e c a m e s m all, b ut d e ns e, a n d t h e d y e i n 

t h e m fl u or es c e ntl y di m. Fi n all y, i n t h e pr es e n c e of r es v er atr ol, a g gr e g at es b e c a m e 

l o os er, b ut t h e d y e fl u or es c e n c e d e cr e as e d sli g htl y. 

A )   B )   C )  

D )  E )  

Fi g. 3 6. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of c o -a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d b o vi n e s er u m al b u mi n wit h l o w 
m ol e c ul ar w ei g ht li g a n d s. T hi ofl a vi n T c ol or ati o n . 
A - pri o n pr ot ei n a n d b o vi n e s er u m al b u mi n ( e xtr a ct 4 ms); B - pr ot ei n s wit h c ur c u mi n ( 1 6 m s); C  - pr ot ei n s 
wit h 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d ( 2 0  ms); D  - pr ot ei ns wit h p e nt a mi di n e is et hi o n at e ( 4 ms); E  - pr ot ei n s 
wit h r es v er atr ol ( 4 m s). S c al e b ar 5 0 mi cr o ns.  

T h er m al i n c u b ati o n of pri o n pr ot ei n a n d b o vi n e s er u m al b u mi n l e d t o t h e f or m ati o n of 

a h u g e c o n gl o m er at e (c o m p ar e d wit h t h e  ot h er o n es) wit h  v er y bri g ht fl u or es c e n c e. 

T his is p arti c ul arl y n ot e w ort h y i n t h e li g ht of t h e f a ct t h at i n di vi d u al pr ot ei ns di d n ot 

a g gr e g at e s o r a pi dl y. All l o w m ol e c ul ar w ei g ht li g a n ds us e d l e d t o l o os e ni n g, a 

d e cr e as e i n t h e si z e of t h e a g gr e g at es a n d fl u or es c e n c e i nt e nsit y of t h e d y e ass o ci at e d 

wit h t h e m.  
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S u m m ari zi n g t h e r es ults of fl u or es c e nt mi cr os c o p y, t h e f oll o wi n g c o n cl usi o ns c a n b e 

m a d e a b o ut t h e eff e ct of t h e t est e d li g a n ds:  

 

➢  C ur c u mi n - t h e fl u or es c e n c e i nt e nsit y h as d e cr e as e d si g nifi c antl y.  

➢  3, 4 -di m et h o x y ci n n a m i c a ci d - a d e cr e as e i n t h e i nt e nsit y of fl u or es c e n c e, b ut n ot 

as p o w erf ul as i n t h e c as e of c ur c u mi n. I nst e a d, a s o m e w h at hi g h er a g gr e g ati o n 

s u p pr essi o n eff e ct.  

➢  P e nt a mi di n e is et hi o n at e - t h e fl u or es c e n c e d e cr e as e d sli g htl y, b ut t he a g gr e g at es 

b e c a m e d e ns e r. 

➢  R es v er atr ol - t h e f or m e d a g gr e g at es b e c a m e pr a cti c all y i d e nti c al i n str u ct ur e, 

m or p h ol o g y a n d fl u or es c e n c e i nt e nsit y f or all st u di e d pr ot ei n c o m bi n ati o ns.  

T h e n, all s a m pl es w er e a n al y z e d f or t h e si z e a n d st a bilit y of t h e a g gr e g a t es b y t h e 

m et h o d s of n at i v e a n d d e n at urat i n g el e ctr o p h or esis. 

I)    

II)   
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III)    

I V)    

Fi g. 3 7. A n al y si s of c o a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n, β -l a ct o gl o b uli n, β- a n d k a p p a -c a s ei n s, a s w ell a s b o vi n e 
s er u m al b u mi n b y S D S -el e ctr o p h or e si s:  
I - a g gr e g ati o n wit h c ur c u mi n (s ( Pr P): c ( c ur) = 1: 5), II - a g gr e g ati o n wit h 3, 4 -D M C C (s ( Pr P): c ( D M C A) = 1: 3), 
III - a g gr e g ati o n wit h p e nt a mi di n e is et hi o n at e ( c ( Pr P): c ( p e n) = 1: 3), I V - a g gr e g ati o n wit h r es v er atr ol ( c 
( Pr P): c (r es) = 1: 3). 
A is a n is ol at e d pri o n pr ot ei n, B is a pri o n pr ot ei n a n d β -l a ct o gl o b uli n; C is a pri o n pr ot ei n a n d β-c a s ei n; D - 
pri o n pr ot ei n a n d k a p p a -c as ei n; E - pri o n pr ot ei n a n d b o vi n e s er u m al b u mi n. T h e r ati o of pr ot ei n s i n all 
s a m pl es i s 1: 1 . 
2 % c o n c e ntr ati n g g el, 1 0 % s e p ar ati n g g el, t h e a m o u nt of pr ot ei n p er w ell - 1 0 μ g. B ef or e t h e e x p eri m e nt, t h e 
s a m pl es w er e h e at e d at 9 6 ° C f or 2 -3 mi n ut es.  

A c c or di n g t o t h e r es ults of t h e e x p eri m e nts, t h e f oll o wi n g o bs er v ati o n s w er e m a d e:  

 

➢  C ur c u mi n - t h e fl u or es c e n c e i nt e nsit y h as d e cr e as e d si g nifi c a ntl y. 

➢  3, 4 -D M C C - is p arti c ul arl y eff e cti v e a g ai nst Pr P a n d its c o m bi n ati o n wit h β -

c as ei n, i n w hi c h b ot h a g gr e g ati o n a n d a m yl oi di z ati o n ar e s u p pr ess e d. Wit h ot h er 

pr ot ei ns, t h e eff e ct is l ess.  

➢  P e n t a mi di n e is et hi o n at e - t h e a m o u nt of m o n o m er of t h e pri o n pr ot ei n b e c o m es 

l ar g er, t h e a g gr e g ati o n of ot h er pr ot ei ns is aff e ct e d b y littl e. T h e fl u or es c e n c e of 

t hi ofl a vi n T i n s a m pl es v ari es littl e fr o m t h e li g a n d. 
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➢  R es v er atr ol - t h e f or m ati o n of a g gr e g at es, i n cl u di n g l ar g e o n es t h at ar e n ot 

i n cl u d e d i n t h e c o n c e ntr ati n g g el, w as o b s er ve d i n all s a m pl es, i n cl u di n g t h os e 

wit h β -c as ei n. T h e a g gr e g ati o n p ar a m et ers b e c o m e si mil ar, r e g ar dl ess of t h e 

pr ot ei n c o m p o siti o n.  

I nt er a cti o n of pri o n pr ot ei n a n d c h a p er o ns 
A ft er d et e ctio n  of β -c as ei n a nti a g gr e g ati o n eff e ct o n pri o n pr ot ei n, it w as d e ci d e d t o 

t est a si mil ar eff e ct f or tr u e c h a p er o ni ns, i n p arti c ul ar, Gr o E L/ Gr o E S c o m pl e x . T h e 

e x p eri m e nt i n v ol v e d n ati v e pri o n pr ot ei n, i nt er m e di at e oli g o m ers, a m yl oi d i m m at ur e 

" pr ot ofi brils " a n d f or m e d fi bril s.  

T h e d at a fr o m t his s e cti o n w er e u s e d i n p u blis h e d  arti cl es  (K u dr y a vts e v a S S, Str o yl o v a Y Y, 
Z a n y at ki n  I A et al. 2 0 1 7)  

T h e i nt er a cti o n s b et w e e n diff er e nt f or ms of Pr P a n d t h e c h a p er o ni n c o m pl e x w er e 

d et er mi n e d b y t h e m et h o d of e n z y m e i m m u n o ass a y o n a s or b e nt ( E LI S A) wit h st ai ni n g 

b y  pri m ar y m o u s e m o n o cl o n al a nti b o di es Q 2 2 0 Y Q R E S 2 2 5  a n d s e c o n d ar y a nti -m o us e 

a nti b o di es c o nj u g at e d wit h h ors er a dis h p er o xi d as e. T h e Pr P c o ntr ol pr e p ar ati o ns w er e 

a p pli e d fir st f or s or pti o n o n t h e t a bl et s urf a c e, t h e Gr o E L / Gr o E S c h a p er o ni n c o m pl e x 

w as a d d e d t o t h e e x p eri m e nt al s a m pl es f or s or pti o n, a n d t h e n Pr P w as a d d e d t o bi n d 

t o t h e c o m pl e x, a nd its pr es e n c e w as m e a s ur e d b y t h e a bs or pti o n i nt e nsit y of t h e o -

p h e n yl e n e di a mi n e o xi d ati o n pr o d u ct b y h y dr o g e n p er o xi d e (t h e r e a cti o n w as c at al y z e d  

b y p er o xi d as e ), at a w a v el e n gt h of 4 9 2 n m.  

A) B )  
Fi g. 3 8 A (l eft). E LI S A a n al y si s of t h e bi n di n g of t h e pri o n pr ot ei n a n d t h e c h a p er o ni n c o m pl e x 
Gr o E L / Gr o E S. I m m u n o c h e mi c al st ai ni n g wit h m o u s e m o n o cl o n al a nti b o di es a g ai nst Q2 2 0 Y Q R E S 2 2 5  e pit o p e 
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a n d s e c o n d ar y a nti b o di es c o nj u g at e d wit h h or s er a d is h p er o xi d a se.  
Fi g. 3 8 B (ri g ht). Fl u or e s c e n c e a n al y si s of t h e i nt er a cti o n of t h e pri o n pr ot ei n a n d t h e Gr o E L / Gr o E S 
c h a p er o ni n c o m pl e x. T hi ofl a vi n T st ai ni n g.  
C ur v es: 1 —  Gr o E L/ Gr o E S c h a p er o ni n c o m pl e x aft er i nt er a cti o n wit h n ati v e Pr P c 2 —  Gr o E L 1 4/ Gr o E S 7 
c h a p er o ni n c o m pl e x aft er i nt er a cti o n wit h oli g o m ers; 3 - Gr o E L/ Gr o E S c h a p er o ni n c o m pl e x aft er i nt er a cti o n 
wit h Pr P “ pr ot ofi brils ”; 4 - Gr o E L/ Gr o E S c h a p er o ni n c o m pl e x aft er i nt er a cti o n wit h Pr P fi brils; 5 - n ati v e 
pri o n pr ot ei n Pr P c; 6 - Pr P oli g o m ers; 7 - Pr P “ pr ot ofi b rils ”; 8 - Pr P fi brils; 9 - is ol at e d c h a p er o ni n c o m pl e x 
Gr o E L/ Gr o E S.  
A 0. 6 μ M pri o n pr ot ei n w as i n c u b at e d i n t h e pr es e n c e of 0. 6 μ M Gr o E L, 1. 2 μ M Gr o E S i n m e di u m c o nt ai ni n g 
1 0 m M K H 2 P O 4 , 1 m M E D T A, 5 m M b et a -M E, 1. 5 m M N A D +, 2 m M A T P, 2 m M M g 2 + , p H 7. 5. 

T h T fl u or es c e n c e a n d c o ns e q u e ntl y  p er c e nt of a m yl oi d str u ct ur es  h as o nl y i n cr e as e d 

fr o m t h e pr es e n c e of Gr o E L/ Gr o E S c h a p er o ni n c o m pl e x. 

 
Fi g. 3 9. P arti cl e si z e di stri b uti o n of t h e pri o n pr ot ei n a n d t h e Gr o E L / Gr o E S c h a p er o ni n c o m pl e x. D et e cti o n  
b y d y n a mi c li g ht s c att eri n g.  
Pr ot ei n c o m bi n ati o n s: A - 0. 6 μ M n ati v e Pr P wit h 0. 6 μ M Gr o E L/ Gr o E S c o m pl e x; B —  0. 6 μ M Pr P oli g o m ers 
wit h 0. 6 μ M Gr o E L/ Gr o E S c o m pl e x; B —  0. 6 μ M Pr P “ pr ot ofi brils ” wit h 0. 6 μ M Gr o E L/ Gr o E S c o m pl e x; G - 0. 6 
µ M Pr P fi brils wit h 0. 6 µ M Gr o E L/ Gr o E S c o m pl e x.  
T h e p e a ks of t h e s oli d li n es ar e is ol at e d pri o n pr ot ei n, t h e p e a ks ar e d ott e d - t h e is ol at e d Gr o E L/ Gr o E S 
c o m pl e x, t h e gr a y p e a ks ar e a mi xt ur e of Pr P a n d t h e c h a p er o ni n c o m pl e x.  
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C o -i n c u b ati o n w as c arri e d o ut i n a m e di u m c o nt ai ni n g 10 m M K H 2 P O 4 , 1 m M E D T A, 5  m M b et a -M E, 1. 5 m M 
N A D + , 2 m M A T P, 2 m M M g2 + , p H 7. 5. 

T h e a g gr e g at es f or m e d i n a mi xt ur e of pr ot ei ns ar e m u c h l ar g er i n si z e t h a n t h e 

a g gr e g at es of is ol at e d pr ot ei ns, e v e n pri o n fi brils.  

P a rt  2. I nfl u e n c e of gl y c ati o n o n β -c as ei n p r o p e rti es  
R es e ar c h of  gl y c ati o n eff e ct o n t h e pr o p erti es of c as ei n is still at t h e i niti al st a g e, 

t h er ef or e, fir st, e x p eri m e nts w er e c arri e d o ut t o s el e ct t h e o pti m al m o difi c ati o n 

c o n diti o ns, i. e. l e ast ti m e -c o ns u mi n g, b ut wit h t h e r es ult as cl os e as p os si bl e i n vi v o.  

M o difi c a ti o n of b et a-c as ei n b y gl u c os e a n d m et h yl gl y o x al  
Fir stl y, w e st u di e d t h e effi c a c y of b et a -c as ei n gl y c ati o n b y gl u c os e v ar yi n g 

i n c u b ati o n c o n diti o ns - t e m p er at ur e, p H, i n c u b ati o n ti m e a n d c o n c e ntr ati o n of pr ot ei n 

a n d m o difi er.  Aft er t h e m o difi c ati o n of b et a -c as ei n w as c o m pl et e d, w e p erf or m e d t h e 

r e m o v al of gl u c os e a n d l o w-m ol e c ul ar i nt er m e di at e gl y c ati o n pr o d u cts b y r e v ers e 

p h as e c hr o m at o gr a p h y. T h e effi c a c y of m o difi c ati o n of b et a -c as ei n w as e v al u at e d 

m o nit ori n g t h e l oss of fr e e a mi n o gr o u ps of t h e pr ot ei n i n r e a cti o n wit h ort h o-p ht h ali c 

al d e h y d e. W e als o c arri e d o ut r e d u cti v e a mi n ati o n wit h s o di u m c y a n o b or o h y dri d e i n 

or d er t o fi x t h e pr o d u cts of m o difi c ati o n at t h e st a g e of S c hiff b as e f or m ati o n.  
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Fi g. 4 0. T h e eff e ct of p H, t e m p er at ur e a n d t h e a d diti o n of s o di u m c y a n o b or o h y dri d e d uri n g gl y c ati o n of 

gl u c o s e β -c a s ei n o n t h e c o nt e nt of fr e e a mi n o gr o u ps. O -p ht h al al d e h y d e a n al ysi s.  

Gl y c ati o n w a s c arri e d o ut at 2 5° C or at 3 7° C at p H 8, 9, or 1 0 f or 3 d a ys i n t h e pr es e n c e or a bs e n c e of a 

r e d u ci n g a g e nt of s o di u m c y a n o b or o h y dri d e ( C N). T h e c o nt e nt of all a v ail a bl e a mi n o gr o u ps i n a pr ot ei n 

t h at h a s n ot u n d er g o n e m o difi c ati o n (t h e or eti c all y 1 7 a mi n o gr o u ps) is t a k e n as 1 0 0 %.  

A )  B )  

Fi g. 4 1. A n al y si s of t h er m o a g gr e g ati o n of β -c a s ei n aft er it s gl y c ati o n. S D S el e ctr o p h or e si s.  

A - s a m pl e s aft er gl y c ati o n at 2 5° C, B - s a m pl e s aft er gl y c ati o n at 3 7° C.  

1 -2 - s a m pl es aft er gl y c ati o n at p H 8. 0; 3 -4 - s a m pl es aft er gl y c ati o n at p H 9. 0; 5 -6 - s a m pl es aft er gl y c ati o n 

at p H 1 0. 0. C o ntr ol: 7 - u n m o difi e d β -c a s ei n.  

Gl y c ati o n w a s p erf or m e d at a pr ot ei n c o n c e ntr ati o n of 5 m g / ml, 0. 2 M D -gl u c os e. 3 % c o n c e ntr ati n g g el, 

1 5 % s e p ar ati n g g el, t h e a m o u nt of pr ot ei n p er w ell - 1 0 μ g. B ef or e t h e e x p eri m e nt, t h e s a m pl es w er e 

h e at e d at 9 6 ° C f or 2 -3 mi n ut es.  



1 0 0  
 

Fi g ur e 4 0  s h o ws t h e d e p e n d e n c e of  t h e n u m b er of u n m o difi e d a mi n o gr o u ps of 

b et a -c as ei n as a f u n cti o n of t h e t e m p er at ur e a n d p H, as w ell as t h e pr es e n c e of s o di u m 

c y a n o b or o h y dri d e. As f oll o ws fr o m pr es e nt e d d at a, t h e effi c a c y of m o difi c ati o n of 

b et a -c as ei n ris es wit h p H s hift fr o m 8 t o 1 0,  a n d als o ris es sli g htl y wit h t e m p er at ur e 

i n cr e as e fr o m 2 5 t o 3 7 ° C. Ess e nti al eff e ct o n t h e m o difi c ati o n s o di u m 

c y a n o b or o h y dri d e d e m o n str at e d, r e d u ci n g its l e v el at p H 8. 0. At t h e s a m e ti m e, t h e 

c o nt e nt of t h e m o difi e d gr o u ps i n cr e as es i n t h e pr es e n c e of s o di u m c y a n o b or o h y dri d e 

at p H 9. 0 a n d 1 0. 0 a n d at a t e m p er at ur e of 3 7 ° C.  

A f urt h er t e m p er at ur e ris e t o 6 0 °  C at p H 8. 0 n ot o nl y l e a ds t o a n i n cr e as e i n t h e 

n u m b er of m o difi e d gr o u ps (fr o m 4 3 % t o ~ 6 0 % of t h e gl y c at e d gr o u ps f or 

m o difi c ati o n wit h o ut a r e d u ci n g a g e nt), b ut als o t o a g gr e g ati o n of b et a -c as ei n. It 

s h o ul d als o b e n ot e d t h at t h e d e gr e e of a g gr e g ati o n ris es wit h i n cr e asi n g p H t o 9. 0 a n d 

1 0. 0.  

T h e a g gr e g ati o n c a n b e o b s er v e d n ot o nl y b y t h e i n cr e as e i n t h e t ur bi dit y of 

pr ot ei n s ol uti o ns b ut als o b y t h e d at a of el e ctr o p h or esis i n t h e pr es e n c e of s o di u m 

d o d e c yl s ulf at e. As c a n b e s e e n fr o m t h e Fi g ur e 4 1 , aft er gl y c ati o n of b et a-c as ei n, a l ot 

of a d diti o n al b a n d s a p p e ar, pr o b a bl y c orr es p o n di n g t o t h e m o difi e d p ol y p e pti d e c h ai ns 

of t h e pr ot ei n, as w ell as its oli g o m eri c f or ms.  Aft er  gl y c ati o n  at  hi g h 

t e m p er at ur e a n d/ or al k ali n e p H v al u es, t h e c o nt e nt of oli g o m ers a n d a g gr e g at es n ot 

e nt er e d i n t h e g el  si g nifi c a ntl y i n cr e as es. T his is es p e ci all y n oti c e a bl e w h e n  u p o n 

gl y c ati o n at p H 1 0. 0 a n d 3 7 ° C, a si g nifi c a nt p orti o n of t h e pr ot ei n w as f o u n d i n t h e 

f or m of a g gr e g at es t h at di d n ot e nt er t h e s e p ar ati n g g el. T h e a d diti o n of 

c y a n o b or o h y dri d e r e d u c es t h e c o nt e nt of oli g o m ers a n d a g gr e g at es, at l e ast at a 

t e m p er at ur e of 3 7 ° C a n d at p H 1 0. 0. 

C o nsi d eri n g t h at t h e i n cr e as e i n t h e i n c u b ati o n t e m p er at ur e a n d t h e p H of t h e 

m e di u m l e a ds t o a n e n h a n c e m e nt of b et a -c as ei n a g gr e g ati o n, f or f urt h er e x p eri m e nts 
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w e s el e ct e d c o n diti o ns l e a di n g t o s uffi ci e ntl y eff e cti v e gl y c ati o n ( m o difi c ati o n of 4 0 -

5 0 % a mi n o gr o u ps of t h e pr ot ei n ) a n d mi ni m al a g gr e g ati o n of b et a-c as ei n at a 

t e m p er at ur e of 3 7 ° C. W e i n c u b at e d b et a c as ei n f or 4 8  or 7 2  h o ur s  at a t e m p er at ur e of 

3 7 ° C i n 5 0 m M Tri s -H Cl b uff er, p H 8. 0. T h e s a m pl es of b et a -c as ei n ( 5 m g/ ml) w er e 

gl y c at e d b y 0. 2 M gl u c os e wit h o ut a r e d u ci n g  a g e nt or i n t h e pr es e n c e of 3 5 m M 

N a B H 3 C N.  

A) B)  

Fi g. 4 2. A n al y si s of β -c a s ei n gl y c ati o n d e gr e e b y t h e n u m b er of e arl y gl y c ati o n pr o d u cts. Fr u ct o s a mi n e 

m et h o d.  

T h e a m o u nt of e arl y pr o d u cts of β -c as ei n gl y c ati o n c arri e d o ut f or 2 or 3 d a ys w as c o m p ar e d at a 

c o n c e ntr ati o n of 5 m g / ml v ers us 0. 5 M D -gl u c os e a n d o pti o n all y 3 5 m M N a B H 3 C N ( C N - l a b el m e a ns n o 

r e d u ci n g a g e nt, C N + it s pr ese n c e) at 3 7 ° C . A n d t h e n u m b er of gl y c at e d gr o u p s p er m ol e c ul e of β -c as ei n; B 

- t h e p er c e nt a g e of fr e e a mi n o gr o u ps i n o n e β-c a s ei n m ol e c ul e. T h e β -c as ei n m ol e c ul e h as 1 2 L ys , 4 Ar g + 1 

α -a mi n o gr o u ps.  

T h e d e gr e e of gl y c ati o n of b et a -c as ei n i n t h e o bt ai n e d pr e p ar ati o n s w as 

a d diti o n all y d et er mi n e d t o m o nit or t h e a m o u nt of e arl y gl y c ati o n pr o d u cts b y N B T -

ass a y. T h e c o nt e nt of e arl y pr o d u cts aft er 4 8  a n d 7 2  h o urs  of i n c u b ati o n of  b et a -c as ei n 

wit h gl u c os e wit h o ut t h e a d diti o n of c y a n o b or o h y dri d e is 6. 1 ± 0. 4 a n d 7. 6 ± 0. 5 m ol es 

p er m ol e of pr ot ei n, r es p e cti v el y. T h er e ar e 1 7 fr e e a mi n o gr o u ps i n t h e b et a -c a s ei n 

m ol e c ul e ( 1 2 l ysi n e r esi d u es, 4 ar gi ni n e r e si d u es, a n d o n e 1 al p h a -a mi n o gr o u p), a n d 

c o ns e q u e ntl y, a b o ut 3 6 % a n d 4 5 % of t h e a v ail a bl e a mi n o gr o u ps u n d e r g o m o difi c ati o n 

at 4 8  a n d 7 2 h o urs of  i n c u b ati o n, r es p e cti v el y. T h es e r es ults ar e i n g o o d a gr e e m e nt 
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wit h t h e d at a o bt ai n e d b y r e a cti o n wit h ort h o -p ht h ali c al d e h y d e: aft er 7 2 h o urs  of 

i n c u b ati o n, a b o ut 5 4 % of t h e a mi n o gr o u p s r e m ai n fr e e u n d er t h e s a m e c o nditi o ns.  

T h e i n c u b ati o n of b et a -c as ei n wit h gl u c os e als o r es ults i n t h e a c c u m ul ati o n of 

a d v a n c e d gl y c ati o n e n d -pr o d u cts ( A G Es) t h at h a v e b e e n i d e ntifi e d fr o m t h e s p e ctr a of 

t h eir o w n fl u or es c e n c e. As f oll o ws fr o m t h e r es ults gi v e n i n T a bl e 1, A G Es ar e f or me d 

e v e n i n t h e pr es e n c e of N a B H 3 C N, alt h o u g h i n t his c as e, t h eir c o nt e nt is r e d u c e d aft er 

7 2 h o urs  of i n c u b ati o n.  

Gl y c ati o n of b et a -c as ei n w as als o c arri e d o ut wit h m et h yl gl y o x al, w hi c h is a 

hi g hl y r e a cti v e c o m p o u n d a n d all o ws t o m o dif y pr ot ei ns at l o w er c o n c e ntr ati o n s of t h e 

r e a g e nt a n d si g nifi c a ntl y f ast er. I n a d diti o n, m et h yl gl y o x al m o difi es t h e a mi n o gr o u ps 

of t h e a mi n o a ci d r e si d u es of t h e pr ot ei ns m ai nl y r es ulti n g i n c ar b o x y m et h yl -l ysi n e 

f or m ati o n, w h er e as t h e v ari o us pr o d u cts f or m e d b y m o difi c ati o n wit h gl u c os e ar e 

diffi c ult t o i d e ntif y pr e cis el y. M or e o v er, m et h yl gl y o x al is f or m e d as o n e of t h e 

c o m p o u n ds i n t h e c as c a d e of gl y c ati o n r e a cti o ns, i n cl u di n g gl y c ati o n of pr ot ei n s b y 

gl u c os e.  

It w as s h o w n t h at t h e gl y c ati o n of b et a-c as ei n wit h m et h yl g l y o x al at a 

c o n c e ntr ati o n of 0. 2 M at 3 7 ° C i n 5 0 m M Tris -H Cl b uff er, p H 8. 0, aft er o nl y 1 d a y 

r es ult e d i n t h e m o difi c ati o n of 1 2. 8 ± 0. 3 a mi n o gr o u ps of t h e pr ot ei n, t h at is 7 5 % of 

t heir t ot al n u m b er. A d diti o n of s o di u m c y a n o b or o h y dri d e as t h e r e d u ci n g a g e nt 

si g nifi c a ntl y d e cr e as es t h e n u m b er of m o difi e d gr o u ps t o 1 0. 2 ± 0. 1 p er m ol e of 

pr ot ei n. At t h e s a m e ti m e, as e x p e ct e d, t h e a m o u nt of A G Es is si g nifi c a ntl y l o w er u p o n 

m o difi c ati o n b y m et h yl gl y o x al c o m p ari n g wit h gl u c os e ( T a bl e 3 ). 

T a b. 3. A n al y si s of β -c a s ei n gl y c ati o n d e gr e e b y t h e i ntri n si c fl u or e s c e n c e of l at e gl y c ati o n pr o d u cts ( A G E).  

T h e pr ot ei n c o n c e ntr ati o n i n t h e s a m pl es w a s 0. 5 m g/ ml. λ ( e x c) = 3 3 5 n m, λ (fl u o) = 4 1 0 n m.  

Fl u or es c e n c e w as m e as ur e d i n s a m pl es pr e p ar e d o n a 5 0 m M Tris -H Cl b uff er p H  7. 5.  

 T h T fl u or es c e n c e i nt e nsit y i n  β -c as ei n s a m pl es   
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Wit h o ut r e d u ci n g a g e nt  Wit h 3 5 m M  N a B H 3 C N  

N ati v e  β -c as ei n  4 9 3 6  - 

β -c as ei n  u n m o difi e d , 4 8 h  6 7 6 5  - 

β -c as ei n  u n m o difi e d , 7 2  h  6 9 1 3  - 

β -c as ei n , 0, 2М  gl u c os e , 4 8 h  1 8 7 6 5  2 0 2 2 2  
β -c as ei n , 0, 2М  gl u c os e , 7 2 h  3 2 8 1 2  2 6 5 7 4  
β -c as ei n , 0, 2М  m et h yl -
gl y o x al,  2 4 h  

1 5 0 5 8  1 2 3 8 7  

 

I nfl u e n c e of gl y c ati o n o n b et a-c as ei n a nti -a g gr e g ati o n pr o p erti es  
F or t h e i niti al ass es s m e nt of gl y c ati o n eff e ct  o n t h e pr o p erti es of β -c as ei n, it w as 

d e ci d e d t o e v al u at e it s a bilit y t o i nfl u e n c e r ef ol di n g of e n z y m es, w h os e a cti vit y is e as y 

t o m e as ur e. R a b bit G A P D H  w as c h os e n as t h e o bj e ct of e x p eri m e nt s b e c a us e of its 

a v ail a bilit y, e asil y m e as ur e d e n z y m ati c a cti vit y a n d t h e a bilit y t o p arti all y r e n at ur e a n d 

r e a cti v at e. I n or d er t o o bt ai n m or e r e pr o d u ci bl e r es ults, t h e ti m e t a k e n t o m e as ur e t h e 

a cti vit y of t h e e n z y m e at e a c h p oi nt w as i n cr e as e d fr o m 1 t o 5 mi n ut es.  

D e n at u r ati o n a n d r e a cti v ati o n of t h e e n z y m e wer e  c ar ri e d o ut a c c or di n g t o t h e m et h o d 

d es cri b e d i n c h a pt er “ M at eri als a n d m et h o d s ”. I n t h e pr o c ess of r e a cti v ati o n, ali q u ots 

w er e t a k e n fr o m t h e r e a cti o n m e di u m t o d et er mi n e t h e e n z y m ati c a cti vit y of G A P D H 

a n d a pl o t of t h e d e p e n d e n c e of G A P D H a cti vit y o n t h e i niti al (i n p er c e nt) o n t h e 

r e a cti v ati o n ti m e w as c o n str u ct e d. E n z y m e r e a cti v ati o n w as m o nit or e d f or 2 h o urs.  
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Fi g. 4 3. i nfl u e n c e of n ati v e a n d gl y c at e d c a s ei n o n t h e s p o nt a n e o u s r e a cti v ati o n of G A P D H . 

As a r es ult, s p o nt a n e o us r e a cti v ati o n of G A P D H  i n t h e pr es e n c e of e v e n n ati v e β -

c as ei n w as f o u n d t o b e  n ot s o  eff e cti v e as i n t h e c as e of is ol at e d G A P D H . T hi s is 

pr o b a bl y d u e t o t h e f a ct t h at β -c as ei n its elf is a bl e t o bi n d ot h er pr ot ei ns, pr e v e nti n g 

t h e m fr o m mis f ol di n g, b ut d o es n ot h a v e t h e a cti vit y of tr ue c h a p er o n e c a p a bl e of 

pr o vi di n g t h e c orr e ct f ol di n g of ot h er pr ot ei ns d u e t o A T P e n er g y. Gl y c at e d β -c as ei n 

still h as a n  a bilit y t o bi n d ot h er pr ot ei ns, h o w e v er, its c h a p er o n e -li k e pr o p erti es 

c o m pl et el y  di s a p p e ar e d d u e t o m o difi c ati o n, w hi c h l e d t o c o m pl et e i n a cti v ati o n of 

G A P D H  a n d bl o c ki n g its i n d e p e n d e nt r e c o v er y of a cti vit y.  

At t h e n e xt st a g e, it w as d e ci d e d t o c o m p ar e t h e eff e ct of tr u e c h a p er o n es a n d β -c as ei n 

o n t h e G A P D H  r ef ol di n g. Gr o E L/Gr o E S b a c t eri al c h a p er o ni ns w er e c h os e n as a 

c o m p ar ati v e r ef ol d i n g s y st e m. I n a d diti o n, β-c as ei n a n d t h e Gr o E L /Gr o E S c o m pl e x 

w er e a d d e d t o t h e s a m e s a m pl e i n or d er t o ass ess t h e p o ssi bilit y of c o m p etiti o n b et w e e n 

r ef ol di n g s yst e ms. Si mil ar s a m pl es wit h gl y c at e d β-c as ei n w er e als o pr es e nt e d i n or d er 

t o c o nfir m t h e dis ap p e ar a n c e of its a nti -a g gr e g ati o n pr o p erti es a n d t o st u d y its 

c o m p etiti o n wit h t h e Gr o E L/ Gr o E S c o m pl e x f or t h e G A P D H  r ef ol di n g. 

T o i n cr e as e t h e effi ci e n c y of c h a p er o ni ns i n t h e n e xt e x p eri m e nt, w e  c h a n g e d t h e 

c o n diti o ns of pr ei n c u b ati o n of c h a p er o ni n c o m pl e x es i n or d er t o pr o vi d e m or e 

eff e cti v e r ef ol di n g: if e arli er t h e r e a cti v ati o n b uff ers w er e h e at e d ( wit h gl y c at e d c as ei n, 
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w h er e n e c ess ar y) f or 1  h o ur at 3 7 ° C, n o w t h e y h a v e ass u m e d t h at pr ot ei n -pr ot ei n 

i nt er a cti o ns will b e s uffi ci e nt a n d l ess ti m e, b ut  i n cr e as e d t e m p er at ur e l e a ds t o β-

m er c a pt o et h a n ol d e gr a d ati o n  o nl y, t h e d e c o m p o siti o n pr o d u cts of w hi c h i n hi bit t h e 

a cti vit y of e n z y m es. T h us, t h e n t h e pr ei n c u b ati o n w as c arri e d o ut f or j ust 5 mi n ut es 

a n d a t r o o m t e m p er at ur e 2 6 ° C. I n a d diti o n, f or t h e p urit y of t h e e x p eri m e nt, M g Cl2  a n d 

A T P i n i d e nti c al c o n c e ntr ati o n s w er e n o w a d d e d t o all s a m pl es f or r e a cti v ati o n, a n d 

n ot o nl y t o t h e c o m pl e x es c o nt ai ni n g Gr o E L/ Gr o E S.  

 

Fi g. 4 4. C o m p ari s o n of eff e ct of gl y c a t e d a n d n o n-gl y c at e d c a s ei n s  o n t h e s p o nt a n e o u s a n d c h a p er o n -

i n d u c e d r e a cti v ati o n of G A F D. 

As a r es ult, it w as s h o w n t h at i n t h e pr es e n c e of t h e Gr o E L/ Gr o E S c h a p er o ni n c o m pl e x, 

G A P D H  r ea cti v ati o n  a cti vit y pr o c e e d e d m or e effi ci e ntl y t h a n wit h t h e is ol at e d pr ot ei n; 

At t h e s a m e ti m e, i n a mi xt ur e of c as ei n a n d c h a p er o n es G A P D H  r e a cti v ati o n w as still 

c o nti n ui n g b y t h e e n d of i n c u b ati o n, i n c o ntr ast t o s p o nt a n e o u s r e a cti v ati o n, w hi c h h a d 

alr e a d y e x h a ust e d its p ot e nti al b y t h at ti m e. T h er e is a n ass u m pti o n t h at t h e a cti vit y of 

G A P D H  i n t h e pr es e n c e of c as ei n m a y c o nti n u e t o gr o w, h o w e v er, t h e c o m p etitio n of 

c as ei n wit h t h e Gr o E L/ Gr o E S c o m pl e x f or bi n di n g of G A P D H  sl o ws d o w n r ef ol di n g 

i n c o m p aris o n wit h s p o nt a n e o us r e a cti v ati o n. 
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I n c o ntr ast, gl y c at e d c as ei n al m ost c o m pl et el y s u p pr ess e d t h e s p o nt a n e o u s r e a cti v ati o n 

of G A P D H . A d diti o n a c h a p er o ni n c o m pl e x t o t his mi xt ur e l e d t o a sli g ht r e d u cti o n i n 

t h e a cti vit y of t h e e n z y m e, b ut t h e fi n al i n di c at ors of t h e a cti vit y of t h e e n z y m e w er e 

still si g nifi c a ntl y l o w er t h a n t h at e v e n f or s p o nt a n e o us r e a cti v ati o n.  

R es ult: n ati v e β -c as ei n sl o ws d o w n G A P D H  r e a cti v ati o n, t h e l e v el of r e a cti v ati o n is 

c o m p e ns at e d f or b y t h e Gr o E L /Gr o E S c h a p er o ni n c o m pl e x.  

R es ult: gl y c at e d β -c as ei n al m o st c o m pl et el y s u p pr ess es G A P D H  r e a cti v ati o n, w hi c h 

e v e n t h e Gr o E L /Gr o E S c o m pl e x c a n n ot a b ort ; t h e m o difi e d pr ot ei n c o m pl et el y los es 

its a nti-a g gr e g ati o n pr o p erti es . 

T h e eff e ct of c as ei n gl y c ati o n o n G A P D H  a g gr e g ati o n i n t h e pr es e n c e of 
t h e Gr o E L/ Gr o E S c h a p er o ni n c o m pl e x 
It h as b e e n s u g g est e d t h at t h e e n z y m ati c a cti vit y of G A P D H  s h o ul d c orr el at e wit h t h e 

r efol di n g of t h e e n z y m e a n d, t h er ef or e, i n v ers el y c orr el at e wit h n o n -s p e cifi c pr ot ei n 

a g gr e g ati o n. T o pr o v e  t his pr o p ositi o n , a n e x p eri m e nt w as c o n d u ct e d u n d er c o n diti o ns 

si mil ar t o t h e r e a cti v ati o n of G A P D H, b ut n ot t h e e n z y m e a cti vit y w as m e as ur e d b y 

i n cr e asi n g t h e c o n c e ntr ati o n of N A D H, b ut pr ot ei n a g gr e g ati o n b y i n cr e asi n g t h e 

a bs or pti o n of t h e s ol uti o n at 3 2 0 n m. T o c o m p ar e t h e d e gr e e of a g gr e g ati o n of 

G A P D H , t h e e x p eri m e nt w as s et at a c o n c e ntr ati o n of 0. 6 μ M, a n d t h e y als o tri e d t o 

r e d u c e t h e c o n c e ntr ati o n of c as ei n t o t h e r ati o of G A F D: c as ei n = 1: 2. 
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Fi g. 4 5. Eff e ct of gl y c at e d c a s ei n pr e s e n c e o n t h e G A F D a g gr e g ati o n i n t h e pr e s e n c e of Gr o E L / Gr o E S 

c o m pl e x.  

C o n c e ntr ati o ns wit h t h e m ost vi vi d r es ults w er e s el e ct e d. c ( G A P D H ) = 0. 6 μ M, c ( B et a-c a s Gl) = 1. 2 u M, c 

( Gr o E L) = 0. 6 u M p er c o m pl e x. I n c u b ati o n 5 mi n at 3 7 ° C. 

I n t h e a bs e n c e of c as ei n G A P D H  w as s h o w n t o a g gr e g at e sl o wl y a n d gr a d u all y. I n t h e 

pr es e n c e of u n m o difi e d β -c as ei n, t h e t ur bi dit y of t h e G A P D H H s ol uti o n al m os t d o es n’t 

i n cr e as e d uri n g  ti m e, w hi c h m a y i n di c at e t h e a nti a g gr e g ati o n eff e ct of t his mil k 

pr ot ei n. At t h e s a m e ti m e, t h e pr es e n c e of gl y c at e d c as ei n l e a ds t o a n oti c e a bl y str o n g er 

a g gr e g ati o n of G A P D H  t h a n i n t h e c o ntr ol s a m pl e. T h e pr es e n c e of t h e Gr o E L/Gr o E S 

c o m pl e x i n t h e m e di u m r e s ult e d i n a si g nifi c a nt d e cr e as e i n t h e o pti c al d e nsit y of t h e 

s ol uti o n at 3 2 0 n m c o m p ar e d wit h t h e s a m e br e a k d o w n wit h o ut c h a p er o ni ns, b ut di d 

n ot r ul e o ut c o a g gr e g ati o n.  

I n a d diti o n, it w as s h o w n t h at o pti c al d e nsit y d e p e n d s  o n t h e c o n c e ntr ati o ns of b ot h  

c o m p o n e nts —  a n i n cr e as e i n t h e c o n c e ntr ati o n of G A P D H  or gl y c at e d β -c as ei n l e d t o 

a n i n cr e as e i n t h e t ur bi dit y of t h e s ol uti o n.  

P a rt 3. U ni q u e i nt e r a cti o n b et w e e n  gl y c at e d β -c as ei n a n d t hi ofl a vi n T  

T h e eff e ct of gl y c ati o n o n b et a -c as ei n  t h e r m al a g gr e g atio n  
I n or d er t o d et e ct t h e p o ssi bl e f or m ati o n of a m yl oi d-li k e str u ct ur es b y gl y c at e d b et a-

c as ei n, w e p erf or m e d its t h er m al a g gr e g ati o n, f oll o w e d b y t h e d et e cti o n of  a m yl oi d 

str u ct ur es wit h T h T . It w as s h o w n t h at t h e i n c u b ati o n of all gl y c at e d c as ei n 
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pr e p ar ati o n s at 9 4 ° C l e a ds t o its sli g ht a g gr e g ati o n, w hi c h c a n b e o b s er v e d b y 

i n cr e asi n g t ur bi dit y at 3 2 0 n m (t h e gr o wt h w as a n a v er a g e of 0. 1 a. u. i n a s ol uti o n wit h 

b e t a-c as ei n c o n c e ntr ati o n of 3 m g/ ml). T h er e is als o n o si g nifi c a nt t h er m al a g gr e g ati o n 

of u n m o difi e d b et a -c as ei n - t h e o pti c al d e n sit y of t h e s a m pl es at 3 2 0 n m di d n ot e x c e e d 

0. 0 2 a. u. i n a s ol uti o n wit h t h e s a m e c o n c e ntr ati o n.  

     
Fi g. 4 6. A n al y si s of t h er m o a g gr e g ati o n of gl y c at e d β -c a s ei n. S D S el e ctr o p h or e si s  

A, B - gl y c ati o n wit h o ut r e d u ci n g  a g e nt; C, D - gl y c ati o n wit h r e d u ci n g a g e nt.  

A, C - gl y c ati o n f or 4 8 h ; B, D - gl y c ati o n f or 7 2 h . β-c a s - u n m o difi e d β -c as ei n. 3 % c o n c e ntr ati n g g el, 1 5 % 

pri n ci p al  g el, t h e a m o u nt of pr ot ei n p er w ell - 1 0 μ g. B ef or e t h e e x p eri m e nt, t h e s a m pl es w er e h e at e d  at 9 6 

° C f or 2-3 mi n ut es.  

It w as s h o w n b y S D S-P A G E t h at t h e m o bilit y of b et a -c as ei n i n t h e g el u n d er 

d e n at uri n g c o n diti o ns d e cr e as e s aft er m o difi c ati o n (t h e b a n d s of gl y c at e d b et a -c as ei n 

ar e l o c at e d j ust a b o v e t h e n ati v e pr ot ei n), a n d S D S -st a bl e oli g o m er i c p arti cl es sl o w 

d o w n at t h e v er y b e gi n ni n g of t h e s e p ar ati n g g el aft er h e at -i n d u c e d a g gr e g ati o n ( Fi g. 

4 6 ). 

C o n cl u si o n: gl y c ati o n i n cr e as e s t h e pr o p e nsit y of β -c as ei n t o a g gr e g at e.  

A g gr e g ati o n of gl y c at e d β -c as ei n wit h t hi ofl a vi n T  
I n or d er t o st u d y t h e nat ur e of t h e a g gr e g ati o n of gl y c at e d β -c as ei n a n d t o v erif y 

w h et h er it h as a n a m yl oi d n at ur e, a n al ysi s w as b e g u n fr o m  fl u or es c e n c e s p e ctr o s c o p y 

wit h st ai ni n g of s a m pl es b y  t hi ofl a vi n T. 
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Fi g. 4 7. T h er m al a g gr e g ati o n of gl y c at e d β -c a s ei n, a n al y si s b y fl u o ri m etr y wit h t hi ofl a vi n T. 

I n c u b ati o n d uri n g  0 mi n, 3 0 mi n a n d 1 h at 9 4 o C. λ ( e x c) = 4 4 5 n m, Δ λ (fl u o) = 5 0 0 n m.  

S a m pl es us e d: T h T - n e g ati v e c o ntr ol of t h e d y e; Pr P - 3 m g / ml pri o n pr ot ei n, s u bj e ct e d t o 

t h er m o a g gr e g ati o n ( as a pr ot ei n t h at i s k n o w n t o u n d er g o a m yl oi di z ati o n a n d c a us e t hi ofl a vi n T 

fl u or es c e n c e); β-c as ei n - β -c as ei n; β -c as. Gl y c. - gl y c at e d β -c as ei n: 2 d (-) - t h e pr ot ei n w as gl y c at e d f or 2 d a ys 

wit h o ut r e d u ci n g a g e nt; 3 d (-) - pr ot ei n w as gl y c at e d f or 3 d a y s wit h o ut r e d u ci n g a g e nt; 2 d( +) - pr ot ei n w a s 

gl y c at e d f or 2 d a ys wit h r e d u ci n g a g e nt; 3 d ( +) - pr ot ei n w as gl y c at e d f or 3 d a ys wit h r e d u ci n g a g e nt.  

T h e fl u or es c e nt p ar a m et ers of b o u n d T h T als o c h a n g e d d uri n g t h e h e at -i n d u c e d 

a g gr e g ati o n of b et a -c as ei n, a n d i n t h e c as e of gl y c at e d pr ot ei n, t h e fl u or es c e n c e 

i nt e nsit y i n cr e as e d m or e t ha n of n ati v e pr ot ei n. H o w e v er, t h e d e gr e e of i n cr e as e i n t h e 

fl u or es c e n c e i nt e nsit y of T h T di d n ot e x a ctl y c orr es p o n d t o t h e c h ar a ct eristi c f or d y e 

c o m pl e x es wit h b et a -s h e ets of a m yl oi d str u ct ur es. I n st e a d of a 5 -1 0 -f ol d r ais e, it 

i n cr e as e d o nl y 3. 5-f ol d. Pr es e nt e d d at a s h o w e d t h at T h T i nt er a cts wit h b et a -c as ei n, 

es p e ci all y wit h its gl y c at e d f or ms, b ut t his i nt er a cti o n m a y n ot b e d u e t o t h e f or m ati o n 

of its c o m pl e x es wit h b et a -s h e ets. W e us e d o pti c al, fl u or es c e nt a n d tr a ns mis si o n 

el e ctr o n mi cr os c o p y t o i d e n tif y t h e str u ct ur es, f or m e d b y gl y c at e d b et a-c as ei n.  

W h e n tr yi n g t o a n al y z e t h e pr es e n c e of a m yl oi d str u ct ur es i n gl y c at e d b et a -

c as ei n, it w as f o u n d t h at u p o n a d diti o n of T h T, t h e s ol uti o n r a pi dl y ( wit hi n 5 -3 0 

s ec o n d s) b e c a m e t ur bi d. T his f a ct w as c o nfir m e d b y t h e m et h o d of t ur bi di m etr y. I n 

t his c as e, w e h a d t o us e t h e a bs or pti o n of t h e s a m pl e at 6 0 0 n m i nst e a d of t h e us u al 

3 2 0 b e c a us e T h T its elf a bs or b s v er y i nt e nsi v el y at 3 2 0 n m ( Fi g. 4 8 ). 
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Fi g. 4 8. S ol uti o n t u r bi dit y of u n m o difi e d a n d gl y c at e d β -c a s ei n. M e a s ur e m e nt at 6 0 0 n m.  

T h e f oll o wi n g w er e c o m p ar e d: β -c as ei n n e m o d. + T h T - n o n -m o difi e d β -c as ei n, st ai n e d wit h t hi ofl a vi n T, β -

c as ei n gl y c. - β -c as ei n, gl y c at e d u n d er v ari o us c o n diti o ns, w hi c h at t h e e n d of h e at tr e at m e nt w as st ai n e d 

wit h t hi ofl a vi n T. M e a s ur e m e nts w er e c arri e d o ut o n a pr ot ei n s u bj e ct e d t o t h er m o a g gr e g ati o n at 9 4 ° C f or 

0, 1 5. 3 0 a n d 6 0 mi n ut es. T h e i nstr u m e nt w a s n or m ali z e d a c c or di n g t o t h e t hi ofl a vi n T s ol uti o n wit h o ut 

pr ot ei n.  

I n or d er t o ass ess c h a n g es i n pr ot ei n str u ct ur e fr o m gl y c ati o n a n d t hi ofl a vi n T 

a d diti o n, a m e as ur e m e nt of cir c ul ar di c hr ois m w as us e d.  

 

Fi g. 4 9. Cir c ul ar di c hr oi s m s p e ctr a of s ol uti o n s of gl y c at e d β -c a s ei n i n t h e pr e s e n c e of t hi ofl a vi n T.  

Pr ot ei n m o difi c ati o n t a gs: n e m o d. - n o n -gl y c at e d pr ot ei n; gl y c - gl y c at e d pr ot ei n.  

D y e pr e s e n c e l a b els: T h T - s a m pl e wit h 2 m M t hi ofl a vi n T.  

L a b els of gl y c ati o n c o n diti o ns: 2 d (-) - gl y c at e d f or 2 d a ys wit h o ut β -c as ei n r e d u ci n g a g e nt; 2 d( +) - gl y c at e d 

f or 2 d a y s wit h N a B H 3 C N β-c as ei n; 3 d (-) - gl y c at e d f or 3 d a y s wit h o ut  β -c as ei n. Gl y c ati o n w a s c arri e d o ut at 

3 7 ° C i n s ol uti o n wit h a p H of 8. 0. M e a s ur e m e nt of C D w as c arri e d o ut i n a b uff er wit h p H 6. 7 a n d 0. 1 M 

N a Cl.  

As a r es ult, it w as f o u n d t h at t h e a d diti o n of t hi ofl a vi n T t o e v e n u n m o difi e d β -c as ei n 

l e d t o a d e cr e as e i n t h e p e a k of u nstr u ct ur e d pr ot ei n. T h e gl y c at e d pr ot ei n h a d a 
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si g nifi c a ntl y s m all er pr o p orti o n of u n str u ct ur e d r e gi o ns, r e g ar dl ess of t h e pr es e n c e o r 

a bs e n c e of t hi ofl a vi n T. I n a d diti o n, s o m e p o siti v e dr u g a bs or pti o n w as o b s er v e d i n t h e 

2 4 5 n m r e gi o n. S u c h a bs or pti o n is c h ar a ct eristi c of β -str u ct ur al sit es, b ut it is diffi c ult 

t o s a y t his b e c a us e t h e m ai n n e g ati v e a bs or pti o n p e a ks i n t h e ar e a at 2 1 8 a n d 2 0 7 n m, 

c h ar a ct eristi c of β -str u ct ur es, a n d 2 1 2 n m, c h ar a ct eristi c of α -h eli c es, w er e diffi c ult t o 

disti n g uis h.  

T h e pr es e n c e a n d pr o p erti es of b et a -c as ei n a g gr e g at es, b ot h u n m o difi e d a n d 

gl y c at e d, w er e i n v esti g at e d usi n g d y n a mi c li g ht s c att eri n g i n t h e  pr es e n c e of T h T. 

A c c or di n g t o t h e D L S i n t h e pr e p ar ati o n s of u n m o difi e d b et a -c as ei n b ef or e h e ati n g, 

t h er e ar e p arti cl es a b o ut 2 5 n m i n si z e, c h ar a ct eristi c f or t h e mi c ell es of t his pr ot ei n.  

А ) B )  

C )  D )  

Fi g. 5 0 . T h e di stri b uti o n of a g gr e g at e s of gl y c at e d β -c a s ei n i n p arti cl e si z e. D et e cti o n b y d y n a mi c li g ht 

s c att eri n g.  

A, B - u n p ai nt e d s a m pl es, C, D - s a m pl es wit h t hi ofl a vi n T.  
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A, B - di stri b uti o n of p o p ul ati o ns b y i nt e nsit y; B, G - di str i b uti o n b y p o p ul ati o n si z e. T h e m e as ur e m e nts wer e 

c arri e d o ut i n s a m pl es s u bj e ct e d t o t h er m al i n c u b ati o n at 9 4 o C f or 1 5, 3 0 mi n ut es a n d 1 h o ur.  

Aft er gl y c ati o n, t h e m ai n fr a cti o n of t h e p arti cl es of t h e m o difi e d b et a -c as ei n 

d e cr e as es sli g htl y i n si z e t o 2 2 n m (t h e mi n or fr a cti o n, a p p ar e ntl y, c o nsist s of 

m o n o m ers wit h a h y dr o d y n a mi c di a m et er of 8 n m), wit h t h e f or m ati o n of h u g e 

p arti cl es of si z es 5 -6 mi cr o n s i n t h e c o ur s e of h e at -i n d u c e d a g gr e g ati o n, w hi c h 

pr e ci pit at e i n t h e f or m of p ell et. T h e a d diti o n of  T h T  t o s a m pl es wit h o ut h e at-i n d u c e d 

a g gr e g ati o n of u n m o difi e d a n d gl y c at e d b et a -c as ei ns st a bili z es t h e m ai n fr a cti o n wit h 

a h y dr o d y n a mi c di a m et er of 2 0 n m f or n ati v e pr ot ei n or 1 8 n m f or gl y c at e d o n e ( Fi g . 

5 0 ). A m o n g t h e l ar g e p arti cl es, a st a bl e fr a cti o n wit h a di a m et er of 4 0 0 n m i n t h e 

s a m pl es of b ot h u n m o difi e d a n d gl y c at e d pr ot ei ns is f o u n d. H o w e v er, i n t h e c as e of 

u n h e at e d s a m pl e t h e a d diti o n of T h T  l e a ds t o t h e s plitti n g of t his fr a cti o n b y t w o, wit h 

h y dr o d y n a mi c di a m et ers of ~ 1 6 0 a n d 7 0 0 n m.  

A n al ys is of t h e distri b uti o n of p arti cl es b y i nt e nsit y all o ws t o e v al u at e t h e 

pr o p erti es of l ar g e, b ut r el ati v el y f e w a g gr e g at es; a n al ysi s of t h e distri b uti o n of 

p arti cl es b y v ol u m e of t h eir p o p ul ati o ns all o ws t o d et er mi n e t h e h y dr o d y n a mi c 

di a m et er of t h e pr e v ai li n g fr a cti o n. 

Aft er h e ati n g p arti cl es wit h di a m et ers of 2 0 n m, c orr es p o n di n g t o mi c ell es w er e 

f o u n d i n s a m pl es of b ot h s a m pl es, a n d a fr a cti o n of m o n o m eri c pr ot ei n t h at dis a p p e ars 

u p o n a d diti o n of T h T  w as als o o b s er v e d. I n c o m p aris o n wit h t h e fr a cti o n of l ar g e 

a g gr e g at es of u n m o difi e d b et a -c as ei n, w hi c h r et ai n e d a di a m et er of 4 0 0 n m, l ar g e 

p arti cl es of gl y c at e d b et a -c as ei n sli g htl y d e cr e as e d i n si z e t o 3 5 0 n m. I n a d diti o n, a 

fr a cti o n of h u g e a g gr e g at es wit h a di a m et er > 5 μ m a p p e ar e d.  

T h us, a n a d diti o n of T h T  t o t h e pr e p ar ati o n s of n ati v e a n d gl y c at e d b et a-c as ei n 

pr o v o k es a c h a n g e i n t h e si z e, w hi c h w as d et e ct e d b y D L S, as w ell as t h e eff e ct of T h T  

o n t h e h e at -i n d u c e d a g gr e g ati o n of b et a-c as ei n.  
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F or m ati o n of s pir al str u ct ur es u p o n a d diti o n of t hi ofl a vi n T t o g l y c at e d 
b et a -c as ei n  

I n or d er t o i d e ntif y a m yl oi d-li k e str u ct ur es i n t h e pr e p ar ati o n of gl y c at e d b et a-

c as ei n d uri n g its h e at -i n d u c e d a g gr e g ati o n, w e us e d t h e tr e at m e nt wit h T h T , f oll o w e d 

b y fl u or es c e n c e mi cr os c o p y.  

A )  B )    

C )  D )     

E )  F )   G )  H )     

Fi g.  5 1.  Fl u or e s c e n c e  mi cr o s c o p y  of  a g gr e g ati o n  of  gl y c at e d  β -c a s ei n.  

A, C , E , G  - s a m pl es pri or t o t h er m al i n c u b ati o n; B, D, F , H - s a m pl es aft er 1 h o ur of t h er m al i n c u b ati o n.  

A, B - n o n -gl y c at e d pr ot ei n, C, D - pr ot ei n gl y c at e d f or 2 d a ys  wit h o ut r e d u ci n g a g e nt, E, F –  pr ot ei n gl y c at e d 

f or 2 d a y s wit h  3 5 m M N a B H 3 C N, F, H - pr ot ei n gl y c at e d f or 3 d a ys wit h o ut r e d u ci n g a g e nt.  

I n c u b ati o n 1 h at 9 4 o C. S c al e b ar 1 0 0 mi cr o ns. 

As f oll o ws fr o m p h ot os o n Fi g ur e 5 1 , n ati v e b et a-c as ei n p o ss ess a w e a k 

fl u ores c e n c e wit h T h T  b ef or e h e at -i n d u c e d a g gr e g ati o n ( Fi g. 5 1 , A ). At t h e s a m e ti m e, 
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a c c or di n g t o t h e li g ht mi cr os c o p y, b ef or e h e at -i n d u c e d a g gr e g ati o n i n pr e p ar ati o n s of 

u n m o difi e d b et a -c as ei n, pr ot ei n a g gr e g at es w er e pr a cti c all y a b s e nt. Aft er h e at -i n d u ce d 

a g gr e g ati o n of u n m o difi e d b et a -c as ei n d uri n g 1 h o ur at 9 4 ° C, t h e a m or p h o us 

a g gr e g at es w hi c h w er e f or m e d i n a s m all a m o u nt, g a v e a w e a k fl u or es c e n c e of b o u n d 

T h T  ( Fi g. 5 1 , B ). 

A diff er e nt sit u ati o n w as o b s er v e d wit h all t h e i n v esti g at e d pr e p ar ati o n s of b et a -

c as ei n, gl y c at e d wit h 0. 2 M gl u c os e f or 4 8  or 7 2  h o urs  wit h or wit h o ut s o di u m 

c y a n o b or o h y dri d e. Fir st of all, it s h o ul d b e n ot e d t h at aft er t h e a d diti o n of T h T  t o 

gl y c at e d b e t a-c as ei n, pr e p ar ati o n s c o nt ai n e d a l ar g e a m o u nt of pr ot ei n a g gr e g at es wit h 

n ot a bl e  fl u or es c e n c e, b ot h b ef or e a n d aft er h e at-i n d u c e d a g gr e g ati o n (Fi g. 5 1 , C -H ). 

I n c as e of b et a-c as ei n pr e p ar ati o n s, gl y c at e d f or 4 8 h o urs  wit h o ut s o di u m 

c y a n o b or o h y dri d e, u n u s u al str u ct ur es l o o ki n g as s pir al -li k e a g gr e g at es t h at a d h er e t o 

o n e a n ot h er aft er i n c u b ati o n at 9 4 ° C d uri n g 6 0 mi n ut es w er e dis c o v er e d ( Fi g. 5 1 , C ). 

T h e a g gr e g at es w er e f or m e d wit hi n ~ 5 – 1 0 mi n ut es aft er t h e a d diti o n of t h e d y e, a n d 

aft er t h er m al i n c u b ati o n t h e y st u c k t o g et h er i nt o l ar g er c o n gl o m er at es i n a r a n d o m 

f as hi o n. U p o n gl y c ati o n u n d er s a m e c o n diti o ns a n d s u bs e q u e nt h e ati n g b et a -c as ei n 

s h o w e d a f urt h er i n cr e as e i n T h T fl u or es c e n c e i nt e nsit y a n d a c h a n g e i n t h e str u ct ur e 

of t h e a g gr e g at es ( Fi g. 5 1 , D ). 

T h us, t h e pr es e n c e of u n us u al s pir al a g gr e g at es i n pr e p ar ati o n s of gl y c at e d u n d er 

c ert ai n c o n diti o ns b et a -c as ei n w as d e m o n str at e d. It is n ot e w ort h y t h at a d diti o n of 

r e d u ci n g a g e nt ( Fi g. 6, E, F ) or i n cr e asi n g t h e gl y c ati o n ti m e u p t o 7 2 h o urs  ( Fi g. 6, G, 

H ) l e d t o t h e a bs e n c e of u n us u al str u ct ur es.  

Wit h t h e c ol or a nt c o n g o r e d, als o b i n di n g t o a m yl oi d str u ct ur es a n d b e c a us e of t his 

c h a n gi n g its a bs or b a n c e pr o p erti es, s u c h a g gr e g at es w er e n ot f or m e d. Si n c e C o n g o r e d 

bi n d s t o pr ot ei n str u ct ur es diff er e ntl y t h a n t hi ofl a vi n T, it c a n b e ass u m e d t h at t h e 

bi n di n g of t hi ofl a vi n T t o gl y c at e d c as ei n is s p e cifi c.  
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А )     B )     

Fi g. 5 2. O pti c al mi cr o s c o p y of gl y c at e d β -c a s ei n a g gr e g ati o n aft er st ai ni n g wit h C o n g o r e d.  

I n e a c h p air of p h ot os, t h e first o n e is pr ot ei n b ef or e t h er m al i n c u b ati o n, t h e s e c o n d o n e aft er 1 h o ur of 

t h er m al i n c u b ati o n. B - t h e pr ot ei n is gl y c at e d f or 2 d a ys wit h 3 5 m M N a B H 3 C N, B - t h e pr ot ei n is gl y c at e d 

f or 3 d a ys wit h o ut a r e d u ci n g a g e nt. I n c u b ati o n 1 h at 9 4 ° C, st ai ni n g wit h 1 m M C o n g o r e d. S c al e b ar 1 0 0 

µ m, s h utt er s p e e d 2 0 m s.  

F or f urt h er e x p eri m e nts , c o nfir mati o n,  t h at t h es e s pir al-s h a p e d str u ct ur es ar e n ot 

a n artif a ct of t hi ofl a vi n T its elf , w as n e c ess ar y. I n or d e r t o c h e c k w h et h er is ol at e d 

t hi ofl a vi n T c a n f or m si mil ar str u ct ur es, a pr e p ar ati o n wit h 2. 5 m M d y e s ol uti o n i n 5 0 

m M M E S p H 6. 7 wit h 0. 1 M N a Cl l eft f or 2 d a ys at + 4 ° C, all o wi n g it t o dr y at t h e 

e d g es of t h e c o v ersli p s o t h at t hi ofl a vi n T f or ms cr yst als.  T h e n t his s a m pl e  w as 

e x a mi n e d i n t h e s a m e c o n diti o ns as t h e pr e p ar ati o ns wit h pr ot ei n.  

А )  B )   

Fi g. 5 3. Mi cr o s c o p y of t hi ofl a vi n cr y st al s o bt ai n e d i n a dri e d s a m pl e . 

A n d - o pti c al mi cr os c o p y of t h e dr u g at t h e e d g e of t h e c o v er gl as s; B - fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of t h e s a m e 

vi e w of t h e dr u g at t h e e d g e of t h e c o v er gl as s ( e x p os ur e ti m e 5 0 0 ms). S c al e b ar 5 0 mi cr o ns.  

H o w e v er, n o s pir al str u ct ur es w er e f o u n d, a n d t h e fl u o r es c e n c e of t h e cr y st als w as 

si g nifi c a ntl y l o w er t h a n t h at of t h e r e a cti o n of T h T wit h gl y c at e d b et a -c a s ei n.  

I n a d diti o n, it w as n e c ess ar y t o c o nfir m t h at β-c as ei n is i n d e e d i n v ol v e d i n h eli c al 

a g gr e g at es, a n d n ot o nl y n e c ess ar y f or t h eir a p p e ar a n c e. F or a  pr eli mi n ar y ass ess m e nt 
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of t h e dr u g s w er e st ai n e d wit h ni n h y dri n. T h e pr es e n c e of β -c as ei n i n a g gr e g at es a n d 

h eli c al str u ct ur es w as fir st pr o v e d b y st ai ni n g wit h ni n h y dri n. I m m u n o c h e mi c al 

st ai ni n g w as us e d f or c o nfi d e nt d et e cti o n of pr ot ei n i n all t y p es of a g gr e g at es. I niti all y, 

t h e a g gr e g at es o n t h e sli d e w er e i m m o bili z e d with b uff er c o nt ai ni n g 3. 7 % 

f or m al d e h y d e, b ut u n d er s u c h c o n diti o ns, wit h f urt h er w as hi n g fr o m e x c ess al b u mi n 

a n d a nti b o di es, t hi ofl a vi n T w as r e m o v e d as w ell. i n t h e s a m pl e, t h e e x p eri m e nt w as 

p erf or m e d o n a nitr o c ell ul os e m e m br a n e.  

C o n diti o ns f or fl u or es c e n c e mi cr os c o p y: c  ( pr ot ei n i n a p pli e d dr o p s) = 3 m g / ml, c  

( T h T) = 2 m M i n Tris-H Cl b uff er 2 0 m M p H 7. 5. T h e e x p eri m e nt w as p erf or m e d o n a 

nitr o c ell ul os e m e m br a n e att a c h e d t o a gl ass sli d e. λ ( e x c) = 5 3 0 -5 9 5 n m, Δ λ (fl u o) > 

6 1 5 n m.  

А )  B )  C )  

Fi g. 5 4. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of c o ntr ol pr e p ar ati o n s st ai n e d wit h a nti b o di e s.  

A - gl y c at e d β -c as ei n, st ai n e d wit h s er u m a nti -c as ei n r a b bit a nti b o di es a n d a nti -r a b bit a nti b o di es F B 5 5 5; B - 

pri o n pr ot ei n, st ai n e d wit h a nti -c as ei n r a b bit a nti b o di es fr o m s er u m a n d a nti -r a b bit a nti b o di es F B 5 5 5; C  - 

a nti -c as ei n r a b bit a nti b o di es st ai n e d wit h a nti -r a b bit a nti b o di es F B 5 5 5. T h e s c al e b ar is 2 0 0 mi cr o ns.  

А )  B )  C )  

Fi g. 5 5. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of pr e p ar ati o n s of gl y c at e d c a s ei n a n d it s h eli c al a g gr e g at e s st ai n e d 

wit h a nti -c a s ei n a nti b o di e s.  
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A m or p h o us a g gr e g at e s of gl y c at e d β -c a s ei n b ef or e t h er m al i n c u b ati o n ( A) a n d s pir al -s h a p e d str u ct ur es of 

gl y c at e d β -c a s ei n b ef or e t h er m al i n c u b ati o n ( B) a n d aft er 6 0 mi n ut es of a g gr e g ati o n at 3 7 ° C ( C) i n t h e  

pr es e n c e of t hi ofl a vi n T, st ai n e d wit h a nti -c as ei n r a b bit a nti b o di es a n d a nti -r a bbit a nti b o di es F B 5 5 5. Us e d 

β -c as ei n, gl y c at e d f or 2 d a y s wit h o ut r e d u ci n g a g e nt. T h er m o a g gr e g ati o n of dr u gs w as n ot c arri e d o ut. T h e 

s c al e b ar is 2 0 0 mi cr o ns.  

As a r es ult, t h e pr e p ar ati o n s d et e ct e d t h e bi n di n g of s e c o n d ar y a nti b o di es o n t h e 

a g gr e g at es, i n t h e f or m c orr es p o n di n g t o a m or p h o us (f o u n d wit h o ut t hi ofl a vi n T) a n d 

h eli c al a g gr e g at es. T h us, t h e pr es e n c e of β -c as ei n w as c o nfir m e d i n b ot h a m or p h o us 

a n d s p e cifi c a g gr e g at e s.  

C o n cl u si o n: gl y c at e d β -c as ei n f or ms s pir al -li k e a g gr e g at es wit h t hi ofl a vi n T.  

D et er mi n ati o n of p ar a m et ers of s p e cifi c β -c as ei n -t hi ofl a vi n T a g gr e g at es 
a n d t h e pr o c ess of t h eir f or m ati o n  
T o d et er mi n e t h e p ar a m et ers of t h e s pir al a g gr e g at es, t h e e x p eri m e nt w as r e p e at e d 

m a n y ti m es wit h t h eir pr e p ar ati o n. T h e r es ulti n g a g gr e g at es w er e a n al y z e d b y 

fl u or es c e n c e mi cr os c o p y wit h t h e hi g h est p o ssi bl e m a g nifi c ati o n. A C arl Z ei ss 

A xi o v ert 2 0 0 M mi cr o s c o p e d e vi c e wit h a Z eiss A xi o C a m c a m er a, a C C D c a m er a w as 

c a p a bl e of usi n g a l e n s wit h a m a g nifi c ati o n of 1 0 0 x, a n a d diti o n al m a g nifi c ati o n of 

T u b ul e ns 2. 5 x. S o t h e t ot al i n cr e as e i n t h e i m a g e e nt eri n g t h e c a m er a w as 2 5 0 x.  

  
Fi g. 5 6. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of s pir al a g gr e g at e s of gl y c at e d β -c a s ei n i n hi g h m a g nifi c ati o n.  

O n t h e l eft is a mi cr o gr a p h of t h e fl u or e s c e n c e of t h e dr u g, o n t h e ri g ht is a mi cr o gr a p h of t h e s a m e a n gl e i n 

t h e visi bl e r a n g e. S c al e b ar 5 mi cr o n s. 

A c c or di n g t o t h e mi cr o gr a p hs o bt ai n e d, t h e pit c h of t h e h eli x is ~ 1 µ m, t h e h eli x c a n 

b e eit h er ri g ht or l eft c ur v e d. T h e di a m et er of t h e h eli x is ~ 3 mi cr o n s.  
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T h e fi n al m et h o d of st u d yi n g s pir al a g gr e g at es w as tr a ns missi o n el e ctr o n mi cr os c o p y. 

T h e g o al w as t o fi n d si mil a r or d er e d str u ct ures i n s m all er a g gr e g at es. A J e ol J E M -1 4 0 0 

mi cr os c o p e w as us e d. As a r e s ult, or d er e d a g gr e g at es w er e d et e ct e d b y t his m et h o d. 

T h e l e n gt h of t h e or d er e d s e cti o n s w as 2 5 0 n m, a n d t h e di a m et er w as a b o ut 5 0.  

  
Fi g. 5 7. Tr a n s mi s si o n el e ctr o n mi cr o s c o p y of t h e pr e p ar ati o n of gl y c at e d β -c a s ei n aft er t h e a d diti o n of 

t hi ofl a vi n T. 

I n t h e e x p eri m e nts, β-c a s ei n, gl y c at e d f or 2 d a ys wit h o ut r e d u ci n g a g e nt, w a s us e d; t h er m o a g gr e g ati o n of 

t h e pr ot ei n w as n ot c arri e d o ut. 

R es ults fr o m m ulti pl e r e pli c ati o n s of t h e a g gr e g a ti o n of gl y c at e d β-c as ei n w er e als o 

s y st e m ati z e d i n or d er t o i d e ntif y t h e diff er e nt st a g es of a g gr e g at e f or m ati o n.  

А )  B )    
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C )  D )  

Fi g. 5 8. T h e s e q u e n c e of str u ct ur e s f o u n d i n s a m pl e s of β -c a s ei n b o u n d t o t hi ofl a vi n T.  

T h e s c al e b ar i n t h e first 3 mi cr o gr a p hs i s 5 0 mi cr o ns, i n 4 - 5 mi cr o ns. H e at i n c u b ati o n w as c arri e d o ut at 9 4 

o C f or 1 h.  

As a r es ult, at t h e i niti al st a g es of a g gr e g ati o n, st ell at e a g gr e g at es w er e f o u n d, a n d at 

l at er st a g e s, a g gr e g at es t h at ar e i nt er m e di at e i n f or m b et w e e n st ell at e a n d s pir al o n es. 

O n t h e b asis of t h es e o b s er v ati o ns, ass u m pti o ns w er e m a d e t h at st ar -s h a p e d a g gr e g at es 

ar e t h e i niti al st at e, a n d t h e s pir al -li k e str u ct ur es ar e f or m e d fr o m t h e m b y t wisti n g 

al o n g o n e or s e v er al a x es.  

D et er mi n ati o n of t h e n e c ess ar y c o m p o n e nts f or t h e f or m ati o n of s p e cifi c 
a g gr e g at es of gl y c at e d β -c as ei n  

T h e q u esti o n aris es w h et h er s pir al str u ct ur es ar e d et e ct e d wit h t h e h el p of T h T  

or t h e y ar e c a us e d p arti c ul arl y b y t h e i nt er a cti o n of T h T  wit h gl y c at e d b et a -c as ei n. I n 

f a v or of t h e l att er ass u m pti o n, t h e a b o v e-m e nti o n e d d at a o n t h e eff e ct of T h T  o n t h e 

a g gr e g ati o n of gl y c at e d b et a -c a s ei n t estif y. I n or d er t o fi n d o ut w h at c o m p o n e nts ar e 

n e c ess ar y f or t h e f or m ati o n of s pir al -li k e a g gr e g at es, att e m pts w er e ma d e:  

1 ) R e pl a c e t h e d y e ( u s e d t hi ofl a vi n S i nst e a d of t hi ofl a vi n T). 

2 ) R e pl a c e t h e gl y c ati n g a g e nt ( m et h yl gl y o x al w as u s e d i n st e a d of gl u c os e)  

3) R e pl a c e gl y c at e d pr ot ei n  
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1) B y r e pl a ci n g t hi ofl a vi n T wit h t hi ofl a vi n S, w hi c h als o c o nt ai ns b e n z ot hi a z oli n e 

c or es i n t h e str u ct ur e, w e als o f ail e d t o  d et e ct a n y u n us u al str u ct ur es, o nl y a m or p h o us 

a g gr e g at es w er e pr es e nt i n t h e s a m pl es.  

2) A n att e m pt w as m a d e t o c arr y o ut gl y c ati o n wit h a n ot h er s u bst a n c e, w hi c h i s 

b asi c all y diff er e nt i n str u ct ur e t h a n gl u c os e. M et h yl gl y o x al w as c h os e n as t h e m ost 

a cti v e  gl y c ati n g a g e nt. I n vi e w of its hi g h a cti vit y, c o n diti o ns of gl y c ati o n w er e 

c h a n g e d - t h e i n c u b ati o n ti m e w as r e d u c e d t o 1 d a y. Aft er m o difi c ati o n, t h e b et a-c as ei n 

w as p urifi e d b y r e v ers e p h as e c hr o m at o gr a p h y a n d t h e n h e at e d f or 1 h o ur, 1 5 h o ur s or 

2 4 h o u rs at t e m p er at ur e 9 4 ° C i n 2 5 m M M E S b uff er, p H 6. 7, c o nt ai ni n g 0. 1 M N a Cl.  

А )    B )   

Fi g. 5 9. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of t h er m o a g gr e g ati o n of β -c a s ei n gl y c at e d wit h m et h yl gl y o x al f or 

diff er e nt ti m e s.  

If 2 fr a cti o ns w er e pr es e nt i n t h e s a m pl e, t h e y ar e pr es e nt e d i n 2 p h ot os u n d er o n e l ett er. A - β -c as ei n, 

gl y c at e d f or 1 h pri or t o t h er m o a g gr e g ati o n; B - β -c as ei n, gl y c at e d f or 1 h aft er t h er m o a g gr e g ati o n; B - β -

c as ei n, gl y c at e d f or 2 4 h pri or t o t h er m o a g gr e g ati o n; G - β -c as ei n, gl y c at e d f or 2 4 h aft er 

t h er m o a g gr e g ati o n. S c al e b ar 1 0 0 mi cr o ns. 

It w as f o u n d t h at str u ct ur es of a s p e cifi c s h a p e w er e f or m e d i n s o m e s a m pl es 

(f or e x a m pl e, i n Fi g. 5 9 B, ri g ht ), b ut t h er e w er e n o s pir al a g gr e g at es. I n a d diti o n, 

gl y c ati o n of b et a -c as ei n b y m et h yl gl y o x al at s h ort t i m e i nt er v als ( u p t o 1 h o ur) l e d t o 

t h e f or m ati o n of a n u m b er of r el ati v el y s m all p arti cl es wit h a di a m et er of a b o ut 5 7 0-

6 0 0 n m ( Fi g. 5 9 A , ri g ht) al o n g wit h l ar g e a g gr e g at es. 

T h us, it w as s h o w n t h at s pir al str u ct ur es f or m o nl y c ert ai n f or ms of gl y c at e d b et a -

c as ei n, a n d t h eir f or m ati o n is i n d u c e d b y t h e a d diti o n of T h T . 
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3) Fi n all y, a n att e m pt w as m a d e t o r e pl a c e t h e pr ot ei n s u bj e ct t o m o difi c ati o n. As a 

c o m p ar ati v e o bj e ct of t h e e x p eri m e nt, β -l a ct o gl o b uli n a n d pri o n pr ot ei n w er e t a k e n, as 

pr ot ei ns i niti all y s us c e pti bl e t o a m yl oi d c o n v ersi o n, a n d t h er ef or e p ot e nti all y m or e 

e asil y f or mi n g s o m e s p e cifi c a g gr e g at es.  

Pr ot ei n gl y c ati o n w as p erf or m e d u n d er c o n diti o ns as cl os e as p o ssi bl e  t o β-c as ei n:  

c ( pr ot ei n) = 5 m g / ml, c ( gl u c) = 0. 2 M, s ( N a B H 3 C N) = 3 5 m M. B uff er 5 0 m M Tris -

H Cl p H 8. 0.  

T h e i n c u b ati o n ti m e is 3 d a ys, t h e t e m p er at ur e is 3 7 ° C.  

Aft er m o difi c ati o n, b ot h pr ot ei ns w er e di vi d e d i nt o 2 p arts, o n e of w hi c h w as als o 

p urifi e d,  a n d t h e ot h er w as i n v ol v e d i n s u bs e q u e nt e x p eri m e nts wit h o ut p urifi c ati o n. 

T his w as d o n e t o ass ess t h e eff e ct of l o w m ol e c ul ar w ei g ht gl y c ati o n pr o d u cts o n 

pr ot ei n a n d t hi ofl a vi n a g gr e g ati o n.  

C o n diti o ns f or fl u or es c e n c e mi cr os c o p y: s ( pr ot ei n) = 1. 5 m g /  ml, s ( T h T) = 2 m M 

i n Tris-H Cl b uff er 2 0 m M p H 7. 5. λ ( e x c) = 4 4 0 -4 8 0 n m, Δ λ (fl u o) > 4 9 0 n m.  

А )   B )    

Fi g. 6 0. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of gl y c at e d β -l a ct o gl o b uli n a n d pri o n pr ot ei n aft er t h er m o a g gr e g ati o n. 

I n e a c h s a m pl e, 2 a g gr e g at e p o p ul ati o ns w e r e f o u n d, a n d t h er ef or e mi cr o gr a p hs ar e gr o u p e d i n p airs. A n d - 

gl y c at e d β -l a ct o gl o b uli n; B - gl y c at e d pri o n pr ot ei n wit h o ut p urifi c ati o n fr o m l o w m ol e c ul ar w ei g ht 

m o difi c ati o n pr o d u ct s. T h e s a m pl es pr e s e nt e d w er e n ot cl e ar e d of l o w m ol e c ul ar  w ei g ht m o difi c ati o n 

pr o d u ct s. I n c u b ati o n 1 c h pri 9 4 o S. S c al e b ar 1 0 0 µ m, s h utt er s p e e d 5 0 -8 0 ms.  

As a r es ult, s o m e str u ct ur es of a s p e cifi c f or m w er e o bt ai n e d, f or e x a m pl e, gl y c at e d β -

l a ct o gl o b uli n, n ot p urifi e d fr o m l o w m ol e c ul ar w ei g ht pr o d u cts, f or m e d s o m e v er y 

s m o o t h n e e dl e str u ct ur es wit h fl u or es c e nt t hi ofl a vi n T-ri c h ti p s (i n Fi g ur e 6 0 A), i. e. 
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T hi ofl a vi n T i nt er a ct e d wit h ot h er gl y c at e d pr ot ei ns, h o w e v er, a g ai n s pir al -s h a p e d 

a g gr e g at es w er e n ot f o u n d.  

C o n cl u si o n: o nl y gl y c at e d D -gl u c os e β -c as ei n a n d t hi ofl a vi n T ar e a bl e t o f or m 

s p e cifi c h eli c al a g gr e g at es . 

P a rt 4. C o a g g r e g ati o n of gl y c at e d b et a -c as ei n a n d u n m o difi e d p ri o n 

p r ot ei n  

C o a g gr e g ati o n of gl y c at e d β -c as ei n a n d pri o n pr ot ei n  
Aft er st u d yi n g t h e eff e ct of gl y c ati o n o n t h e pr o p erti es of β -c as ei n its elf, it w as  d e ci d e d 

t o st u d y i n m or e d et ail t h e c h a n g es i n cr os s-a g gr e g ati o n of gl y c at e d β -c as ei n wit h ot h er 

pr ot ei ns, f or e x a m pl e, wit h a m yl oi d o g e ni c pri o n pr ot ei n. Pr e vi o usl y, it w as s h o w n t h at 

n ati v e β -c as ei n w as a bl e t o s u p pr ess a m yl oi d c o n v ersi o n a n d a g gr e g ati o n  of pri o n 

pr ot ei n, a n d t o g et h er wit h l o w -m ol e c ul ar -w ei g ht a nti -a m yl oi d li g a n ds, t o mi ni mi z e 

t h es e p at h o g e ni c pr o c ess es. 

T h e m at eri als of t h e s e cti o n w er e pr es e nt e d at t h e p ost er s essi o n of t h e Bi o m e m br a n es -2 0 1 8 

c o nf er e n c e ( D ol g o pr u d n y, 2 0 1 8).  

T h er m o a g gr e g a ti o n c o n diti o ns r e m ai n e d pr a cti c all y t h e s a m e. 

➢  I n c u b ati o n ti m e: 1 h. 
➢  T e m p er at ur e: 9 4 o C.  
➢  B uff er: 2 5 m M M E S p H 6. 7 wit h 0. 1 M N a Cl.  

T o c o m p ar e t h e eff e ct of b ot h  pr ot ei n s  o n t h e c o a g gr e g ati o n p at h w a y, 3 diff er e nt r ati o s 

of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c as ei n w er e t est e d:  

➢  S a m pl e 1: c ( Pr P) = 2. 4 m g/ ml ( 1 0 4 μ M), c ( β -c as) = 0. 6 m g/ ml ( 3 3 μ M). R ati o 
Pr P: β -c as = 4: 1  

➢  S a m pl e 2: c ( Pr P) = 2 m g/ ml ( 8 7 μ M), c ( β -c as) = 1 m g/ ml ( 5 5  μ M). R ati o Pr P: 
β -c as = 2: 1  

➢  S a m pl e 3: c ( Pr P) = 1. 5 m g/ ml ( 6 5 μ M), c ( β -c as) = 1. 5 m g/ ml ( 8 2. 5 μ M). 
R ati o Pr P: β -c as = 1: 1  
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Fir st t h e s a m pl es w er e a n al y z e d f or t h e n u m b er of a m yl oi d str u ct ur es b y t h e 

fl u or es c e n c e of t hi ofl a vi n T. 

 
Fi g. 6 1. Fl u or e s c e n c e s p e ctr o s c o p y of c o a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c a s ei n i n diff er e nt 

r ati o s wit h t hi ofl a vi n T. 

Us e d pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d f or 3 d a ys wit h o ut r e d u ci n g β -c as ei n. T h e t ot al pr ot ei n c o n c e ntr ati o n i n t h e 

s a m pl es i s 3 m g / ml. I n c u b ati o n 1 h at 9 4 o C.  

As a r es ult, t h e m e as ur e d fl u or es c e n c e i n t h e s a m pl es  of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -

c as ei n, r e g ar dl ess of pr ot ei ns r ati o, b e c a m e l o w er t h a n t h e c o ntr ol o n e i n t h e 

pr e p ar ati o n of is ol at e d pri o n pr ot ei n, b ut a d di n g o n e of t h e pr ot ei ns t o t h e s a m pl e wi t h 

ot h er r e a d y -m a d e c o m p o n e nts r es ult e d i n i nst a nt a n e o us t ur bi dit y of t h e s a m pl e u ntil 

pr ot ei n pr e ci pit ati o n. Pr o b a bl y, it w as t h e pr e ci pit ati o n of pr ot ei ns t h at c o m pli c at e d t h e 

m e as ur e m e nt of t h e fl u or es c e n c e of t h e d y e a n d l e d t o a d e cr e as e i n t h e m e as ur e d 

fl u or es c e n c e of t hi ofla vi n e T i n t h e s a m pl e wit h a 2: 1 pr ot ei n r ati o. I n t his r e g ar d, t h e 

s a m pl es w er e a n al y z e d i n m or e d et ail b y t h e m et h o d of fl u or es c e n c e mi cr os c o p y.  

C o n diti o ns f or fl u or es c e n c e mi cr os c o p y: s (t ot al pr ot ei n) = 1. 5 m g/ ml, s ( T h T) = 2 m M 

i n Tris-H Cl b uff er 2 0 m M p H 7. 5. λ ( e x c) = 4 4 0 -4 8 0 n m, Δ λ (fl u o) > 4 9 0 n m.  
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А )  B )  C )  D )  

Fi g. 6 2. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of c o a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c a s ei n i n a 4: 1 r ati o.  

A ( e x p o s ur e  1 6 ms) - i ns ul at e d t h er m o-a g gr e g at e d Pr P;  B ( 2 0 0 m s) - c o -a g gr e g at e d Pr P a n d β -c as ei n; B ( 1 6 

ms) - a mi xt ur e of Pr P a n d gl y c at e d β -c a s ei n b ef or e t h er m o a g gr e g ati o n; G ( 1 2 0 ms) - t h er m all y a g gr e g at e d 

Pr P a n d gl y c at e d β -c as ei n. I n c u b ati o n 1 h at 9 4 o C. S c al e b ar 1 0 0 mi cr o ns.  

А )    B )   

Fi g. 6 3. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of c o a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c a s ei n i n a 2: 1 r ati o.  

I n e a c h s a m pl e, 2 a g gr e g at e p o p ul ati o ns w er e f o u n d, a n d t h er ef or e mi cr o gr a p hs ar e gr o u p e d i n p airs. A 

( e x p os ur es of 1 2 a n d 5 0 m s) is a mi xt ur e of Pr P a n d gl y c at e d β-c a s ei n pri or t o t h er m o a g gr e g ati o n; B, ( 5 a n d 

4 5 ms) - t h er m o-a g gr e g at e d Pr P a n d gl y c at e d β -c as ei n.  

I n c u b ati o n 1 h at 9 4o C. S c al e b ar 1 0 0 mi cr o ns.  

А )   B )   

Fi g. 6 4. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of c o a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c a s ei n i n a 1: 1 r ati o. 

I n e a c h s a m pl e, 2 a g gr e g at e p o p ul ati o ns w er e f o u n d, a n d t h er ef or e mi cr o gr a p hs ar e gr o u p e d i n p airs. A 

( e x p os ur es 3 3 a n d 6 8 ms) - a mi xt ur e of Pr P a n d gl y c at e d β -c a s ei n b ef or e t h er m o a g gr e g ati o n; B, ( 5 0 a n d 3 8 

ms) - t h er m o-a g gr e g at e d Pr P a n d  gl y c at e d β -c as ei n.  

I n c u b ati o n 1 h at 9 4o C. S c al e b ar 1 0 0 mi cr o ns.  

Fl u or es c e n c e m i cr os c o p y r e v e al e d t h at t h e s a m pl es c o nt ai n e d t w o fr a cti o ns of 

a g gr e g at es: l ar g e a m or p h o us, wit h p o orl y visi bl e fi br o us p eri p h eri c al str u ct ur es , a n d 

s p e cifi c  s pir al -li k e o n es, wit h t h e l e n gt h of t h e l att er i n cr e as e d b y 1. 5 -2 ti m es i n 

c o m p aris o n wit h t h os e of is ol at e d gl y c at e d β -c as ei n. T hi ofl a vi n T fl u or es c e n c e i n all 
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t y p es of a g gr e g at es is hi g h er t h a n wit h  i s ol at e d gl y c at e d β-c as ei n. T h e n u m b er of 

s pir al -li k e a g gr e g at es i n t h e  pr es e n c e of Pr P  i n cr e as e d c o m p ar e d wit h is ol at e d β-

c as ei n, h o w e v er, a n e x c ess of Pr P m a d e s p e cifi c a g gr e g ati o n b y a n o v er w h el mi n g 

pr o c ess —  s p e cifi c gl y c at e d β -c as ei n di d n ot f or m s pir al str u ct ur es.  

As i n c as e of is ol at e d gl y c at e d β -c as e i n, a t est f or t h e n e e d f or t hi ofl a vi n T t o f or m 

s p e cifi c str u ct ur es  w as m a d e.  

А )  B )  

Fi g. 6 5. O pti c al mi cr o s c o p y of c o a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c a s ei n i n a 1: 1 r ati o. 

C ol or ati o n w a s n ot u s e d.  

A - t est wit h c as ei n, gl y c at e d f or 2 d a ys wit h o ut r e d u ci n g a g e nt, B - t est wit h c a s ei n, gl y c at e d f or 3 d a ys 

wit h o ut r e d u ci n g a g e nt. S c al e b ar 1 0 0 mi cr o ns.  

As i n t h e c as e of gl y c at e d β -c as ei n, t h at s pir al -li k e a g gr e g at es w er e s h o w n t o b e  f or m e d 

o nl y i n t h e pr es e n c e of t hi ofl a vi n T. I n u n st ai n e d s a m pl es, o nl y l ar g e a m or p h o u s 

a g gr e g at es , w h os e m or p h ol o g y d e p e n d e d littl e o n t h e d e gr e e of c as ei n m o difi c ati o n , 

w er e f o u n d.  

T o c o nfir m t h e pr es e n c e of pr ot ei n i n s pir al -li k e a g gr e g at es, t h e s a m pl es w er e st ai n e d 

wit h 1 % ni n h y dri n. St ai ni n g w as p erf or m e d b y a d di ti o n of a dr o p of d y e t o mi cr os c o p y 

s a m pl es , w hi c h w as alr e a d y st ai n e d wit h t hi ofl a vi n T. F or t h e e x p eri m e nt β-c as ei n w as 

us e d, w hi c h w as gl y c at e d f or 3 d a ys wit h s o di u m c y a n o b or o h y dri d e.  



1 2 6  
 

    
А                                                   B                                                    C                                                    D  

Fi g. 6 6. Li g ht ( A a n d C ) a n d fl u or e s c e nt ( B a n d D) mi cr o s c o p y of s pir al a g gr e g at e s of gl y c at e d β-c a s ei n 

aft er st ai ni n g wit h ni n h y dri n.  

Gl y c at e d β -c a s ei n at a c o n c e ntr ati o n of 3 m g / ml w as t h er m all y i n c u b at e d f or 1 h at 9 4 ° C, st ai n e d wit h 

t hi ofl a vi n T at a c o n c e ntr atio n of 2 m M ( A a n d B), a n d t h e n 1 % ni n h y dri n s ol uti o n t o a fi n al d y e 

c o n c e ntr ati o n of 0. 3 % ( C a n d D ). T h e s c al e b ar i s 2 0 0 mi cr o ns.  

Aft er st ai ni n g wit h ni n h y dri n, t h e s pir al a g gr e g at es r et ai n e d t h eir str u ct ur e, as w ell as 

t h e fl u or es c e n c e of t hi ofl a vi n T ass o ci at e d wit h t h e m. I n a d diti o n, i n o pti c al 

mi cr os c o p y  m o d e, t h e a g gr e g at es a c q uir e d a p al e p ur pl e h u e a n d b e c a m e m or e ti g htl y 

t wist e d. Pr o b a bl y, ni n h y dri n c o ntri b ut es t o m or e d e ns e p a c kin g of t h e s pir als d u e t o 

st a c ki n g i nt er a cti o ns wit h a mi n o a ci d r esi d u es, b ot h c o nt ai ni n g c y cli c gr o u ps i niti all y, 

a n d as a r e s ult of gl y c ati o n.  

 

Fi g. 6 7. T h e str u ct ur e of ni n h y d ri n d y e a n d t h e m e c h a ni s m of it s r e a cti o n wit h pr ot ei n α -a mi n o a ci d, 

f oll o w e d b y f or m ati o n of a c ol or e d pr o d u ct.  

I m m u n oc h e mi c al st ai ni n g w as us e d a g ai n t o c o nfi d e ntl y c o nfir m t h e pr es e n c e of 

pr ot ei n i n all t y p es of a g gr e g at es. D u e t o t h e n e e d t o c o n d u ct l a u n d eri n g of u n b o u n d 

a nti b o di es wit h pr es er v ati o n of t hi ofl a vi n T, i n t h e e x p eri m e nt, t h e e x p eri m e nt w as 

p erf or m e d o n a nitr o c ell ul os e m e m br a n e att a c h e d t o a gl ass sli d e.  

T h e c o m p ositi o n of t h e w or k a p pli e d t o t h e m e m br a n e r e m ai n e d t h e s a m e as t h at us e d 
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f or fl u or es c e n c e mi cr os c o p y wit h t hi ofl a vi n T: c  (t ot al pr ot ei n) = 1. 5 m g/ ml, c  ( T h T) 

= 2 m M o n Tris -H Cl b uff er 2 0 m M p H 7. 5. Pri m ar y p ol y cl o n al r a b bit a nti b o di es 

a g ai nst b o vi n e mil k β -c as ei n, o bt ai n e d m a n u all y b y i m m u ni zi n g a r a b bit, w er e us e d 

f or st ai ni n g. T o vis u ali z e t h eir bi n di n g, g o at a nti -r a b bit F B 5 5 5 s e c o n d ar y a nti b o di es 

fr o m T h er m ofis h er w er e us e d. λ ( e x c) = 5 3 0 -5 9 5 n m, Δ λ (fl u o) > 6 1 5 n m.  

Aft er c o nfir mi n g t h e r e q uir e d s p e cifi cit y of t h e a nti b o di es, a t ar g et e x p eri m e nt w as 

c arri e d o ut wit h st ai ni n g of a g gr e g at es of gl y c at e d β -c as ei n, pr e vi o usl y b o u n d t o 

t hi ofl a vi n T. 

   
Fi g . 6 8. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of t h er m o-a g gr e g at e d gl y c at e d β -c a s ei n a n d pri o n pr ot ei n st ai n e d wit h 

a nti b o di e s.  

C o a g gr e g at e d gl y c at e d β -c as ei n a n d pri o n pr ot ei n st ai n e d wit h a nti -r a b bit a nti b o di es. T h er m all y i n c u b at e d 

pr ot ei n s b ef or e i m m u n o c h e mi c al st ai ni n g f or 1 h o ur at 9 4 o C. T h e s c al e b ar is 2 0 0 mi cr o ns i n t h e first t w o 

p h ot o gr a p hs a n d 1 0 0 mi cr o ns i n t h e t hir d.  

As a r es ult, a g gr e g at es st ai n e d wit h a nti -c as ei n a nti b o di es w er e  o bt ai n e d. A n d it 

c o n c er n e d n ot o nl y t h e a m or p h o us fr a cti o n, b ut t h e or d er e d  t o o. B as e d o n t his, o n e 

c o ul d c o nfi d e ntl y ass ert t h at β -c as ei n i s pr es e nt i n b ot h a m or p h o u s a n d s p e cifi c 

a g gr e g at es.  

T h e st u d y of t h e pr o p erti es of s m all ( l ess th a n  1 μ m) pr ot ei n a g gr e g at es w as c arri e d 

o ut b y t h e m et h o d of d y n a mi c li g ht s c att eri n g.  
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А )  B )  

C ) D )  

Fi g. 6 9. T h e di stri b uti o n of c o a g gr e g ati o n pr o d u cts of gl y c at e d β -c a s ei n a n d pri o n pr ot ei n b y p arti cl e si z e. 

D et e cti o n b y d y n a mi c li g ht s c att eri n g.  

A, B - u n c ol or e d s a m pl es, C, D - s a m pl es wit h t hi ofl a vi n T.  

A, B - di stri b uti o n of p o p ul ati o ns b y i nt e nsit y; B, G - di stri b uti o n b y p o p ul ati o n si z e. Us e d β -c a s ei n, gl y c at e d 

f or 2 d a y s wit h o ut r e d u ci n g a g e nt. T h e c al c ul ati o n of t h e r e s ults w as carri e d o ut a c c or di n g t o n u m b er of 

p o p ul ati o n s . 

T h e f or m ati o n of v er y h o m o g e n e o u s a g gr e g at es p o p ul ati o n wit h a h y d r o d y n a mi c 

di a m et er of a b o ut 3 0 0 n m w as o b s er v e d i n a mi xt ur e of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d 

c as ei n. D uri n g t h er m al i n c u b ati o n, t his p e a k is bl ur r e d a n d s hift e d t o a di a m et er of 9 0 

n m, t y pi c al of Pr P S c  pr ot ofi brils.  

I n a d diti o n, it w as c o nsi d er e d n ot e w ort h y a s h ar p t ur bi dit y of t h e s ol uti o n i m m e di at el y 

aft er a d di n g b ot h pr ot ei n s t o t h e mi xt ur e, t h er ef or e, u n d er t h e s a m e c o n diti o ns, a 

s a m pl e w as a n al y z e d wit h t h e a d diti o n of pri o n pr ot ei n t o t h e ot h er wis e alr e a d y 

pr e p a r e d s a m pl e dir e ctl y i n t h e c ell a n d wit h a n i m m e di at e a n al ysi s of p arti cl e 

p o p ul ati o ns. A pr e d o mi n a nt p o p ul ati o n of a g gr e g at es w as dis c o v er e d wit h a 
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h y dr o d y n a mi c di a m et er of a b o ut 1 4 0 n m, gr o wi n g t o ~ 4 0 0 n m u p o n t h e a d diti o n of 

t hi ofl a vi n T. T his is pr o b abl y d u e t o t h e f a ct t h at t hi ofl a vi n T w as a d d e d t o t his s a m pl e 

e v e n b ef or e all t h e pr ot ei ns w er e f o u n d.  

D u e t o n oti c e a bl e c h a n g es i n t h e si z e of a g gr e g at es i n t h e c o a g gr e g ati o n s a m pl e of 

pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c as ei n, t h e pr o c ess w as st u di e d b y t h e D L S m et h o d m or e 

d et ail e d , wit h 4 ti m e p oi nts : b ef or e i n c u b ati o n, aft er 1 5 mi n, 3 0 mi n, a n d 6 0 mi n of 

i n c ub ati o n.  

А )  B )  

Fi g. 7 0. T h e di stri b uti o n of c o a g gr e g ati o n pr o d u cts of gl y c at e d β -c a s ei n a n d pri o n pr ot ei n b y p arti cl e si z e. 

D et e cti o n b y d y n a mi c li g h t s c att eri n g. 

A - di stri b uti o n of p arti cl es o n h y dr o d y n a mi c di a m et er i n a n u n p ai nt e d c o a g gr e g ati o n s a m pl e of pri o n 

pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c as ei n. B - distri b uti o n of p arti cl es al o n g t h e h y dr o d y n a mi c di a m et er i n a s a m pl e of 

c o a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c a s ei n st ai n e d wit h t hi ofl a vi n T. I n c u b ati o n t o o k pl a c e at 

9 4° C f or 1 5, 3 0 a n d 6 0 mi n ut es. T h e c al c ul ati o n of t h e r es ults w as c arri e d o ut a c c or di n g t o t h e n u m b er  of 

p o p ul ati o n s . 

As a r es ult, a s m o ot h tr a nsiti o n of t h e m aj or fr a cti o n of t h e a g gr e g at es fr o m Pr P s p e cifi c 

f or c o a g gr e g ati o n a n d gl y c at e d β-c as ei n 2 0 0 n m  t o t h e o n es, t y pi c al f or pr ot ofi brils 

Pr P S c , w as s h o w n. 

A d diti o n all y t h e i nfl u e n c e of t h es e s m all a g gr e g at es i n a bs or b a n c e w as esti m et e d . 
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Fi g. 7 1. A b s or pti o n of gl y c at e d β -c a s ei n a n d pri o n pr ot ei n mi cr o p arti cl e s  s u s p e n si o n; m e a s ur e m e nt b y 

d y n a mi c li g ht s c att eri n g.  

T h e m e a s ur e m e nt s w er e c arri e d o ut i n s a m pl es s u bj e ct e d t o t h er m al i n c u b ati o n at 9 4 o C f or 1 5, 3 0 mi n ut es 

a n d 1 h o ur.  

As a r es ult, t h e e x p e ct e d s h ar p i n cr e as e i n t h e t ur bi dit y of t h e s ol uti o ns w as d et e ct e d 

i m m e di at el y aft er all t h e c o m p o n e nts w er e a d d e d t o t h e s a m pl e. Duri n g t h er m al 

i n c u b ati o n t ur ni n g t ur bi dit y gr a d u al l y d e cr e as e d . T his is pr o b a bl y d u e t o a d e cr e as e i n 

t h e n u m b er of a g gr e g at es d u e t o t h eir a d h esi o n i nt o l ar g e c o n gl o m er at es. 

C o n cl u si o n: t h e  pri o n pr ot ei n a c c el er at es t h e f or m ati o n of β -c as ei n s pir al -li k e 

a g gr e g at es.  

D et er mi n ati o n of n e c ess ar y c o m p o n e nts f or t h e f or m ati o n of  gl y c at e d β -
c as ei n, pri o n pr ot ei n a n d t hi ofl a vi n T s p e cifi c a g gr e g at es  
As it w as s h o w n  pr e vi o u sl y , t h e pr o b a bilit y of f or m ati o n of s pir al str u ct ur es b y 

gl y c at e d β -c as ei n i n cr e as e d i n t h e pr es e n c e of a pri o n pr ot ei n, i. e. Pr P a cti v at e d t h e 

s p e cifi c a g gr e g ati o n of β -c as ei n, t h e n d e ci d e d t o a n al y z e t h e c o n diti o ns u n d er w hi c h 

t h es e s p e cifi c str u ct ur es ar e f or m ed m or e a cti v el y.  

T h e y d e ci d e d t o st art wit h diff er e nt w a ys of gl y c ati o n of β -c as ei n. T h e i n c u b ati o n ti m e 

( 2 or 3 d a ys) a n d t h e pr es e n c e / a bs e n c e of a r e d u ci n g a g e nt (s o di u m 

c y a n o b or o h y dri d e) v ari e d.  

T h er m o a g gr e g ati o n c o n diti o ns r e m ai n e d pr a cti c all y t h e s a m e.  

➢  I n c u b ati o n ti me: 1 h.  

0

2 0 0 0

4 0 0 0

6 0 0 0

8 0 0 0

1 0 0 0 0

1 2 0 0 0

1 4 0 0 0

1 6 0 0 0
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(
1
0
0
0/

s)

β -c as ei n gl y c . β -c as ei n gl y c .+ 
T h T  

Pr P + β -c as ei n gl y c . Pr P + β -c as ei n 
gl y c .+ T h T  

0     1 5    3 0     6 0             0     1 5     3 0     6 0                    0     1 5    3 0     6 0             0     1 5    3 0     6 0  
                                                                     I n c u b ati o n ti m e ( mi n) 
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➢  T e m p er at ur e: 9 4 o C.  
➢  B uff er: 2 5 m M M E S p H 6. 7 wit h 0. 1 M N a Cl.  

T h e r ati o of pr ot ei ns 1: 1  w as c h os e n.  

T o c o m p ar e t h e distri b uti o n of a g gr e g at es b y si z e a n d t h eir n u m b er, t h e s a m pl es w er e 

a n al y z e d b y d e n at uri n g el e ctr o p h or esis.  

   
Fi g. 7 2. T h er m al a g g r e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d β-c a s ei n gl y c at e d i n diff er e nt w a y s, a n al y si s b y S D S -

el e ctr o p h or e si s:  

0, 1 0, 3 0, 6 0 - ti m e of t h er m al i n c u b ati o n i n mi n ut es. I n all s a m pl es, t h e pri o n pr ot ei n w a s u n m o difi e d. A - 

s a m pl es wit h β -c a s ei n gl y c at e d f or 2 d a ys wit h o ut r e d u ci n g a g e nt; B - s a m pl es wit h β -c as e i n gl y c at e d f or 3 

d a ys wit h o ut r e d u ci n g a g e nt. С - s a m pl es wit h β -c as ei n gl y c at e d f or 2 d a ys wit h s o di u m c y a n o b or o h y dri d e; D 

- s a m pl es wit h β -c a s ei n gl y c at e d f or 3 d a ys wit h s o di u m c y a n o b or o h y dri d e. wit h ( N a B H 3 C N) = 3 5 m M. L o w 

m ol e c ul ar w ei g ht gl y c ati o n c o m p o n e nts w er e r e m o v e d b y di al ysis b ef or e i n c u b ati o n.  

H e at i n c u b ati o n f or 1 h o ur at 9 4 o C. 3 % c o n c e ntr ati n g g el, 1 5 % s e p ar ati n g g el, t h e a m o u nt of pr ot ei n p er w ell 

- 1 0 μ g. B ef or e t h e e x p eri m e nt, t h e s a m pl es w er e h e a t e d at 9 6 ° C f or 2-3 mi n ut es.  

A c c or di n g t o  t h e r es ults of el e ctr o p h or esis, t h er m o a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n wit h 

gl y c at e d f or 3 d a ys β -c as ei n i nn o n -r e d u ci n g c o n diti o ns w as t h e m ost a cti v e. 

I n a d diti o n, t o c o nfir m t h e a m yl oi d n at ur e of t h e a g gr e g at es, a n  ass ess m e nt of t h e 

st a bilit y of t h e a g gr e g at es t o pr ot e ol ysis wit h pr ot ei n as e K w as us e d. T o d et e ct t h e 

eff e ct, t h e pr ot e ol ysis c o n diti o ns w er e s o m e w h at alt er e d t o i n cr e as e t h e p er c e nt a g e of 

p r ot e ol ysis: c  ( Pr K) = 0. 2 μ g/ ml, c  ( C a Cl 2) = 5 μ M. I n c u b ati o n tim e w as  1 5 mi n ut es 

at 3 7 ° C.  
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Fi g. 7 3. St a bilit y of t h er m o a g gr e g at e d  pri o n pr ot ei n a n d β -c a s ei n gl y c at e d i n diff er e nt w a y s  f or pr ot ei n a s e 

K d e gr a d ati o n , a n al y si s b y S D S el e ctr o p h or e si s: 

C o nt r ol s a m pl es: 1 - u n m o difi e d β -c as ei n; 2 - β -c as ei n, s u bj e ct e d t o  pr ot e ol ysis. 3 - u n m o difi e d pri o n pr ot ei n, 

4 - pri o n pr ot ei n, s u bj e ct e d t o pr ot e ol y sis. E x p eri m e nt al s a m pl es: A 1 -A 3 - pri o n pr ot ei n wit h β -c a s ei n, gl y c at e d 

f or 2 d a ys wit h o ut r e d u ci n g a g e nt; B 1 -B 3 is a pri o n pr ot ei n wit h β -c as ei n gl y c at e d f or 3 d a ys wit h o ut r e d u ci n g 

a g e nt. C 1 -C 3 - pri o n pr ot ei n wit h β -c as ei n, gl y c at e d  f or 2 d a ys wit h s o di u m c y a n o b or o h y dri d e; D 1-D 3 is a 

pri o n  pr ot ei n  wit h  β -c as ei n  gl y c at e d  f or  3  d a ys  wit h  s o di u m  c y a n o b or o h y dri d e.  

T h er m al i n c u b ati o n f or 1 h o ur at 9 4 o C. F or pr ot e ol y sis: s ( Pr K) = 0. 2 μ g/ ml, s ( C a Cl 2) = 5 μ M. T h e ti m e of 

pr ot e ol y sis i s 1 5 mi n ut es at 3 7 ° C. 3 % c o n c e ntr ati n g g el, 1 5 % s e p ar ati n g g el, t h e a m o u nt of pr ot ei n p er w ell 

- 1 0 μ g. S a m pl es w er e h e at e d at 9 6° C  f or 5 mi n ut es t o bl o c k t h e a cti vit y of pr ot ei n as e K. 

As a r es ul t, t h e st a bilit y of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c as ei n  a g gr e g at es w as s h o w n 

t o b e s o m e w h at i n cr e as e d t h a n t h at of i n di vi d u al pr ot ei ns. 

C o n diti o ns f or fl u or es c e n c e mi cr os c o p y: s ( pr ot ei n) = 1. 5 m g / ml, s ( T h T) = 2. 5 m M 

i n Tris-H Cl b uff er 2 0 m M p H 7. 5. λ ( e x c) = 4 4 0 -4 8 0 n m, Δ λ (fl u o) > 4 9 0 n m.  

 А )     B )   

 C )     D )   
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 E )    F )   

G )     H )   

Fi g. 7 4. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of c o -a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d β -c a s ei n gl y c at e d i n diff er e nt 

w a y s.  

If 2 or m or e fr a cti o n s w er e pr es e nt i n t h e s a m pl e, t h e y ar e pr e s e nt e d i n 2 or m or e p h ot os u n d er t h e s a m e 

l ett er. A, B - 2 d a y gl y c ati o n wit h o ut r e d u ci n g a g e nt, C, D - 2 d a y gl y c ati o n wit h 3 5 m M N a B H 3 C N; E , F  - 3 d a y 

gl y c ati o n wit h o ut r e d u ci n g a g e nt, G ,H  - 3 d a y gl y c ati o n wit h 3 5 m M N a B H 3 C N. A, C , E , G  —  s a m pl es b ef or e 

t h er m al i n c u b ati o n; B, D, F , H  —  s a m pl es aft er t h er m al i n c u b ati o n. I n c u b ati o n 1 h at 9 4 o C. S c al e b ar 1 0 0 µ m, 

e x p o siti o n  1 0 0 ms.  

A c c or di n g t o  r es ults of t h e e x p eri m e nt, t h e pr es e n c e of pri o n prot ei n c o ntri b ut es t o t h e 

f or m ati o n of s pir al-li k e str u ct ur es i n a wi d er r a n g e of c o n diti o ns –  t h e β -c as ei n 

gl y c ati o n w a y n o w h as al m ost n o eff e ct. M or e o v er, t h e a g gr e g at es b e c o m e m u c h 

l o n g er, es p e ci all y if t h e c o a g gr e g ati o n t o o k pl a c e wit h β-c as ei n gl y c at e d wit h s o di u m 

c y a n o b or o h y dr i d e —  v er y l o n g str a n ds wit h a s pir al str u ct ur e w er e f o u n d i n s u c h 

s a m pl es. C o -a g gr e g ati o n wit h c as ei n m o difi e d u n d er n o n -r e d u ci n g c o n diti o ns l e d 

m ai nl y t o t h e f or m ati o n of br a n c h e d a g gr e g at es wit h a s pir al str u ct ur e.  

I n a d diti o n, str u ct ur es w er e o b s er v e d i n t h e s a m pl es, i n w hi c h a bri g htl y fl u or es c e nt 

c or e e m er g e d, fr o m w hi c h t h e t hr e a ds e m a n at e d, fir st str ai g ht, t h e n t wisti n g i n s pir als 

al o n g 1 or m or e a x es, as a g gr e g at es of is ol at e d gl y c at e d β -c as ei n. A p p ar e ntl y, t h es e 

st ell at e  str u ct ur es ar e pr e c urs ors of h eli c al a g gr e g at es.  
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А )    

B )   C )   

Fi g. 7 5. Mi cr o s c o p y of s p e cifi c str u ct ur e s fr o m pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d b y v ari o u s m et h o d s  β -c a s ei n 

c o a g gr e g ati o n.  

F or e a c h pr e p ar ati o n, mi cr o gr a p hs ar e pr e s e nt e d, o bt ai n e d b y m et h o ds of b ot h fl u or e s c e n t a n d cl a ssi c al 

o pti c al mi cr o s c o p y. A – –  gl y c at e d 2 d a ys wit h o ut r e d u ci n g a g e nt, pr ot ei n wit h a si n gl e cl e a ni n g b ef or e 

t h er m al i n c u b ati o n; B - gl y c at e d 2 d a y s wit h N a B H 3 C N pr ot ei n wit h a si n gl e p urifi c ati o n aft er 

t h er mi ci n u b ati o n; B - gl y c at e d f or 3 d a ys w it h N a B H3 C N pr ot ei n wit h a si n gl e p urifi c ati o n pri or t o t h er m al 

i n c u b ati o n; I n c u b ati o n 1 h at 9 4o C. S c al e  b ar  1 0 0 µ m , e x p o siti o n  1 0 0 ms . 

I n pri o n pr ot ei n s a m pl es wit h gl y c at e d a n d β-c as ei n s a m pl es c ol or e d b y c o n g o r e d, 

mi c ell e -li k e str u ct ur es w er e f o u n d pri or t o t h eir j oi nt t h er m o a g gr e g ati o n, w hi c h 

dis a p p e ar e d d uri n g h e ati n g. S o m e of t h e m e v e n h a d a mil d tri a n g ul ar s h a p e. S pir al 

a g gr e g at es,  as i n t h e c as e of is ol at e d gl y c at e d β -c as ei n, w er e n ot f o u n d.  

А )  B )  

Fi g. 7 6. O pti c al mi cr o s c o p y of c o a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d a n d a d diti o n all y p urifi e d β -

c a s ei n.  

A n d –  s a m pl e b ef or e h e at tr e at m e nt ; B –  s a m pl e aft er h e at tr e at m e nt . I n c u bati o n 1 h at 9 4 o C. C ol or 2 m M 

C o n g o r e d. S c al e b ar 1 0 0 mi cr o ns.  

A n i n cr e as e of s p e cifi c β -c as ei n a g gr e g at es n u m b er i n t h e pr es e n c e of a pri o n pr ot ei n 

all o w e d u s t o s u g g est t h at s u c h c o n diti o ns w o ul d f a cilit at e t h e f or m ati o n of si mil ar 
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a g gr e g at es f or ot h er c o n diti o ns, i n p arti c ul ar, a diff er e nt gl y c ati n g a g e nt. As a n 

al t er n ati v e a n d a g e nt alr e a d y t est e d f or gl y c ati o n a n d s u bs e q u e nt a g gr e g ati o n of β -

c as ei n, m et h yl gl y o x al w as s el e ct e d.  

А )     B )  

C )     D )   

Fi g. 7 7. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of  pri o n p r ot ei n a n d gl y c at e d wit h m et h yl gl y o x al f or diff er e nt ti m e s β -

c a s ei n c o -a g gr e g ati o n.  

If 2 fr a cti o ns w er e pr es e nt i n t h e s a m pl e, t h e y ar e pr es e nt e d i n 2 p h ot os u n d er o n e l ett er. A, B - β -c as ei n, 

gl y c at e d f or 1 h; C, D - β -c as ei n, gl y c at e d f or 2 4 h o urs pri or  t o t h er m o a g gr e g ati o n. A, C - s a m pl es b ef or e 

t h er m al i n c u b ati o n, B, D - gl y c ati o n aft er t h er m al i n c u b ati o n. S c al e b ar 1 0 0 µ m, e x p o siti o n  5 0 -8 0 ms.  

As a r es ult, s o m e str u ct ur es of a s p e cifi c f or m w er e o bt ai n e d (f or e x a m pl e, i n Fi g. 7 7 A 

a n d B), h o w e v er, m or p h ol o gi c all y disti n ct s pir al -s h a p e d a g gr e g at es w er e n ot f o u n d , 

a n d t h e l o n g er t h e ti m e s p e nt o n gl y c ati o n of β -c as ei n, t h e f e w er w er e t h er e a n y s p e cifi c 

f or ms. T hT  fl u or es c e n c e i n t his c as e w as v er y bri g ht. 

At t h e e n d of t his st a g e of w or k, it w as d e ci d e d t o st u d y t h e i nst a nt c o -a g gr e g ati o n of 

Pr P a n d gl y c at e d β -c as ei n. Vis u all y, fr o m t h e v er y first e x p eri m e nts o n t h e 

c o a g gr e g ati o n of t h es e pr ot ei ns, it w as o b s er v e d t h at t h e a d diti o n of a n y of t h e pr ot ei ns 

t o t h e r est of t h e fi nis h e d s a m pl e l e d t o a t ur bi dity of t h e s ol uti o n wit hi n a f e w s e c o n d s. 

M or e o v er, l ar g e a m or p h o us a g gr e g at es, s e e n i n t h e s a m pl e wit h t h e Pr P: β -c as = 2: 1 

r ati o, w er e als o f or m e d al m ost i nst a nt a n e o usl y. T h er ef or e, usi n g fl u or es c e n c e 

mi cr os c o p y, w e st u di e d t h e pr o c ess of i nst a nt c o a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d 

gl y c at e d β -c as ei n.  
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T o st u d y t h e p r o c ess of i nst a nt a g gr e g ati o n, o n e of t h e pr ot ei ns w as a d d e d t o t h e 

ot h er wis e fi nis h e d s a m pl e  dir e ctl y o n a mi cr os c o p e sli d e.  

А )   B )  C )  

Fi g. 7 8. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of c o a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c a s ei n i n a 1: 1 r ati o.  

A - a s a m pl e st u di e d i m m e di at el y aft er pri o n pr ot ei n a d di ti o n t h e a n d n ot u n d er g oi n g st ai ni n g; B - s a m pl e, 

st u di e d i m m e di at el y aft er pri o n pr ot ei n a d di ti o n a n d f ut h er st ai ni n g wit h t hi ofl a vi n T t o c o n c e nt r ati o n 2 m M; 

B —  a s a m pl e st u di e d o n 1 2 h o urs aft er a d di n g  t h e pri o n pr ot ei n a n d st ai ni n g wit h t hi ofl a vi n T t o 

c o n c e ntr ati o n of 2 m M; f or 1 2 h o urs t h e s a m pl e w as st or e d at + 4° C. T h e s c al e b ar is 1 0 0 μ m, t h e s h utt er 

s p e e d f or p h ot os wit h fl u or es c e n c e is 7 5  ms.  

Fi br ill ar str u ct ur es n ot pr e vi o usl y s e e n i n s a m pl es i n c u b at e d wit h e p p e n d orfs w er e 

f o u n d i n t h es e s a m pl es. O v er ti m e, t h e str u ct ur e sli g htl y i n cr e as e d i n si z e. At t h e s a m e 

ti m e, t h e y w er e n ot f o u n d i n t h e s a m pl es  st u di e d s e v er al mi n ut es aft er mi xi n g t h e 

pr ot ei ns. Pr o b a bl y, o v er ti m e, t h es e t hr e a ds i nt er a ct b et w e e n t h e ms el v es  f ol ds i nt o 

l ar g er c o n gl o m er at es. 

A t ur bi di m etri c m e as ur e m e nt of t h e  s ol uti o n s  dis p ersi o n w as als o us e d t o a n al y z e 

i nst a nt c o a g gr e g ati o n. O n s a m pl es of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β-c as ei n mi xt ur e, 

i n c u b at e d f or at l e ast m or e t h a n 1 0 mi n ut es, t hat  w as diffi c ult b e c a us e of t h e r a pi d 

f or m ati o n of l ar g e a g gr e g at es t h at i ntr o d u c e d h et er o g e n eit y i n t h e m e as ur e m e nts, 

t h er ef or e t h e pri o n pr ot ei n w as a d d e d j ust b ef or e t h e m e as ur e m e nt. At t h e s a m e ti m e, 

t h e eff e ct of t hi ofl a vi n T o n s u c h a g gr e g ati o n w as t est e d c o m p ar e d wit h si mil ar 

c o n diti o ns wit h o ut a d y e. Si mil arl y, w e esti m at e d t h e c o ntri b u ti o n of t h e s m all est 

p arti cl es (l ess t h a n 1 mi cr o n) t o t h e a bs or pti o n of s a m pl es a c c or di n g t o t h e D L S r es ult s.  
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Fi g. 7 9. A b s or pti o n of a s u s p e n si o n of mi cr o p arti cl e s of gl y c at e d β -c a s ei n a n d t h eir mi xt ur e, j u st pr e p ar e d 

a n d s u bj e ct e d t o t h er m o a g gr e g ati o n;  m e a s ur e m e nt b y d y n a mi c li g ht s c att eri n g.  

U n c ol or e d - pr e p ar ati o ns wit h o ut t h e a d diti o n of a fl u or es c e nt d y e; T h T  pr e s e n c e - pr e p ar ati o ns st ai n e d wit h 

t hi ofl a vi n T. B et a-gl y c - a s a m pl e wit h gl y c at e d β -c a s ei n. Pr P + B et a -gl y c - a s a m pl e wit h c o a g gr e g ati o n of 

pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c a s ei n, Pr P + B et a -gl y c i m m e d - a s a m pl e t h at w as n ot s u bj e ct e d t o t h er m al 

i n c u b ati o n, i n w hi c h m e a s ur e m e nts w er e p erf or m e d i m m e di at el y aft er pr e p ar ati o n. H e at  i n c u b ati o n w as  

c arri e d  o ut  at  9 4 o C  f or 1 h . 

As a r es ult, f ast a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c as ei n i n t h e mi xt ur e w as 

c o nfir m e d, a n d, a c c or di n g t o  t h e t ur bi dit y m e as ur e m e nts , a g gr e g ati o n i n t h e mi xt ur e 

w as m u c h m or e a cti v e t h a n is ol at e d gl y c at e d β -c as ei n wit h a d y e. Wit h t hi ofl a vi n T, 

t ur bi dit y i niti all y i n cr e as e d d u e t o s p e cifi c a g gr e g ati o n, it d e cr e as e d sli g htl y wit h ti m e, 

w hi c h is pr o b a bl y d u e t o t h e f or m ati o n of  l ar g e a g gr e g at es, w hi c h l e a ds t o a d e cr e a s e 

i n t h eir n u m b er. 

C o n cl u si o n: t h e pr es e n c e of pri o n pr ot ei n e xt e n d s t h e r a n g e of c o n diti o ns i n w hi c h 

gl y c at e d β -c as ei n f or ms h eli c al a g gr e g at es.  

C o n cl u si o n: o nl y gl y c ati o n of β -c as ei n wit h D -gl u c os e e ns ur es t h e f or m ati o n of h eli c al 

a g gr e g at es, a n d t h e pri o n pr ot ei n d o es n ot c a n c el t his r e q uir e m e nt.  

C o a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c as ei n i n t h e pr es e n c e of 
c ert ai n a nti -a m yl oi d li g a n ds  
Aft er c o nfir mi n g t h e mi xt ur e of t h e st u di e d pr ot ei ns t o f or m s p e cif i c a g gr e g at es, w e 

d e ci d e d t o d et er mi n e t h e eff e ct of c ur c u mi n a n d 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d as a nti -

a m yl oi d li g a n ds o n t h e c o a g gr e g a ti o n of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β-c as ei n a n d t h e 

f or m ati o n of u ni q u e str u ct ur es b y t h e m. 

2 4 9 4, 1 3 7 9 8, 82 4 5 4, 6 1 8 6 6, 21 4 9 7 7, 3 1 3 6 0 0, 98 5 6 7 7 1 7 7, 7

1 0 2 9 9 1, 5

2 1 6 0 5 0, 7

0

5 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0

1 5 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0

2 5 0 0 0 0

u n c ol or e d T h T pr es e n c e

De
ri

ve
d 

c
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e 
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)

B et a- gl y c 0 B et a- gl y c 6 0 Pr P + B et a- gl y c 0 Pr P + B et a- gl y c 6 0 Pr P + B et a- gl y c i m m e d
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T h er m o a g gr e g ati o n c o n diti o ns r e m ai n e d t h e s a m e.  

C o m bi n ati o ns of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c as ei n r e m ai n e d t h e s a m e as t h e y w er e 

w h e n st u d yi n g t h e c o a g gr e g ati o n o f t h es e pr ot ei ns wit h o ut li g a n ds: 

➢  S a m pl e 1: c ( Pr P) = 2. 4 m g/ ml ( 1 0 4 μ M), c ( β -c as) = 0. 6 m g/ ml ( 3 3 μ M). T h e 
r ati o of Pr P: β-c as = 4: 1  

➢  S a m pl e 2: c ( Pr P) = 2 m g/ ml ( 8 7 μ M), c ( β -c as) = 1 m g/ ml ( 5 5 μ M). T h e r ati o 
of Pr P: β -c as = 2: 1  

➢  S a m pl e 3: c ( Pr P) = 1. 5 m g/ ml ( 6 5 μ M), c ( β-c as) = 1. 5 m g/ ml ( 8 2. 5 μ M). T h e 
r ati o of Pr P: β-c as = 1: 1  

Fir st of all, t h e ki n eti cs of t h e pr o c es s w as a n al y z e d b y t h e m et h o d of fl u ori m etr y wit h 

t hi ofl a vi n T st ai ni n g. 

A) B)   

Fi g. 8 0. Fl u or e s c e n c e s p e ctr o m etr y of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c a s ei n i n diff er e nt r ati o s c o a g gr e g ati o n 

wit h t hi ofl a vi n T a n d o pti o n all y a nti a m yl oi d li g a n d s.  

A - s a m pl es c o nt ai ni n g pr ot ei n s a n d c ur c u mi n i n t h e r ati o Pr P: c ur = 1: 3 d uri n g t h er m o a g gr e g ati o n; B - s a m pl es 

c o nt ai ni n g pr ot ei n s a n d 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d i n Pr P: D M C A = 1: 3 r ati o d uri n g t h er m o a g gr e g ati o n. 

Us e d c o m bi n ati o ns of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c as ei n: i s ol at e d pri o n pr ot ei n; Pr P: β -c as gl y c = 4: 1 Pr P: β -

c as gl y c = 2: 1; Pr P: β -c as gl y c = 1: 1. T h e t ot al pr ot ei n c o n c e ntr ati o n i n t h e s a m pl es is 3 m g / ml. I n c u b ati o n 1 

h at 9 4 o C.  

As a r es ult, it w as s h o w n t h at t h e m e as ur e d fl u or es c e n c e b e c a m e l o w er t h a n i n t h e 

p r e p ar ati o n of is ol at e d pri o n pr ot ei n, b ut a d di n g o n e of t h e pr ot ei ns t o t h e s a m pl e wit h 

ot h er r e a d y -m a d e c o m p o n e nts still s h o w e d i nst a nt a n e o us t ur bi dit y of t h e s a m pl e u ntil 

pr ot ei n pr e ci pit ati o n, i. e. it w as n ot p o ssi bl e t o c o m pl et el y e x cl u d e a g gr e g ati o n.  
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F urt h er, t h e a g gr e g ati o n pr o c ess w as st u di e d i n m or e d et ail b y t h e m et h o d of 

fl u or es c e n c e mi cr os c o p y wit h t h e s a m e t hi ofl a vi n T. C o n diti o ns f or fl u or es c e n c e 

mi cr os c o p y r e m ai n e d u n c h a n g e d.  

A )  B )  C )  D )  

Fi g. 8 1. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of c o a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c a s ei n i n a 4: 1 r ati o.  

A ( 1 6 m s e x p ositi o n) - a mi xt ur e of Pr P a n d gl y c at e d β -c as ei n b ef or e t h er m o a g gr e g ati o n; B, ( 1 2 0 ms) - 

t h er m all y a g gr e g at e d Pr P a n d gl y c at e d β-c as ei n; B ( 6 0 0 ms) - t h er m o-a g gr e g at e d Pr P a n d gl y c at e d β -c as ei n 

wit h c ur c u mi n i n t h e Pr P r ati o: c ur = 1: 3; G - t h er m o s et Pr P a n d β-c as ei n wit h 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d 

i n t h e Pr P: D M C A = 1: 3 r ati o. 

I n c u b ati o n 1 h at 9 4 o C. S c al e b ar 1 0 0 mi cr o ns. 

It w as s h o w n t h at i n t h e pr es e n c e of c ur c u mi n, t h e pr ot ei n a g gr e g at es di d n ot b e c o m e 

s m all er, b ut t h e y b e c a m e si g nifi c a ntl y l es s d e ns e. T h e o p p o sit e sit u ati o n w as o b s er v e d 

i n t h e pr es e n c e of 3, 4-D M C A : t h e a g gr e g at es b e c a m e m u c h s m all er, b ut r et ai n e d a 

hi g h d e nsit y.  

А )     B )   

Fi g. 8 2. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of  c o a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c a s ei n i n a 2: 1 r ati o.  

I n e a c h s a m pl e, 2 a g gr e g at e p o p ul ati o n s w er e f o u n d, a n d t h er ef or e mi cr o gr a p h s ar e gr o u p e d i n p air s. A ( 7 7 

a n d 4 8 ms) - t h er m o-a g gr e g at e d Pr P a n d gl y c at e d β -c as ei n wit h c ur c u mi n i n t h e Pr P r ati o: c ur = 1: 3; B - 

t h er m os et Pr P a n d β-c as ei n wit h 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d i n Pr P: D M C A = 1: 3 r ati o.  

I n c u b ati o n 1 h at 9 4o C. S c al e b ar 1 0 0 mi cr o ns.  

T h e pr es e n c e of a nti -a m yl oi d li g a n ds r a di c all y aff e ct e d t h e c o a g gr e g ati o n of pri o n 

pr ot ei n a n d gl y c a t e d β-c as ei n i n a 2: 1 r ati o. Fir st, it w as p os si bl e t o pr e v e nt t h e 

f or m ati o n of h u g e a g gr e g at es, t h e r e m ai ni n g c o n gl o m er at es w er e s m all er ( es p e ci all y 

wit h D M C A ), a n d m u c h m or e dis p ers e d  ( wit h c ur c u mi n). I n a d diti o n, t h e s pir al 
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a g gr e g at es i n t h e pr es e n c e of  li g a n ds eit h er b e c a m e fi n er a n d d ef or m e d, or, as i n t h e 

c as e of ci n n a mi c a ci d, pr a ct i c all y di d n ot f or m. 

А )    B )   

Fi g. 8 3. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of c o a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c a s ei n i n a 1: 1 r ati o.  

I n e a c h s a m pl e, 2 a g gr e g at e p o p ul ati o n s w er e f o u n d, a n d t h er ef or e mi cr o gr a p h s ar e gr o u p e d i n p air s. A ( 2 2 

a n d 1 1 3 ms) - t h er m o-a g gr e g at e d Pr P a n d gl y c at e d β -c as ei n wit h c ur c u mi n i n t h e Pr P r ati o: c ur = 1: 3; B - 

c o a g gr e g at e d Pr P a n d β -c as ei n wit h 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d i n t h e Pr P : D M C A = 1: 3 r ati o. 

I n c u b ati o n 1 h at 9 4o C. S c al e b ar 1 0 0 mi cr o ns.  

A si mil ar sit u ati o n is o b s er v e d i n t h e a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c as ei n 

i n a 1: 1 r ati o. C ur c u mi n l e a ds t o l o os e ni n g of d e ns e a g gr e g at es a n d l e a ds t o 

d ef or m ati o n of s pir al  str u ct ur es, 3, 4 -D M C A  al m ost c o m pl et el y s u p pr ess e d t h e 

f or m ati o n of s pir al a ggr e g at es, h o w e v er, i n its pr es e n c e l ar g e a g gr e g at es t ur n e d fr o m 

l ar g e d e ns e l u m ps i nt o c o n gl o m er at es fr o m s m all ( ~ 8 0 0 n m i n di a m et er) b alls. 

I n a d diti o n, pr ot ei n a g gr e g ati o n w as a n al y z e d b y d e n at uri n g el e ctr o p h or esis.  

А )  B )  
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C )  

Fi g. 8 4. A n al y si s of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c a s ei n c o a g gr e g ati o n i n t h e pr e s e n c e of c ur c u mi n . S D S -

el e ctr o p h or e si s  a n al y si s . 

G el A is t h e Pr P: β -c as gl y c = 4: 1 pr ot ei n r ati o: A 1 -A 3 s a m pl es ar e i n c u b at e d wit h o ut li g a n ds, B 1 -B 3 ar e 

i n c u b at e d wit h c ur c u mi n. B - Pr P: β -c as gl y c = 2: 1 pr ot ei n r ati o: C 1 -C 3 s a m pl es - i n c u b ati o n wit h o ut li g a n d s; 

D 1 -D 3 - i n c u b ati o n wit h c ur c u mi n. B - Pr P: β -c as gl y c = 1: 1 pr ot ei n r ati o: E 1 -E 3 s a m pl es - i n c u b ati o n wit h o ut 

lig a n d s, F 1 -F 3 - i n c u b ati o n wit h c ur c u mi n. I n e a c h gr o u p wit h al p h a n u m eri c d esi g n ati o n, s a m pl es 1, 2, 3 

c orr es p o n d t o i n c u b ati o n of 0, 3 0 mi n ut es or 1 h o ur at 9 4 o C. S a m pl es i n di c at e d o nl y b y n u m b ers: 1 - is ol at e d 

pri o n pr ot ei n b ef or e h e at tr e at m e nt, 2 - is ol ate d pri o n pr ot ei n aft er h e at tr e at m e nt. T h e t ot al pr ot ei n 

c o n c e ntr ati o n i n t h e s a m pl es is 3 m g/ ml.  

T h e pr es e n c e of c ur c u mi n l e d t o a sli g ht d e cr e as e i n t h e i nt e n sit y of t h e b a n d s of s m all 

a g gr e g at es, b ut t h e y f ail e d t o s u p pr ess t h e f or m ati o n of l ar g e a g gr e g at es u n a bl e t o e nt er 

t h e c o n c e ntr ati n g g el. 

  
Fi g. 8 5. A n al y si s of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c a s ei n c o a g gr e g ati o n i n t h e pr e s e n c e of 3, 4 -

di m et h o x y ci n n a mi c a ci d . S D S -el e ctr o p h or e si s  a n al y si s . 

S a m pl es c o nt ai ni n g 3, 4 -D M C A: A 1 -A 3 - t h e r ati o of Pr P pr ot ei n s: β-c as gl y c = 4: 1, B 1 -B 3 - t h e r ati o of Pr P 

pr ot ei n s: β -c as gl y c = 2: 1; C 1 -C 3 - Pr P: β -c as gl y c = 1: 1 pr ot ei n r ati o. I n all s a m pl es wit h al p h a n u m eri c 

d esi g n ati o n, t h e n u m b ers 1, 2, 3 c orr es p o n d t o i n c u b ati o n f or 0, 3 0 mi n ut es or 1 h o ur at 9 4 o C. S a m pl es wit h 

n u m eri c al d esi g n ati o n: 1 - u n m o difi e d β -c as e i n, 2 - pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c as ei n i n a 1: 1 r ati o b ef or e 

t h er m al i n c u b ati o n, 3 - pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c as ei n i n a 1: 1 r ati o aft er 1 h of h e at tr e at m e nt; 4 - 

u n m o difi e d pri o n pr ot ei n.  

T h e pr es e n c e of D M C A  r es ult e d i n a d e cr e as e of  l ar g e ag gr e g at es u n a bl e t o e nt er t h e 

g el n u m b er, b ut i nst e a d  of t h at , t h e p er c e nt a g e of dis p ers e d fr a cti o n m o vi n g u nif or ml y 
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al o n g t h e s e p ar ati n g g el, i. e. c o nsisti n g of a g gr e g at es s m all er i n si z e t h a n l ar g e 

p arti cl es, b ut l ar g er t h a n m o n o m eri c pr ot ei n, i n cr e as e d. 

C o n cl u si o n: c ur c u mi n s u p pr ess es a g gr e g ati o n of pr ot ei ns as a w h ol e b ett er; 3, 4 -D M C C 

pr e v e nts a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n b ett er, i n cr e asi n g t h e s h ar e of gl y c at e d β -c as ei n 

r e d u c es its eff e cti v e n ess. 

C o n cl u si o n: T h e pr es e n c e of a nti -a m yl oi d li g a n ds pr e v e nts  t h e f or m ati o n of h eli c al 

a g gr e g at es.  

P a rt 5. T h e eff e ct of gl y c ati o n o n t h e p r o p e rti es of s h e e p p ri o n p r ot ei n  

D et er mi n ati o n of t h e d e gr e e of pri o n pr ot ei n gl y c ati o n  
Aft er e x p eri m e nts t o d et er mi n e i nfl u e n c e of gl y c ati o n o n t h e pr o p erti es of a pr ot ei n 

c a p a b l e of s u p pr essi n g p at h o g e ni c a g gr e g ati o n, w e  d e ci d e d t o i n v esti g at e w h at eff e ct 

t h e s a m e m o difi c ati o n w o ul d h a v e o n a m yl oi d o g e ni c pr ot ei n. A r e c o m bi n a nt s h e e p 

pri o n p r ot ei n w as c h os e n as a m o d el o bj e ct, w hi c h w as pr e vi o usl y s u bj e ct e d t o 

gl y c ati o n t o d et er m i n e t h e p ot e nti al f or m ati o n of h eli c al str u ct ur es b y ot h er gl y c at e d 

pr ot ei ns w h e n i nt er a cti n g wit h t hi ofl a vi n T, a n d w hi c h di d n ot f or m t h e m.  

It w as d e ci d e d t o a p pl y t h e gl y c ati o n c o n diti o n s si mil ar t o t h os e us e d f or β-c as ei n, b ut 

wit h a r e d u c e d pr ot ei n c o n c e ntr ati o n, i n vi e w of t h e t e n d e n c y of Pr P t o u n d er g o 

a g gr e g ati o n n ot r el at e d t o gl y c ati o n. F or t h e s a m e r e as o n s, t h e gl y c ati o n ti m e w as 

r e d u c e d t o 1 d a y. 

B ef or e gl y c ati o n, t h e pri o n pr ot ei n w as diss ol v e d i n 2 0 m M s o di u m a c et at e b uff er, 

si n c e it is u n d er t h es e c o n diti o ns t h at t h e pr ot ei n diss ol v es r e a dil y a n d is pr a cti c all y n ot 

i n cli n e d t o s p o nt a n e o usl y a g gr e g at e. T h e n it w as tr a nsf err e d b y g el filtr ati o n m et h o d 

i nt o 5 0 m M s o di u m b or at e b uff er p H 8. 0, a n d i n t his f or m it w as us e d i n f urt h er 

e x p eri m e nts. T h e pr ot ei n w as diss ol v e d i n t his w a y i m m e di at el y pri or t o t h e 

e x p eri m e nt, i n or d er t o a v oi d r a n d o m a g gr e g ati o n.  
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Gl y c ati o n c o n diti o ns:  

c  ( pr ot ei n) = 1 m g/ ml, c  ( D-gl u c)  = 0. 2 M, s ( N a B H 3 C N) = 3 5 m M. B uff er 5 0 m M N a -
b or at e p H 8. 0.  

T h e i n c u b ati o n ti m e is 1 d a y , t h e t e m p er at ur e is 3 7 ° C. 

Aft er m o difi c ati o n, t h e e ntir e pri o n pr ot ei n w as p urifi e d fr o m l o w m ol e c ul ar w ei g ht 

gl y c ati o n pr o d u cts. D u e t o t h e f a ct t h at t h e r e v ers e p h as e c hr o m at o gr a p h y of Pr P  w as 

h a m p er e d b y t h e pr o b a bilit y of a g gr e g ati o n, it w as n e c ess ar y  t o us e  di al y sis a g ai nst 2 5 

m M M E S p H 6. 7. T h e r es ulti n g s ol uti o n w as c o n c e ntr at e d i n c e ntri c o n s wit h p or es 

p er m e a bl e t o p arti cl es wit h a m o d ul ar m ass of n ot m or e t h a n 1 0 k D a (t h e m ol e c ul ar 

w ei g ht of t h e pri o n pr ot ei n w as 2 3 k D a) u p t o 3 m g / ml, a n d t his s ol uti o n w as alr e a d y 

us e d t o pr e p ar e s a m pl es f or t h er m o a g gr e g ati o n.  

At t h e fir st st a g e of w or k, t h e d e gr e e of Pr P gl y c ati o n w as esti m at e d. T h e n u m b er of 

e arl y gl y c ati o n pr o d u cts w as a n al y z e d b y t h e fr u ct os a mi n e r e a cti o n.  

 

Fi g. 8 6. C o m p ari s o n of e arl y gl y c ati o n pr o d u cts a m o u nt aft er  β -c a s ei n a n d pri o n pr ot ei n m o difi c ati o n b y 

t h e fr u ct o s a mi n e m et h o d. 

A n d t h e a b s ol ut e v al u e of t h e n u m b er of gl y c at e d gr o u ps i n t h e pr ot ei n ; B - t h e p er c e nt a g e of m o difi e d a mi n o 

gr o u ps i n t h e pr ot ei n r el ati v e t o t h e t ot al ( 1 7 gr o u ps i n β -c as ei n, 2 4 gr o u p s i n t h e pri o n pr ot ei n). S a m pl es 

m ar k e d “ gr o u ps m a x ” i n di c at e t h e m a xi m u m p os si bl e gl y c ati o n l e v el of t h e c orr es p o n di n g  pr ot ei n.  

T h e l e v el of pri o n pr ot ei n gl y c ati o n r e a c h e d a p pr o xi m at el y t h e s a m e v al u es as t h at f or 

gl y c at e d β -c as ei n, b ut aft er 1 d a y i nst e a d  of 2. I n a bs ol ut e t er ms, t h e n u m b er of 

gl y c at e d gr o u ps i n t h e pri o n pr ot ei n r e a c h e d a p pr o xi m at el y t h e s a m e v al u es as β -
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c as ei n, aft er 3 d a ys of m o difi c ati o n ( 8 -9 gr o u ps p er 1 pr ot ei n m ol e c ul e). Pr o b a bl y, 

gl y c ati o n sit es i n t h e pri o n pr ot ei n ar e m or e a c c ess i bl e d u e t o t h e mi cr o e n vir o n m e nt. 

T h e a m o u nt of l at e gl y c ati o n pr o d u cts ( A G E) w as m e as ur e d  b y t h eir o w n fl u or es c e n c e.  

 

Fi g. 8 7. C o m p ari s o n of l at e gl y c ati o n pr o d u cts ( A G E) a m o u nt aft er  β -c a s ei n a n d pri o n pr ot ei n m o difi c ati o n 

b y t h eir o w n fl u or e s c e n c e.  

S a m pl es i n v ol v e d: b uff er c o ntr ol; n ati v e β -c as ei n; gl y c at e d 2 d a ys β -c as ei n; u n m o difi e d pri o n pr ot ei n;  1 d a y 

gl y c at e d pri o n pr ot ei n (l a b el “ + ” m e a ns t h e pr es e n c e of s o di u m c y a n o b or o h y dri d e r e d u ci n g a g e nt).  

T h e a m o u nt of l at e gl y c ati o n pr o d u cts i n t h e c as e of t h e pri o n pr ot ei n is pr e di ct a bl y  

l ess t h a n i n t h e s a m pl e wit h β-c as ei n, si n c e t h e m o difi c ati o n ti m e w as m u c h s h ort er.  

C o n cl u si o n: t h e pri o n pr ot ei n is s u c c essf ull y gl y c at e d wit h D -gl u c os e u n d er s el e ct e d 

c o n diti o ns.  

T h e st u d y of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a g gr e g ati o n  
Gl y c at e d pri o n pr ot ei n w a s s u bj e ct e d t o e x a ctl y t h e s a m e h e at -tr e at m e nt pr o c e d ur e as 

β -c as ei n.  

T h e c o n diti o ns of t h er m o a g gr e g ati o n r e m ai n e d t h e s a m e: i n c u b ati o n ti m e u p t o 1 h, 

t e m p er at ur e: 9 4o C. B uff er: 2 5 m M M E S p H 6. 7 wit h 0. 1 M N a Cl.  

Alr e a d y vis u all y, it w as p o ssi bl e t o n oti c e a bl y t ur bi dit y of t h e s a m pl es aft er t h er m al 

i n c u b ati o n, s o t h e a n al ysi s of c h a n g es i n t h e m as a r es ult of h e at tr e at m e nt b e g a n wit h 

d y n a mi c li g ht s c att eri n g.  
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A) B)  

Fi g. 8 8. Di stri b uti o n of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a g gr e g at e s b y p arti cl e si z e. D et e cti o n b y d y n a mi c li g ht 

s c att eri n g.  

T h e distri b uti o n of t h e v ol u m e of p arti cl e s. Gr o u pi n g pi ct ur es b y pr ot ei n i n s a m pl es: A - pri o n pr ot ei n, gl y c at e d 

f or 1 d a y wit h o ut r e d u ci n g a g e nt. B - pri o n pr ot ei n, gl y c at e d f or 1 d a y i n t h e pr e s e n c e of s o di u m b or o h y dri d e.  

A gl y c at e d pri o n pr ot ei nl os es st a bilit y a n d sli g htl y  a g gr e g at es  alr e a d y i n s ol uti o n f or 

t h er m al i n c u b ati o n, b ut t h e m o n o m er fr a cti o n still pr e v ails i n it ( ~ 4. 8 n m), als o a  di m er 

fr a cti o n ( 9 n m) is pr es e nt. Pr ot ei n, gl y c at e d u n d er r e d u ci n g c o n diti ons, s h o ws a sli g htl y 

s m all er p art  of a g gr e g at es t h a n pr ot ei n, w hi c h h as u n d er g o n e m o difi c ati o n wit h o ut 

c y a n o b or o h y dri d e. Aft er t h er m o a g gr e g ati o n, i n c o ntr ast t o t h e u n m o difi e d pr ot ei n, 

w hi c h f or ms a fr a cti o n wit h a di a m et er a b o ut 3 0 n m, gl y c at e d Pr P f or ms p arti cl es ~ 

2 0 0 n m. T h e pr es e n c e of a r e d u ci n g a g e nt l e a ds t o s o m e r e d u cti o n i n t h e si z e of t h e 

a g gr e g at es.  

Aft er t h at, it w as d e ci d e d t o esti m at e t h e t ot al a g gr e g ati o n of t h e pr ot ei n b y  s a m pl es 

t ur bi dit y, a n d s u s pi ci o ns ar os e t h at t h e t urbi dit y c o ul d b e a d d e d u p wit h s p e cifi c 

a bs or pti o n. I n t his r e g ar d, t ur bi dit y a n al ysi s w as p erf or m e d o n a s p e ctr o p h ot o m et er, 

m e as uri n g t h e o pti c al d e nsit y n ot at a p oi nt, b ut at a s e g m e nt of w a v el e n gt hs. At t h e 

s a m e ti m e, it w as p o ssi bl e t o c o m p ar e t h e effi ci e n c y of t ur bi di t y ass ess m e nt of s a m pl es 

usi n g t w o pr ot o c ols at t w o w a v el e n gt hs: 3 2 0 a n d 6 0 0 n m.  
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A) B)   

Fi g. 8 9 A. A b s or pti o n s p e ctr a of gl y c at e d pri o n pr ot ei n s a m pl e s b ef or e a n d aft er t h er m al i n c u b ati o n.  

0 mi n - s a m pl es b ef or e t h er m al i n c u b ati o n, 6 0 mi n - aft er t h er m al i n c u b ati o n. T h e l a b el “ + ” m e a ns t h e 

pr es e n c e of 3 5 m M N a B H 3 C N d uri n g gl y c ati o n, “ -” - its a bs e n c e. Pr P u n m o d is a n u n m o difi e d pr ot ei n. 

I n c u b ati o n 1 h at 9 4o C.  

Fi g. 8 9 B. T h er m o -a g gr e g ati o n of gl y c at e d pri o n pr ot ei n, S D S -el e ctr o p h or e si s a n al y si s.  

A - u n m o difi e d Pr P, B - Pr P, gl y c at e d wit h o ut r e d u ci n g a g e nt, C - Pr P, gl y c at e d wit h N a B H 3 C N. 0 a n d 6 0 - ti m e 

of t h er m al i n c u b ati o n. I n c u b ati o n 1 h at 9 4 o C.  

I n d e e d, a sli g ht i n cr e as e i n o pti c al d e nsit y w as o b s er v e d i n t h e l o n g -w a v el e n gt h z o n e 

of t h e s a m pl es, w hi c h w as n ot f o u n d f or s ol uti o ns pri or t o t h er m al i n c u b ati o n. T h e 

s h a p e of t h e a bs or pti o n s p e ctr a i n t h e r e gi o n of 3 2 0 n m f or all s a m pl es w as 

a p pr o xi m at el y t h e s a m e. I n g e n er al, it w as n oti c e a bl e t h at aft er t h er m al i n c u b ati o n, 

t ur bi dit y of t h e s a mpl es i n c r e as e d m ar k e dl y, b ut if t h e s ol uti o ns w er e s u bj e ct e d t o e v e n 

a bri ef c e ntrif u g ati o n ( wit hi n 5 mi n), t h e a b s or pti o n w as gr e atl y r e d u c e d. S o it c a n b e 

ar g u e d t h at t h e a b n or m all y hi g h  s ol uti o n a bs or pti o n at ~ 6 0 0 n m is ass o ci at e d wit h 

l ar g e pr ot ei n a ggr e g at es . 

T h e t e n d e n c y of t h e pr ot ei n t o a g gr e g at e w as c h e c k e d b y d e n at uri n g el e ctr o p h or esis. 

A cti v e pr ot ei n a g gr e g ati o n w as o b s er v e d e v e n b ef or e h e at tr e at m e nt, p art of t h e b a n d s 

of i nt er m e di at e oli g o m ers dis a p p e ar e d aft er i n c u b ati o n. T h e pri n ci p al diff er e n c e 

b et w e e n a pr ot ei n gl y c at e d wit h or wit h o ut a r e d u ci n g a g e nt is n ot s e e n.  

Fi n all y, t h e m ost i nf or m ati v e m et h o d f or ass essi n g t h e n at ur e of a g gr e g ati o n w as us e d 

- fl u or es c e n c e mi cr os c o p y wit h t hi ofl a vi n T c ol orati o n . 
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А )    B )   

Fi g. 9 0. Mi cr o s c o p y of t h er m o -a g gr e g at e d gl y c at e d pri o n pr ot ei n.  

T h e p h ot o i n e a c h of t h e p airs o n t h e l eft is fl u or es c e n c e mi cr os c o p y wit h t hi ofl a vi n T st ai ni n g, o n t h e ri g ht is 

o pti c al mi cr o s c o p y of t h e pr e p ar ati o n of t h e s a m e s a m pl e wit h o ut st ai ni n g. Us e d pri o n pr ot ei n, gl y c at e d 

wit h a r e d u ci n g a g e nt.  

S ort b y pr ot ei n: A - b ef or e t h er m al i n c u b ati o n, B - aft er 6 0 mi n ut es of t h er m al i n c u b ati o n. S c al e b ar 1 0 0 

mi cr o ns.  

I n t h e s a m pl es of gl y c at e d pr ot ei n, b ot h wit h a n d wit h o ut r e d u ci n g r e a g e nt, o nl y 

a m or p h o us a g gr e g at es w er e f o u n d, w hi c h aft er t h er m o a g gr e g ati o n ar e gr e atl y e nl ar g e d 

a n d c o m p a ct e d. At t h e s a m e ti m e, t h e d e nsit y of a g gr e g at es of gl y c at e d Pr P w as l o w er 

t h a n t h at of u n m o difi e d pr ot ei n, t h er ef or e t hi ofl a vi n T p e n etr at e d i nt o t h eir d e pt h. T h e 

fl u or es ce n c e i nt e nsit y of t h es e a g gr e g at es aft er h e at tr e at m e nt als o i n cr e as e d, b ut n ot 

as m u c h a s t h at of t h e n o n -gl y c at e d pr ot ei n.  

C o n cl u si o n: d uri n g gl y c ati o n, t h e pri o n pr ot ei n pr e d o mi n a ntl y r e m ai ns i n m o n o m eri c 

f or m. 

C o n cl u si o n: D uri n g h e at tr e at m e nt, t h e gl y c at e d pri o n pr ot ei n a g gr e g at es.  

C o a g gr e g ati o n of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d β -c as ei n  
Aft er d et er mi n ati o n  t h e m ai n pr o p erti es of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a g gr e g ati o n, it w as 

d e ci d e d t o j oi ntl y a g gr e g at e it a n d β -c as ei n, b ot h u n m o difi e d a n d gl y c at e d, i n or d er t o 

u n d erst a n d w h et h er a pr ot ei n wit h a nti a g gr e g at or y a cti vit y wit h r es p e ct t o n ati v e Pr P 

c a n dis ass e m bl e t h e gl y c at e d pr ot ei n.  

T h e pr es e n c e a n d pr o p erti es of pr ot ei n a g gr e g at es b e g a n t o b e i n v esti g at e d b y d y n a mi c 

li g ht s c att eri n g. 
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Fi g. 9 1. Di stri b uti o n of a g gr e g at e s of gl y c at e d pri o n pr ot ei n, c o -i n c u b at e d wit h u n m o difi e d β-c a s ei n b y  

p arti cl e si z e. D et e cti o n b y d y n a mi c li g ht s c att eri n g.  

T h e distri b uti o n of t h e n u m b er of p arti cl es. T h e s a m pl es c o nt ai n e d Pr P gl y c. 1 d ( -) - pri o n pr ot ei n, gl y c at e d 

f or 1 d a y wit h o ut r e d u ci n g a ge nt, or Pr P gl y c 1 d ( +) - pri o n pr ot ei n, gl y c at e d f or 1 d a y i n t h e pr e s e n c e of 

s o di u m c y a n o b or o h y dri d e.  

Mi xi n g of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d n ati v e β -c as ei n l e a ds t o i nst a nt a n e o us t ur bi dit y 

of t h e s a m pl e a n d t h e f or m ati o n of a g gr e g at es wit h a di a m et er of 6 0 0 ( wit h o ut r e d u ci n g 

a g e nt) a n d 3 6 0 ( wit h r e d u ci n g a g e nt) n m. D uri n g t h er m al i n c u b ati o n, t h e y f or m h u g e 

a g gr e g at es u n m e as ur a bl e b y t h e D L S m et h o d, h o w e v er, t h e pr ot ei n fr a cti o n c o nti n u es 

t o b e pr es e nt i n t h e s u p er n at a nt, r e a c hi n g e v e n t h e m o n o m eri c f or m. 

T h e sit u ati o n wit h c o a g gr e g ati o n of b ot h gl y c at e d pr ot ei ns w as diff er e nt.  

A) B)  

Fi g. 9 2. T h e di stri b uti o n of a g gr e g at e s of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d β -c a s ei n i n p arti cl e si z e. D et e cti o n b y 

d y n a mi c  li g ht s c att eri n g. 

T h e distri b uti o n of t h e v ol u m e of p arti cl es.  
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Gr o u pi n g pi ct ur es b y pr ot ei n i n s a m pl es: A - pri o n pr ot ei n, gl y c at e d f or 1 d a y wit h o ut r e d u ci n g a g e nt. B - pri o n 

pr ot ei n, gl y c at e d f or 1 d a y i n t h e pr es e n c e of s o di u m b or o h y dri d e. I n all c as es, β -c as ei n gl y c at e d f or 2 d a ys 

wit h o ut r e d u ci n g a g e nt w as u s e d.  

Mi xi n g of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d β -c as ei n l e a ds t o i nst a nt a g gr e g ati o n wit h t h e 

f or m ati o n of l ar g e a g gr e g at es t o o, b ut i n t h e pr es e n c e of a r e d u ci n g a g e nt, p arti cl es ar e 

f or m e d s m all er t h a n t h e y w er e wit h u n m o difi e d β-c as ei n ( 2 5 0 n m). I n a d diti o n, aft er 

t h er m al i n c u b ati o n, u nli k e s a m pl es wit h u n m o difi e d β-c as ei n, t h e m o n o m eri c f or m 

d o es n ot r e m ai n e v e n i n t h e s u p er n at a nt - pr ot ei ns c o m pl et el y a g gr e g at e, a n d t h e 

s ol uti o n c o nt ai ns o nl y f airl y l ar g e p arti cl es wit h a di a m et er of ~ 7 0 0 n m ( pri o n pr ot ei n, 

gl y c at e d wit h o ut r e d u ci n g a g e nt) or wit h a n a d diti o n al fr a cti o n wit h a di a m et e r of ~ 9 0 

n m ( a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n, gl y c at e d wit h a r e d u ci n g a g e nt).  

T h e t ur bi dit y of s a m pl es of is ol at e d gl y c a t e d pri o n pr ot ei n e v e n aft er 

t h er m o a g gr e g ati o n is s m all. I n t h e pr es e n c e of u n m o difi e d β-c as ei n, t ur bi dit y is 

si g nifi c a ntl y i n cr e as e d d u e  t o t h e l ar g e n u m b er of a g gr e g at es t h at c a n n ot b e 

pr e ci pit at e d e v e n b y ultr a c e ntrif u g ati o n. H o w e v er, aft er t h er m o a g gr e g ati o n, all t h es e 

a g gr e g at es sti c k t o g et h er a n d pr e ci pit at e, w hi c h l e a ds t o a s h ar p d e cr e as e i n t h e 

t ur bi dit y of t h e s u p er n at a nt. 
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Fi g. 9 3. A b s or pti o n of pri o n pr ot ei n a n d β -c a s ei n  s u s p e n si o n; m e a s ur e m e nt b y d y n a mi c li g ht s c att eri n g.  

N ot ati o n u s e d: 0 - b ef or e t h er m al i n c u b ati o n, 6 0 - aft er t h er m al i n c u b ati o n. S N  - R es ult o bt ai n e d fr o m t h e 

s u p er n at a nt of t h e s a m pl e. T h e bl a c k b ars ar e t h e c o ntr ol u n m o difi e d pri o n pr ot ei n a n d β -c a s ei n; li g ht gr a y - 

s a m pl es of i s ol at e d gl y c at e d pri o n pr ot ei n; d ar k gr a y b ars - gl y c at e d pri o n pr ot ei n s a m pl es wit h u n m o difi e d 

β -c as ei n; w hit e wit h s h a di n g c ol u m ns - s a m pl es of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d β -c as ei n.  

I n c as e of Pr P wit h gl y c at e d β -c as ei n c o -i n c u b ati o n, t h e i niti al t ur bi dit y t ur ns o ut t o b e 

e v e n hi g h er, a n d t h er m al i n c u b ati o n l e a ds t o its d e cr e as e, b ut n ot t o its dis a p p e ar a n c e. 

S o it c a n b e ar g u e d t h at alr e a d y at t h e fir st c o nt a ct, gl y c at e d Pr P a n d c as ei ns  

c o a g gr e g at e, a n d h e at tr e at m e nt si g nifi c a ntl y s p e e ds u p t his pr o c ess.  

As i n t h e c as e of is ol at e d gl y c at e d β -c as ei n, t h e t ur bi dit y of s a m pl es wit h pr ot ei n 

c o a g gr e g ati o n w as a n al y z e d a n d t h e a bs or pti o n s p e ctr u m w as r e m o v e d i n t h e r a n g e 

fr o m 3 0 0 t o 6 5 0 n m i n or d er t o c a pt ur e t h e t w o m ai n t ur b i dit y m e as ur e m e nts of 3 2 0 

a n d 6 0 0 n m.  
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A)  B)   

Fi g. 9 4. A b s or pti o n s p e ctr a of pri o n pr ot ei n s a m pl e s a n d it s mi xt ur e s wit h u n m o difi e d a n d gl y c at e d β -

c a s ei n b ef or e a n d aft er t h er m al i n c u b ati o n.  

A - s a m pl es wit h i s ol at e d gl y c at e d pri o n pr ot ei n; B - s a m pl es wi t h a mi xt ur e of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d 

u n m o difi e d β -c as ei n; B - s a m pl es wit h a mi xt ur e of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d β -c as ei n. T h e l a b el “ + ” m e a ns 

t h e pr es e n c e of 3 5 m M N a B H 3 C N d uri n g gl y c ati o n, “ -” - its a bs e n c e. I n cu b ati o n 1 h at 9 4 o C.  

T h e hi g h est t ur bi dit y w a s a g ai n o b s er v e d i n s a m pl es of c o -i n c u b at e d gl y c at e d pri o n 

pr ot ei n a n d β -c as ei n. Is ol at e d gl y c at e d β -c as ei n, o n t h e c o ntr ar y, h as t h e l o w est 

t ur bi dit y. U n e x p e ct e dl y, a n i n cr e as e i n o pti c al d e nsit y w as o b s er v e d in t h e l o n g -

w a v el e n gt h  r e gi o n i n s a m pl es of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d u n m o difi e d β -c as ei n aft er 

t h er m al i n c u b ati o n. T his a bs or pti o n dis a p p e ars aft er c e ntrif u g ati o n, s o p er h a ps t his is 

d u e t o t h e fr a cti o n of t h e a g gr e g at es t h at c a n b e r e m o v e d fr o m t h e s ol ut i o n b y 

c e ntrif u g ati o n . 

I n c o n n e cti o n wit h t h e s e p ar ati o n of t h e pr ot ei n i nt o pr e ci pit at e d a n d s ol u bl e fr a cti o ns, 

it w as d e ci d e d t o esti m at e t h e distri b uti o n of pr ot ei n i n t h es e fr a cti o ns usi n g t h e 

Br a df or d m et h o d. It w as s h o w n t h at is ol at e d gl y c at e d pri o n pr ot ei n b y its elf pr a cti c all y 

d o es n ot a g gr e g at e, b ut aft er t h er m al i n c u b ati o n o nl y ~ 1/ 3 of t h e pr ot ei n r e m ai ns i n 

s ol uti o n. T h e pr es e n c e of u n m o difi e d β -c as ei n l e a ds t o t h e i n v ol v e m e nt of ~ 1/ 3 of t h e 

t ot al pr ot ei n i n t h e a g gr e g ati o n b ef or e t h er m o a g gr e g ati o n. Gl y c at e d β-c as e i n c arri es 

al o n g ~ 3 3 % of pr ot ei n i nt o a g gr e g at es. At t h e s a m e ti m e, t h e a m o u nt of pr e ci pit at e d 

pr ot ei n aft er t h er m o a g gr e g ati o n i n all c o m bi n ati o ns is al m ost t h e s a m e, r e g ar dl ess of 

its c o m p o siti o n. 
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Als o, t h e distri b uti o n of pr ot ei n b y  fr a cti o ns of a g gr e g at es w as att e m pt e d t o b e 

e v al u at e d i n d e n at uri n g el e ctr o p h or esis.  

I)  II)  

Fi g. 9 5. A n al y si s of si z e of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a g gr e g at e s aft er m o difi c ati o n a n d c o a g gr e g ati o n wit h β -

c a s ei n. S D S el e ctr o p h or e si s.  

T h e c o m p o siti o n of t h e s a m pl es: A - gl y c at e d p ri o n pr ot ei n; B - gl y c at e d Pr P a n d u n m o difi e d β -c as ei n; C - 

gl y c at e d Pr P a n d β -c as ei n.  

I - gl y c ati o n of pri o n pr ot ei n wit h o ut r e d u ci n g a g e nt; II - pri o n pr ot ei n is gl y c at e d i n t h e pr es e n c e of 3 5 m M 

N a B H 3 C N. Gl y c at e d β -c as ei n i n all s a m pl es is m o difi e d f or 2 d a y s wit h o ut r e d u ci n g a g e nt. Pri o n pr ot ei n w a s 

gl y c at e d f or 1 d a y.  

I n t h e is ol at e d gl y c at e d pri o n pr ot ei n, at l e ast 5 fr a cti o ns w er e o b s er v e d b ef or e 

t h er m o a g gr e g ati o n, c o nsi d eri n g t h e m o n o m er a n d t h e p art of t h e pr ot ei n t h at di d n ot 

e nt er t h e g el, 2 of w hi c h (i nt er m e di at e i n m ol e c ul ar w ei g ht, a bl e t o e nt er t h e 

c o n c e ntr ati n g g el, b ut r et ai n e d at t h e e ntr a n c e t o t h e s e p ar ati n g g el) ar e d e pl et e d d uri n g 

t h er m al i n c u b ati o n. Als o n oti c e a bl e is t h e d e cr e as e i n t h e a m o u nt of m o n o m er of t h e 

pr i o n pr ot ei n aft er h eati n g.  

T h e pr es e n c e of β -c as ei n c o m pl et el y pr e v e nt e d t h e f or m ati o n of gl y c at e d pri o n pr ot ei n 

a g gr e g at es wit h o ut h e at tr e at m e nt; h o w e v er, aft er i n c u b ati o n, t h e pr ot ei ns f or m e d a 

v er y dis p ers e d fr a cti o n, fr o m w hi c h t h e b a n d at ~ 5 0 k D a w a s sli g htl y s e p ar at e d . 

I n b ot h pr e vi o u s c as es, t h e pr es e n c e or a b s e n c e of s o di u m c y a n o b or o h y dri d e di d n ot 

s eri o usl y aff e ct t h e gl y c ati o n of Pr P, b ut t h er e w er e still diff er e n c es b et w e e n t h e 

c o a g gr e g ati o n of gl y c at e d diff er e ntl y pri o n pr ot ei n a n d als o gl y c at e d β -c as ei n. W h e n 

a m o difi e d pr ot ei n wit h a r e d u ci n g a g e nt w as i n v ol v e d i n t h e pr o c ess, t h e a m o u nt of 
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m o n o m ers visi bl e o n t h e g el t ur n e d o ut t o b e gr e at er t h a n i n a s a m pl e wit h a pr ot ei n 

gl y c at e d wit h o ut a r e d u ci n g a g e nt. I n a d diti o n, i n t h e s a m e s a m pl e, a b a n d of 

i nt er m e di ate -m ol e c ul ar a g gr e g at es p ass e d t hr o u g h t h e c o n c e ntr ati n g g el, b ut st u c k o n 

t h e b or d er of t h e s e p ar at or. I n t h e s a m pl e wit h pr ot ei n wit h o ut r e d u ci n g a g e nt, t his 

b a n d is e xtr e m el y p al e.  

T h e pr es e n c e of a m yl oi d str u ct ur es w as c h e c k e d b y fl u ori m etr y wit h t hi ofl a vi n T 

st ai ni n g, b ut t a ki n g i nt o a c c o u nt t h e d at a of s u bs e q u e nt fl u or es c e n c e mi cr os c o p y.  

 
Fi g. 9 6. Fl u or e s c e n c e i nt e n sit y of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d β -c a s ei n, b ot h u n m o difi e d a n d gl y c at e d, 

b ef or e a n d aft er t h er m o a g gr e g ati o n. T hi ofl a vi n T st ai ni n g.  

I n ea c h p ai r, t h e c ol u m n t o t h e l eft a n d li g ht er is t h e fl u or es c e n c e i nt e n sit y pri or t o t h er m al i n c u b ati o n, t o t h e 

ri g ht aft er 1 h of h e at tr e at m e nt. T h e l a b el “ + ” m e a n s t h e pr es e n c e of 3 5 m M N a B H 3 C N d uri n g gl y c ati o n, “ -

” - its a bs e n c e. H e at i n c u b ati o n f or 1 ho ur at 9 4 o C.  

Alt h o u g h t h e fl u or es c e n c e of t hi ofl a vi n T, b o u n d t o t h e gl y c at e d pri o n pr ot ei n, 

i n cr e as es aft er t h er m al i n c u b ati o n, it is l o w er t h a n t h at of t h e u n m o difi e d pri o n pr ot ei n 

a n d e v e n l o w er t h a n t h e fl u or es c e n c e of t h e d y e i n t h e s a m pl e wit h gl y c at e d β -c a s ei n. 

At t h e s a m e ti m e, c o -i n c u b at e d gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d u n m o difi e d β-c as ei n 

tri g g er e d t hi ofl a vi n T f or fl u or es c e n c e, w hi c h is sli g htl y i nf eri or t o t h e fl u or es c e n c e of 

t h e d y e t h at b o u n d t h e n o n-gl y c at e d t h er m o -a g gr e g at e d pri o n. T h e fl u or es c e n c e of t h e 

d y e i n s a m pl es of mi xt ur es of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d β -c as ei n w as n ot s o hi g h, b ut 
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it s e e ms t h at t h e m e a s ur e m e nt of fl u or es c e n c e i n t h e m w as m a d e diffi c ult b y t h e r a pi d 

a d h esi o n a n d pr e ci pit ati o n of pr ot ei n p arti cl es.  

I n s a m pl es of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d u n m o difi e d β -c as ei n, fl u or es c e nt mi cr os c o p y 

w as d o mi n at e d b y s p h eri c al a g gr e g at es, as s e p ar at e o n es, a n d as p art of l ar g e 

c o n gl o m er at es. T h e l ar g e a g gr e g at es, i n t ur n, es p e ci all y aft er t h er m al i n c u b ati o n, 

c o nsist e d of st u c k s m all b alls, t h e fl u or es c e n c e of t h es e c o n gl o m er at es w as bri g ht.  

А )   B )   

C )    D )   

Fi g. 9 8. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of pri o n pr ot ei n a n d β -c a s ei n wit h v ar yi n g d e gr e e s of m o difi c ati o n. 

T hi ofl a vi n T c ol or ati o n.  

T h e p h ot o i n p airs o n t h e l eft is fl u or es c e n c e mi cr o s c o p y wit h t hi ofl a vi n T st ai ni n g, o n t h e ri g ht i s o pti c al 

mi cr os c o p y of t h e pr e p ar ati o n of t h e s a m e s a m pl e wit h o ut st ai ni n g.  

S ort b y pr ot ei n: A, B - pri o n pr ot ei n, gl y c at e d wit h o ut r e d u ci n g a g e nt, a n d u n m o difi e d β -c as ei n; C, D - pri o n 

pr o t ei n, gl y c ate d wit h 3 5 m M N a B H 3 C N, a n d β -c as ei n, gl y c at e d f or 2 d a y s wit h o ut a r e d u ci n g a g e nt.  

S ort b y i n c u b ati o n ti m e: A, B - b ef or e h e at tr e at m e nt, B, D - aft er 6 0 mi n ut es of h e at tr e at m e nt.  

S c al e b ar 1 0 0 mi cr o ns.  

R e g ar dl es s of t h e r e d u ci n g a g e nt pr es e n c e, d uri n g gly c ati o n i n s a m pl es wit h b ot h 

m o difi e d pr ot ei ns 2 t y p es of a g gr e g at es w er e f o u n d: l ar g e a m or p h o u s str u ct ur es a n d 

st u c k s h ort t hr e a ds. T h es e fil a m e nts w er e si mil ar t o s pir al -s h a p e d a g gr e g at es e x c e pt 

t h at t h e y w er e t hi c k, alt h o u g h t h e y h a d t h e pr o p ert y of b ein g f or m e d o nl y i n t h e 

pr es e n c e of a d y e. T h e l ar g e a m or p h o us a g gr e g at es f o u n d w er e as d e ns e as i n t h e c as e 

of c o a g gr e g ati o n of n o n -gl y c at e d Pr P a n d gl y c at e d β -c as ei n. D es pit e t h e f a ct t h at t h e 

t ot al fl u or es c e n c e i nt e nsit y of t hi ofl a vi n T m e as ur e d b y fl u ori m etr y i n t h e m w as 
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w e a k er t h a n i n s a m pl es wit h u n m o difi e d a n d gl y c at e d Pr P, t h e fl u or es c e n c e bri g ht n ess 

of i n di vi d u al a g gr e g at es w as v er y hi g h. Pr o b a bl y d u e t o t h e d e p o siti o n of a g gr e g at es, 

t h eir fl u or es c e n c e w as diffi c ult t o m e as ur e. T h e a m yl oi d n at ur e of t h es e a g gr e g at es is 

p o ssi bl e d u e t o t h e pr es e n c e of Pr P i n t h e m.  

C o n cl u si o n: T h e i nt er a cti o n of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d β -c as ei n l e a ds t o t h e 

f or m ati o n of t h e pr ot ei n m o n o m eri c fr a cti o n, b ut d o es n ot e x cl u d e t h e f or m at i o n of 

a g gr e g at es e nri c h e d wit h a m yl oi d str u ct ur es.  

C o n cl u si o n: gl y c at e d pri o n pr ot ei n c h a n g es t h e i nt er a cti o n of gl y c at e d β -c as ei n wit h 

t hi ofl a vi n T, s u p pr essi n g t h e f or m ati o n of s pir al a g gr e g at es. 

P a rt 6. Eff e ct of a nti -a m yl oi d li g a n ds o n t h e a g g r e g ati o n  of gl y c at e d 

p ri o n p r ot ei n  

T h e i nt er a cti o n of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d a nti -a m yl oi d li g a n ds  
T h e fi n al st a g e of t h e w or k w as t h e a n al ysi s of eff e cti v e a nti -a m yl oi d li g a n ds c ur c u mi n 

a n d 3, 4 -di m et h o x y c i n a mic a ci d eff e ct o n t h e c o a g gr e g ati o n of gl y c at e d pr ot ei ns.  

T h e c h a n g e i n t h e pr o p erti es of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a g gr e g at es i n t h e pr es e n c e of 

li g a n ds be g a n t o b e i n v esti g at e d wit h t h e m et h o d of d y n a mi c li g ht s c att eri n g.  

A)  B)  

Fi g. 9 9. T h e di stri b uti o n of a g gr e g at e s of gl y c at e d pri o n pr ot ei n p arti cl e si z e. D et e cti o n b y d y n a mi c li g ht 

s c att eri n g.  

T h e distri b uti o n of t h e v ol u m e of p arti cl es. T h e l a b el C ur  i n di c at es t h e pr es e n c e i n t h e s a m pl e of c ur c u mi n, 

D M C A  - 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d.  T ht Pr P, gl y c at e d 2 4 h wit h o ut r e d u ci n g a g e nt, w as us e d.  
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A  –  s a m pl es b ef or e h e at -tr e at m e nt, B –  s a m pl es aft er h e at -tr e at m e nt. I n c u b ati o n 1 h at 9 4° C. 

C ur c u mi n st a bili z e d t h e f or m ati o n b y gl y c at e d wit h o ut r e d u ci n g a g e nt pri o n pr ot ei n of 

a g gr e g at es wit h  m o d er at e si z e ( 2 p e a ks ar e disti n g uis h e d at 1 5 0 a n d 7 0 0 n m), w hi c h, 

aft er t h er m al i n c u b ati o n, r e m ai n e d al m ost u n c h a n g e d. 3, 4 -D M C A  si g nifi c a ntl y 

r e d u c e d pr ot ei n a g gr e g ati o n, as a r e s ult, pri or t o t h er m al i n c u b ati o n, it w as 

pr e d o mi n a ntl y i n m o n o m eri c f or m, a n d e v e n aft er w ar mi n g u p, p art of t h e pr ot ei n di d 

n ot a g gr e g at e. S o 3, 4 -D M C A  s h o ws a hi g h er i n hi biti n g eff e ct  a g ai nst 

t h er m o a g gr eg ati o n of gl y c at e d Pr P.  

A) B)   

Fi g. 1 0 0. T h e di stri b uti o n of a g gr e g at e s of gl y c at e d pri o n pr ot ei n p arti cl e si z e. D et e cti o n b y d y n a mi c li g ht 

s c att eri n g.  

T h e distri b uti o n of t h e v ol u m e of p arti cl es. T h e l a b el C ur  i n di c at es t h e pr es e n c e i n t h e s a m pl e of c ur cu mi n, 

D M C A - 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d. A pri o n pr ot ei n gl y c at e d f or 1 d a y wit h  3 5 m M N a B H 3 C N  w as us e d.  

A - s a m pl es b ef or e  t h er m o a g gr e g ati o n; B - aft er t h er m o a g gr e g ati o n. I n c u b ati o n 1 h at 9 4° C.  

U n e x p e ct e dl y, t h e a g gr e g ati o n of gl y c at e d i n t h e pr es e n c e of s o di u m 

c y a n o b or o h y dri d e Pr P w as a cti v at e d b y li g a n ds: t h e p arti cl e di a m et er of t h e is ol at e d 

pr ot ei n aft er t h er m al i n c u b ati o n w as 1 8 0 – 2 0 0 n m, w hil e wit h li g a n ds t h eir di a m et er 

w as 5 0 0 n m.  

T h e r es u lts, o bt ai n e d b y  D L S , c orr el at e wit h t h e pr ot ei n distri b uti o n b et w e e n t h e 

s u p er n at a nt a n d t h e pr e ci pit at e aft er t h er m al i n c u b ati o n. W h e n a g gr e g ati n g Pr P, 

gl y c at e d wit h o ut r e d u ci n g a g e nt, c ur c u mi n a n d 3, 4 -D M C A  i n cr e as e t h e p art  of pr ot ei n 

i n t h e s ol u bl e fr acti o n b y ~ 1 0 %. T h e i nt er a cti o n wit h a pri o n pr ot ei n, gl y c at e d wit h a 
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r e d u ci n g a g e nt, l e a ds t o t h e o p p o site eff e ct - t h e a m o u nt of pr ot ei n i n t h e s u p er n at a nt 

d e cr e as e d b y 5 -1 0 % of t h e t ot al.  

I n t h e c as e of Pr P gl y c at e d wit h a r e d u ci n g a g e nt, t h e li g a n d eff i ci e n c y h as c h a n g e d - 

c ur c u mi n s u p pr ess es pr ot ei n a g gr e g ati o n b ett er i n at l e ast s a m pl es b ef or e h e at 

tr e atm e nt ( aft er it a n d it is us el ess), t h e eff e ct of ci n n a mi c a ci d is al m o st a bs e nt b ot h 

b ef or e a n d aft er h e at tr e at m e nt.  

Als o, t h e eff e ct of li g a n ds o n t h e t h er m o a g gr e g ati o n of gl y c at e d Pr P w as e v al u at e d b y 

t h e r es ults of S D S el e ctr o p h or esis. H o w e v er, t h e si gnifi c a nt eff e ct of li g a n ds o n Pr P 

a g gr e g ati o n w as n ot d et e ct e d b y t his m et h o d.  

T h e m or p h ol o g y of t h e l ar g est a g gr e g at es w as st u di e d b y fl u or es c e n c e mi cr os c o p y 

wit h t hi ofl a vi n  T  st ai ni n g.  

А )     B )   

Fi g. 1 0 1. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of t h er m o a g gr e g ati o n of gl y c at e d pri o n pr ot ei n. T hi ofl a vi n T c ol ori n g.  

S a m pl es wit h pri o n pr ot ei n gl y c at e d wit h o ut r e d u ci n g a g e nt ar e pr es e nt e d.  

S orti n g b y pr ot ei n st at e: o n t h e l eft - b ef or e t h er m al i n c u b ati o n, o n t h e ri g ht - aft er 6 0 mi n ut es of t h er m al 

i n c u b ati o n. 

A n d - s a m pl es wit h c ur c u mi n, B - s a m pl es wit h 3, 4 -D M K K. S c al e b ar 1 0 0 mi cr o ns.  

T h e pr es e n c e of li g a n ds l e a ds t o l o os e ni n g of t h e a g gr e g at es of gl y c at e d pri o n pr ot ei n: 

i nst e a d of d e ns e l ar g e a g gr e g at es, fil m c o n gl o m er at es ar e f or m e d. T h e fl u or es c e n c e 

i nt e nsit y of i n di vi d u al a g gr e g at es d e cr e a s es sli g htl y. T h e pr es e n c e or a b s e n c e of a 

r e d u ci n g a g e nt d uri n g Pr P gl y c ati o n d o es n ot aff e ct t h e m or p h ol o g y of pr ot ei n 

a g gr e g at es i n t h e pr es e n c e of li g a n d s . 

C o n cl u si o n: c ur c u mi n m or e eff e cti v el y s u p pr ess es a m yl oi di z ati o n, a n d 3, 4 -D M C A 

m or e eff e cti v el y s u p pr ess es t h e a g gr e g ati o n of gl y c at e d pri o n pr ot ei n.  
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C o n cl u si o n: 3, 4 -D M C A m or e eff e cti v el y s u p pr ess es a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n, 

gl y c at e d wit h o ut r e d u ci n g a g e nt, c ur c u mi n - o n t h e c o ntr ar y, m or e eff e cti v el y 

s u p pr ess es a g gr e g ati o n of Pr P m o difi e d wit h r e d u ci n g a g e nt.  

Eff e ct of a nti -a m yl oi d li g a n ds o n c o a g gr e g ati o n of gl y c at e d pri o n pr ot ei n 
a n d β -c as ei n  

T h e pr o c es s of t w o pr ot ei ns c o a g gr e g ati o n a n d t h e eff e ct of a nti -a m yl oi d 

li g a n ds, c ur c u mi n a n d 3, 4-di m et h o x y ci n n a mi c a ci d, o n t his pr o c ess b e g a n t o b e st u di e d 

b y c h a n gi n g t h e si z e of a p art of t h e a g gr e g at es wit h a di a m et er of u p t o 1 mi cr o n. 

L ar g er a g gr e g at es w er e us u all y pr e ci pit at e d d uri n g i n c u b ati o n, s o t h e D L S m et h o d w as 

m ai nl y us e d f or s u p er n at a nt a n al ysis.  

A)  B)   

Fi g. 1 0 2. Di stri b uti o n of a g gr e g at e s of gl y c at e d pri o n pr ot ei n, c o -i n c u b at e d wit h u n m o difi e d β-c a s ei n i n 

p arti cl e si z e. D et e cti o n b y d y n a mi c li g ht s c att eri n g.  

T h e distri b uti o n of t h e v ol u m e of p arti cl es. T h e l a b el C ur i n di c at es t h e pr es e n c e i n t h e s a m pl e of c ur c u mi n, 

D M C A  - 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d.  

U n m o difi e d β -c as ei n a n d pri o n pr ot ei n gl y c at e d f or 1 d a y wit h o ut r e d u ci n g a g e nt w er e u s e d. A - s a m pl es 

b ef or e t h er m o a g gr e g ati o n, B - s a m pl es aft er t h er m o a g gr e g ati o n. I n c u b ati o n  1 h  at  9 4° C . 

B ef or e t h er m o a g gr e g ati o n of β -c as ei n a n d pri o n pr ot ei n, gl y c at e d wit h o ut a r e d u ci n g 

a g e nt, li g a n ds d o n ot h a v e a si g nifi c a n t eff e ct, b ut aft er t h er m al i n c u b ati o n, t h e y s e e m 

t o h a v e a n e g ati v e eff e ct. I n s a m pl es wit h o ut li g a n ds, a fr a cti o n of m o n o m eri c pr ot ei ns 

is f or m e d, w hil e c ur c u mi n (t h at w as n’t o b s er v e d f or D M C A)  st a bili z e c ert ai n 

a g gr e g at es wit h a di a m et er 5 0 0 n m.  
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A)   B)  

Fi g. 1 0 3. Di stri b uti o n of a g gr e g at e s of gl y c at e d pri o n pr ot ei n, c o -i n c u b at e d wit h u n m o difi e d β-c a s ei n i n 

p arti cl e si z e. D et e cti o n b y d y n a mi c li g ht s c att eri n g.  

T h e distri b uti o n of t h e v ol u m e of p arti cl es. T h e l a b el C ur  i n di c at es t h e pr es e n c e i n t h e s a m pl e of c ur c u mi n, 

D M C C - 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d.  

Gr o u pi n g pi ct ur es b y pr ot ei n i n s a m pl es: A - u n m o difi e d β -c as ei n a n d pri o n pr ot ei n, gl y c at e d f or 1 d a y i n t h e 

pr es e n c e of a r e d u ci n g a g e nt b ef or e t h er m o a g gr e g ati o n; B - u n m o difi e d β -c as ei n a n d pri o n pr ot ei n, gl y c at e d 

f or 1 d a y i n t h e pr es e n c e of a r e d u ci n g a g e nt aft er  t h er m o a g gr e g ati o n. I n c u b ati o n 1 h at 9 4° C. 

A g gr e g ati o n of gl y c at e d u n d er r e d u ci n g c o n diti o ns pri o n pr ot ei n wit h u n m o difi e d β -

c as ei n a n d a nti -a m yl oi d li g a n ds pri or t o h e at tr e at m e nt als o di d n ot r e v e al t h e e ff e ct of 

l o w m ol e c ul ar w ei g ht s u bst a n c es, a n d a n al ysi s of s a m pl es aft er t h er m o a g gr e g ati o n 

r e v e al e d s o m e d e gr e e of st a bili z ati o n of l ar g e a g gr e g at es b y c ur c u mi n a n d dis ass e m bl y 

of oli g o m er s t o m o n o m eri c pr ot e i n b y 3, 4 -D M C A . 

A)  B)   

Fi g. 1 0 4. Di stri b uti o n o f a g gr e g at e s of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d β-c a s ei n i n p arti cl e si z e. D et e cti o n b y 

d y n a mi c li g ht s c att eri n g.  
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T h e di stri b uti o n of t h e v ol u m e of p arti cl es. T h e l a b el C ur  m e a ns t h e pr es e n c e of c ur c u mi n i n t h e s a m pl e, D M C A  

- 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d. Us e d pr i o n pr ot ei n, gl y c at e d f or 1 d a y wit h o ut r e d u ci n g a g e nt a n d b et a c as ei n, 

gl y c at e d f or 2 d a ys wit h o ut r e d u ci n g a g e nt.  

A - s a m pl es b ef or e t h er m o a g gr e g ati o n, B - aft er t h e r m o a g gr e g ati o n. I n c u b ati o n 1 h at 9 4° C. 

C ur c u mi n a n d 3, 4 -D M C A a d diti o n  t o gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d β -c as ei n ( Pr P 

m o difi e d wit h o ut a r e d u ci n g a g e nt) b ef or e h e at tr e at m e nt l e d t o a sli g ht d e cr e as e i n t h e 

si z e of a g gr e g at es fr o m 6 0 0 n m i n is ol at e d pr ot ei ns t o 4 5 0 n m i n t h e pr es e n c e of 

D M C A  a n d 3 5 0 n m i n t h e pr es e n c e of c ur c u mi n.  

T h e pri n ci p al e ff e ct of a nti-a m yl oi d li g a n ds o n t h er m all y i n d u c e d c o -a g gr e g ati o n of 

gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d β -c a s ei n w as n ot o b s er v e d; o n e c o ul d e v e n s a y t h at i n t h e 

pr es e n c e of l i g a n ds, t h e a g gr e g at es b e c a m e l ar g er: t h eir h y dr o d y n a mi c di a m et er 

i n cr e as e d fr o m 5 0 0 t o 70 0 n m.  

A)   B)   

Fi g. 1 0 5. Di stri b uti o n of a g gr e g at e s of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d β -c a s ei n i n p arti cl e si z e. D et e cti o n b y 

d y n a mi c li g ht s c att eri n g.  

T h e distri b uti o n of t h e v ol u m e of p arti cl es. T h e l a b el C ur  i n di c at es t h e pr es e n c e i n t h e s a m pl e of c ur c u min, 

D M C A  - 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d. A pri o n pr ot ei n gl y c at e d f or 1 d a y wit h 3 5 m M N a B H 3 C N a n d b et a -

c as ei n gl y c at e d f or 2 d a y s wit h o ut r e d u ci n g a g e nt w er e us e d.  

A - s a m pl es b ef or e t h er m o a g gr e g ati o n, B - aft er t h er m o a g gr e g ati o n. I n c u b ati o n 1 h at 9 4° C.  

T h e  pr es e n c e of a nti -a m yl oi d li g a n ds b ef or e h e ati n g r es ult e d i n a n e g ati v e eff e ct  o n 

c o a g gr e g ati o n of gl y c at e d β -c as ei n a n d pri o n pr ot ei n m o difi e d wit h a r e d u ci n g a g e nt: 

t h e si z e of t h e m aj or p o p ul ati o n of t h e a g gr e g at es i n cr e as e d t o ~ 4 4 0 n m, w hil e t h e 

is ol at e d pr ot ei n mi xt ur e f or m e d p arti cl es wit h a di a m et er of 2 4 0 n m. A si mil ar a n al ysis 
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of t h e s a m pl es aft er h e at tr e at m e nt s h o w e d a p o siti v e eff e ct of li g a n d s : t h e p arti cl e si z e 

i n t h e s a m pl e wit h pr ot ei ns o nl y gr e w t o 7 0 0 n m, w hil e wit h li g a n ds it d e cr e as e d t o 

2 4 0 n m.  

O n a v er a g e, a c c or di n g t o D L S a n al ysi s, it c a n b e ar g u e d t h at 3, 4 -D M C A  sli g htl y m or e 

eff e cti v el y s u p pr ess es a g gr e g ati o n of gl y c at e d pri o n pr ot ei n  a n d β -c as ei n t h a n 

c ur c u mi n, all o wi n g t h e pr ot ei n t o s o m eti m es m ai nt ai n a m o n o m eri c f or m or e v e n 

pr o v o ki n g dis ass e m bl y of a si g nifi c a nt p art of t h e a g gr e g at es, b ut t h e o v er all 

a nti a g gr e g ati o n eff e ct of li g a n ds is s m all.  

A d diti o n all y, t h e r es ults of D L S w er e us e d t o esti m at e t h e t ur bi dit y of t h e s ol uti o ns 

b ot h b ef or e a n d aft er h e at tr e at m e nt.  

T h e pr es e n c e of n ati v e or  gl y c at e d β -c as ei n l e a ds t o i n cr e asi n g of s a m pl e t ur bi dit y, 

pr o b a bl y c a us e d b y t h e pr o c ess of l ar g e a g gr e g at es f or m ati o n d et e ct e d b y D L S. 

T h er m al i n c u b ati o n l e a ds t o a d h esi o n of t h es e a g gr e g at es i nt o l ar g e p arti cl es, u nli k e 

t h es e a g gr e g at es t h at s ettl e i n t h e s ol uti o n, t h er ef or e, aft er t h er m al i n c u b ati o n, t h e 

n u m b er of l ar g e p arti cl es i n t h e s u p er n at a nt is gr e atl y r e d u c e d. Aft er t h er m al 

i n c u b ati on, a si g nifi c a nt l e v el of a bs or pti o n of t h e s u p er n at a nt is r et ai n e d b y s a m pl es 

c o nt ai ni n g gl y c at e d β -c as ei n a n d pri o n pr ot ei n gl y c at e d u n d er n o n -r e d u ci n g 

c o n diti o ns. T h e eff e ct of li g a n ds o n t h e d e gr e e of a g gr e g at es pr e ci pit ati o n is 

i nsi g nifi c a nt. I n s a m ples of u n m o difi e d β -c as ei n a n d gl y c at e d Pr P, t h e n u m b er of 

a bs or bi n g a g gr e g at es i n t h e pr es e n c e of li g a n ds d e cr e as es, b ot h b ef or e a n d aft er h e at 

tr e at m e nt. I n s a m pl es wit h b ot h gl y c at e d pr ot ei ns, a w e a k a nti a g gr e g ati o n eff e ct w as 

o bs e r v e d f or b ot h li g a n ds ag ai nst Pr P, gl y c at e d wit h o ut a r e d u ci n g a g e nt. I n t h e c as e 

of a pri o n pr ot ei n m o difi e d wit h s o di u m c y a n o b or o h y dri d e, c ur c u mi n a n d 3, 4 -D M C A  

eit h er di d n ot aff e ct or a cti v at e d a g gr e g ati o n.  

T h e n a n as s ess m e nt of t h e distri b uti o n of pr ot ei n s  b et w e e n s ol u bl e a n d pr e ci pit at e d 

fr a cti o ns b y pr ot ei n c o n c e ntr ati o n i n t h e s u p er n at a nt w as m a d e . T h e m e as ur e m e nt w as 

c arri e d o ut a c c or di n g t o t h e Br a df or d m et h o d i n 9 6 -w ell pl at es. As a r es ult, it w as 
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s h o w n t h at, u nli k e is ol at e d gl y c at e d pri o n pr ot ei n , s a m pl es wit h β-c as ei n , e v e n 

u n m o difi e d  a n d  b ef or e t h er m al i n c u b ati o n, l e a d t o r a pi d a g gr e g ati o n a n d a si g nifi c a nt 

d e cr e as e i n t h e pr ot ei n c o nt e nt i n t h e s ol u bl e fr a cti o n. A nti a m yl oi d li g a n ds s o m e w h at 

i m pr o v e t h e sit u ati o n, b ut t h e eff e ct r e m ai ns wit hi n 5-1 0 %. T h e pr es e n c e of gl y c at e d 

β -c as ei n l e a ds t o e v e n gr e at er i n v ol v e m e nt of t h e pr ot ei n i n t h e a g gr e g ati o n, t h e li g a n ds 

als o r et ai n a sli g ht eff e ct of a g gr e g ati o n s u p pr essi n g ( a b o ut 5 %). Aft er h e at tr e at m e nt, 

t h e eff e ct of li g a n ds o n t h e d e gr e e of pr ot ei n d e p o siti o n is si g nifi c a ntl y w e a k e n e d.  

C ur c u mi n h as s h o w n t h e a bilit y t o k e e p pr ot ei ns fr o m pr e ci pit ati n g d uri n g 

c o a g gr e g ati o n of u n m o difi e d β -c as ei n a n d gl y c at e d wit h a r e d u ci n g a g e nt pri o n pr ot ei n 

b ef or e t h er m o-i n c u b ati o n, t his li g a n d s h o w e d littl e eff e ct f or c o-a g gr e g ati o n of 

gl y c at e d β -c as ei n a n d pri o n pr ot ei n i n n o n -r e d u ci n g c o n diti o ns. I n g e n er al, it c a n b e 

s ai d t h at 3, 4 -D M C A  is m or e eff e cti v e i n s u p pr essi n g t h e a g gr e g ati o n of t h e gl y c at e d 

pri o n pr ot ei n wit h o ut a r e d u ci n g a g e nt, w hil e c ur c u mi n, o n t h e  c o ntr ar y, s u p pr ess es 

t h e a g gr e g ati o n of Pr P m o difi e d wit h s o di u m c y a n o b or o h y dri d e b ett er. 

A n al ysis of s a m pl es f or t h e pr es e n c e of st a bl e d et er g e nt a g gr e g at es b y S D S -

el e ctr o p h or esis s h o w e d t h at t h e f or m ati o n of l ar g e a g gr e g at es t h at ar e n ot p art of t h e 

g el  a n d ar e st a bl e w h e n b oil e d wit h S D S, eit h er d o es n ot d e p e n d o n t h e pr es e n c e of 

li g a n ds, or e v e n b e c o m es m or e a cti v e. 

T h e n w e  s wit c h e d fr o m t h e pr o p erti es of t h e a g gr e g at es t o t h e c h ar a ct er of a g gr e g ati o n. 

Its a n al ysi s st art e d wit h t hi ofl a vi n T fl u ori m etr y . 
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Fi g. 1 0 6. Fl u or e s c e n c e i nt e n sit y of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d β -c a s ei n, b ot h u n m o difi e d a n d gl y c at e d, 

b ef or e a n d aft er t h er m o a g gr e g ati o n. T hi ofl a vi n T st ai ni n g.  

Bl o c k 1 - c o ntr ol pr e p ar ati o ns of u n m o difi e d pri o n pr ot ei n a n d β -c as ei n; Bl o c k 2 - s a m pl es  of is ol at e d gl y c at e d 

pr ot ei n s; Bl o c k 3 - c o a g gr e g ati o n of gl y c at e d Pr P a n d u n m o difi e d β -c as ei n; Bl o c k 4 - s a m pl es of c o a g gr e g ati o n 

of gl y c at e d Pr P a n d gl y c at e d β -c as ei n.  

O n a v er a g e, it c a n b e ar g u e d t h at c ur c u mi n m or e eff e cti v el y i n hi bits t h e gr o wt h of 

flu or es c e n c e of gl y c at e d pri o n pr ot ei n s a m pl es. H o w e v er, it w as n ot e d t h at t h e 

a nti a m yl oi d eff e ct of li g a n ds b e c o m es si g nifi c a nt o nl y i n t h e pr es e n c e of u n m o difi e d 

β -c as ei n, i n t h e c as e of is ol at e d pri o n pr ot ei n, t h e eff e ct is pr a cti c all y a bs e nt, a n d w h e n 

b o t h gl y c at e d pr ot ei ns i nt er a ct, o n t h e c o ntr ar y, t h e eff e ct is a cti v ati n g. 

N at ur all y, a m or e d et ail e d a n al ysi s of s a m pl es b y fl u or es c e n c e mi cr os c o p y wit h 

t hi ofl a vi n T w as p erf or m e d. 

А )   
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B )   

Fi g. 1 0 7. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of t h er m o-a g gr e g at e d gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d u n m o difi e d β -c a s ei n. 

T hi ofl a vi n T c ol ori n g.  

I n t h e pr es e nt e d s a m pl es pri o n pr ot ei n, gl y c at e d wit h o ut r e d u ci n g a g e nt, w as  us e d . Β-c as ei n i n all s a m pl es 

w as u n m o difi e d. S orti n g b y pr ot ei n st at e: o n t h e l eft - b ef o r e t h er m al i n c u b ati on, o n t h e ri g ht - aft er 6 0 

mi n ut es of t h er m al i n c u b ati o n.  

A - s a m pl es wit h c ur c u mi n, B - s a m pl es wit h 3, 4 -D M C A. S c al e b ar 1 0 0 mi cr o ns.  

B ef or e t h er m o a g gr e g ati o n i n s a m pl es wit h gl y c at e d Pr P, u n m o difi e d β -c as ei n a n d 

li g a n ds, a l ar g e n u m b er of s m all s p h eri c al a g gr e g at es ar e o b s er v e d. T h e pr es e n c e of 

li g a n ds d uri n g t h er m al i n c u b ati o n l e a ds t o l o os e ni n g of l ar g e p arti cl es of gl y c at e d pri o n 

pr ot ei n a n d u n m o difi e d β -c as ei n, s p h eri c al a g gr e g at es ar e cl e arl y disti n g uis h e d i n 

f or m e d c o n gl o m er at es , h o w e v er, t hi ofl a vi n  T fl u or es c e n c e i n t h es e a g gr e g at es d o es 

n ot b e c o m e di m m er i n t h es e a g gr e g at es . T h er m al a g gr e g ati o n wit h Pr P, gl y c at e d wit h 

a r e d u ci n g a g e nt, is m or e a cti v e, t h e eff e ct of li g a n ds i n t his c as e is w e a k er, b ut t h e 

m or p h ol o g y of t h e a g gr e g at es r e m ai ns t h e s a m e.  

А )           

B )           

Fi g. 1 0 8. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of t h er m o -a g gr e g at e d gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d β -c a s ei n. T hi ofl a vi n T 

c ol ori n g.  

P ri o n pr ot ei n, gl y c at e d wit h a r e d u ci n g a g e nt, w a s us e d. Β-c as ei n i n all s a m pl es w as gl y c at e d f or 2 d a y s 



1 6 5  
 

w it h o ut r e d u ci n g a g e nt. S orti n g b y pr ot ei n st at e: o n t h e l eft - b ef or e t h er m al i n c u b ati o n, o n t h e ri g ht - aft er 

6 0 mi n ut es of t h er m al i n c u b ati o n.  

A - s a m pl es wit h c ur c u mi n, B - s a m pl es wit h 3, 4 -D M K K. S c al e b ar 1 0 0 mi cr o ns.  

I n s a m pl es wit h b ot h gl y c at e d pr otei ns a n d li g a n ds pri or t o t h er m al i n c u b ati o n, s m all 

k n ott e d fi brill ar  a g gr e g at es, r es e m bli n g a n i nt er m e di at e s h a p e b et w e e n sti c ki n g 

n e e dl es fr o m s a m pl es wit h o ut li g a n ds a n d sti c ki n g t o g et h er c o n gl o m er at es of s p h eri c al 

a g gr e g at es , f or m e d fr o m t h e i nt er a cti on of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d u n m o difi e d β -

c as ei n , w er e f o u n d. Aft er t h er m al i n c u b ati o n i n t h e pr es e n c e of li g a n ds, t h e fr a cti o n of 

s m all a g gr e g at es dis a p p e ars c o m pl et el y, b ut v er y l ar g e pr ot ei n p arti cl e s wit h hi g h 

fl u or es c e n c e d o n’t c h a n g e t h eir str u ct ur e, a n d t h eir T h T fl u or es c e n c e, a c c or di n g t o  

r e q uir e d e x p o s ur e ti m e ( d e cr e as es fr o m 1 0 0 0 ms wit h o ut li g a n ds t o 1 0 0 -2 0 0 ms wit h 

t h e m), h as  i n cr e ase d . T h er e w as n o pri n ci p al diff er e n c e i n t h e m or p h ol o g y of th e 

a g gr e g at es b et w e e n t h e Pr P s a m pl es gl y c at e d i n t h e pr es e n c e or wit h o ut a r e d u ci n g 

a g e nt.  

C o n cl u si o n: c ur c u mi n m or e eff e cti v el y s u p pr ess es a m yl oi di z ati o n, 3, 4 -D M C A m or e 

eff e cti v el y s u p pr ess es t h e a g gr e g ati o n of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d u n m o difi e d β -

c as ei n.  

C o n cl u si o n: 3, 4 -D M C A  m or e eff e cti v el y s u p pr ess es t h e a g gr e g ati o n of β -c as ei n a n d 

pri o n pr ot ei n, gl y c at e d wit h a r e d u ci n g a g e nt, c ur c u mi n - o n t h e c o ntr ar y, m o r e 

eff e cti v el y s u p pr ess es t h e a g gr e g ati o n of β -c as ei n a n d Pr P, m o difi e d wit h o ut a 

r e d u ci n g a ge nt.  

C o n cl u si o n: a nti -a m yl oi d li g a n ds ar e i n eff e cti v e a g ai nst t h e c o -a g gr e g ati o n of gl y c at e d 

pri o n pr ot ei n a n d β -c as ei n.  

R es ults dis c ussi o n  

C o a g g r e g ati o n of a m yl oi d o g e ni c a n d di et a r y p r ot ei ns  

Eff e ct of a nti -a m yl oi d li g a n ds o n pri o n pr ot ei n a g gr e g ati o n  
Is ol at e d pri o n pr ot ei n s u c c essf ull y p ass e d a m yl oi d c o n v ersi o n a n d a g gr e g ati o n, 

f or mi n g l ar g e d e ns e a g gr e g at es. T h e a g gr e g at es c o nt ai n e d a l ar g e n u m b er of a m yl oi d 
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str u ct ur es, a n d t h eir d e nsit y pr e v e nt e d t h e diff usi o n of t hi ofl a vi n T d y e i nt o t h e i nt eri or. 

C ur c u mi n a n d 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d s h o w e d a si g nifi c a nt eff e ct as i n hi bit ors of 

a m yl oi di z ati o n a n d a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n. C ur c u mi n s u p pr ess e d Pr P 

a m yl oi di z ati o n b ett er; t h er ef or e, t h e p er c e nt  of a m yl oi d str u ct ur es i n its pr es e n c e 

d e cr e as e d si g nifi c a ntl y. 3, 4 -D M C A  w as m or e eff e cti v e i n s u p pr essi n g Pr P 

a g gr e g ati o n, t h er ef or e t h er e w er e f e w er a g gr e g at es i n its pr es e n c e a n d t h e y b e c a m e 

l o os er t h a n u n d er t h e i nflu e n c e of c ur c u mi n. P e nt a mi di n e is et hi o n at e h a d n o si g nifi c a nt 

eff e ct o n t h e s t u di e d pr o c ess es, n eit h er t h e s h a p e, n or t h e d e nsit y of t h e a g gr e g at es, n or 

t h e pr o p orti o n of a m yl oi d str u ct ur es i n t h e m c h a n g e d si g nifi c a ntl y. R es v er atr ol sli g htl y 

s u p pr ess e d a m y l oi di z ati o n a n d Pr P a g gr e g ati o n, b ut v er y sli g htl y. 

Eff e ct of c h a p er o ni ns o n a m yl oi d a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n  

A cti v ati o n of Pr P a g gr e g ati o n i n t h e pr es e n c e of t h e c h a p er o ni n c o m pl e x w as f o u n d, 

as w ell as a n i n cr e as e i n fl u or es c e n c e of t h e a m yl oi d -s e nsi ti v e d y e t hi ofl a vi n T. T h us, 

it c a n b e as s u m e d t h at t h e pr es e nc e of t h e Gr o E L/ Gr o E S c o m pl e x n ot o nl y d o es n ot 

s u p pr ess, b ut o n t h e c o ntr ar y, e n h a n c es t h e a m yl oi di z ati o n of t h e pri o n pr ot ei n. 

Pr o b a bl y, t h e c h a p er o ni ns d o n ot pr o vi d e e x a ctl y t h e c orr e ctl y f o l d e d pr ot ei n, b ut o nl y 

a c c el er at e t h e f ol di n g pr o c ess al o n g o n e of t h e m ost e n er g y -effi ci e nt w a y s, i n cl u di n g 

a m yl oi di z ati o n.  

Eff e ct of a nti -a m yl oi d li g a n ds o n c o -a g gr e g ati o n of pri o n a n d mil k  
pr ot ei ns  
T h e m ost a cti v el y a g gr e g at e mi xt ur es ar e  s h e e p pri o n pr ot ei n wit h β -l a ct o gl o b uli n, к -

c as ei n a n d s er u m al b u mi n. I n t h e  c as e of β -l a ct o gl o b uli n a n d al b u mi n, e v e n at t h e 

mi ni m u m i n c u b ati o n ti m e, l ar g e a g gr e g at es w er e f or m e d, d u e t o w hi c h t h e s ol uti o n 

q ui c kl y b e c a m e cl o u d y. A p p ar e ntl y, t h e pr o c ess r e q uir es o nl y a s m all p u s h. I n t h es e 

c as es, t h e a g gr e g at es ar e f or m e d l ar g e, b ut a m or p h o u s a n d sli g htl y r e d u c e d 

fl u or es c e n c e i nt e nsit y ( Fi g. 3 3 a n d 3 6). I n a d diti o n, c o a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d 

b o vi n e s er u m al b u mi n l e d t h e f or m ati o n of h u g e g el -li k e a g gr e g at es c a p abl e of 
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o c c u p yi n g t h e e ntir e v ol u m e of t h e s ol uti o n, wit h a v er y hi g h fl u or es c e n c e of t hi ofl a vi n 

T. T h us, a g gr e g at es of b ot h a m yl oi d a n d n o ns p e cifi c n at ur e w er e o bt ai n e d. It c a n b e 

ass u m e d t h at f or β -l a ct o gl o b uli n a n d α-l a ct al b u mi n, t h e pri o n pr ot ei n is a go o d 

a cti v at or of n o ns p e cifi c a g gr e g ati o n, pr o b a bl y d u e t o its u n str u ct ur e d N -t er mi n al 

d o m ai n.  

F or a g gr e g ati o n wit h к -c as ei n, vis u all y a g gr e g at es  f or ms d uri n g l o n g er ti m e , h o w e v er, 

t his is m ost li k el y d u e t o a diff er e nt str u ct ur e of t h e a g gr e g at es: t h e y ar e n oti c e a bl y 

s m all er i n si z e, b ut m or e d e ns e a n d h a v e a hi g h er fl u or es c e n c e i nt e nsit y (s e e Fi g. 3 5). 

It c a n b e ass u m e d t h at t h e j oi nt a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d к -c as ei n l e a ds t o 

gr e at er s p e cifi cit y a n d eff e cti v e n ess of a m yl oi d c o n v ersi o n t h a n c o -a g gr e g ati o n of Pr P 

wit h β -l a ct o gl o b uli n or s er u m al b u mi n. 

I n t h e pr es e n c e of β-c as ei n, l ar g e a g gr e g at es d o n ot f or m at all, a n d t h e fl u or es c e n c e 

of t hi ofl a vi n T als o d o es n o t i n cr e as e. Β-c as ei n its elf is v er y r el u ct a nt t o b e i n v ol v e d 

i n a g gr e g ati o n. It s e e ms th at i n t his c as e, β -c as ei n e x hi bits c h a p er o n e -li k e pr o p erti es 

k n o w n b e hi n d it a n d pr e v e nts a m yl oi di z ati o n a n d Pr P a g gr e g ati o n.  

D uri n g i n c u b ati o n wit h a nti -a m yl oi d li g a n d s –  c ur c u mi n a n d 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c 

a ci d, a n oti c e a bl e d e cr e as e i n t h e r at e of a g gr e g ati o n of is ol at e d pri o n pr ot ei n w as 

o b s er v e d, w hi c h c orr el at es wit h t h e a nti -a m yl oi d pr o p erti es  of t h es e l o w -m ol e c ul ar 

s u bst a n c es . T h e pr es e n c e of c ur c u mi n h as s m all  ef f e ct o n t h e f or m ati o n of Pr P 

a g gr e g at es wit h t h e r est of t h e pr ot ei n s, w hi c h s u g g ests t h at t h e li g a n d d o es n ot i nt er a ct 

wit h t h os e p arts of pr ot ei ns t h at ar e i n v ol v e d i n c o a g gr e g ati o n. I n t h e pr es e n c e of 

c ur c u mi n a n d 3, 4 -D M C A , as w ell as β-c as ei n, it w as p os si bl e t o al m ost c o m pl et el y 

s u p pr ess t h e a m yl oi d c o n v ersi o n of Pr P. At t h e s a m e ti m e, i n t h e pr es e n c e of c ur c u mi n, 

t h e a g gr e g at es di d f or m, b ut t h e y di d n ot h a v e a n y str u ct ur e, a n d t h e fl u or es c e n c e 

i nt e nsit y of t hi ofl a vi n T i n t h e m w as v er y l o w. I n t h e pres e n c e of 3, 4 -D M C A , t h e 

a g gr e g at es b e c a m e e xtr e m el y s m all a n d r ar e, a n d t h e i nt e nsit y of t hi ofl a vi n 

fl u or es c e n c e i n t h e m w as als o v er y l o w. T h us, t h e c o m bi n ati o n of c ur c u mi n a n d β -
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c as ei n m a d e it p o ssi bl e t o si g nifi c a ntl y s u p p r ess, a n d 3, 4-D M C A  a n d β -c as ei n  - t o 

al m ost c o m pl et el y pr e v e nt a m y oi di z ati o n a n d a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n. T h e eff e ct 

of β -c as ei n, as a pr ot ei n wit h c h a p er o ni n -li k e a cti vit y, wit h t h e a nti-a m yl oi d eff e ct of 

li g a n ds is s u m m ari z e d. 

T h e eff e ct of gl y c ati o n o n β -c as ei n p r o p e rti es  

Eff e ct of gl y c ati o n o n c as ei n a nti -a g gr e g ati o n a cti vit y  
I n c o ntr ast t o e x p eri m e nts wit h n ati v e β-c as ei n, gl y c at e d pr ot ei n s h o w e d a si g nifi c a nt 

c h a n g e i n its pr o p erti es. T h e m o difi c ati o n r e a c h e d a p pr o xi m at el y 5 0 % of all gr o u ps 

a v ail a bl e f or gl y c ati o n, w hi c h  l e d t o a c h a n g e i n t h e str u ct ur e of t h e pr ot ei n. T his w as 

s h o w n b ot h b y cir c ul ar di c hr ois m a n d el e ctr o p h or eti c m et h o d s: pr ot ei n m o bilit y i n t h e 

g el d e cr e as e d e v e n u n d er d e n at uri n g c o n diti o n s. T h es e c h a n g es ar e e x p e ct e d t o h a v e 

a n i m p a ct o n t h e c h a p er o n e-li k e a cti vit y of t h e pr ot ei n. I n t h e pr es e n c e of n ati v e β-

c as ei n, r ef ol di n g of e n z y m es ( b y t h e e x a m pl e of G A P D H ) w as p o ssi bl e, w hil e gl y c at e d 

β -c as ei n al m ost c o m pl et el y s u p pr ess e d t h e i n d e p e n d e nt r est or ati o n of e n z y m e a cti vit y. 

It was als o f o u n d t h at t h e i n t er a cti o n of ot h er pr ot ei ns wit h gl y c at e d β-c as ei n i n t h e 

e v e nt of vi ol ati o n s i n t h eir o w n n ati v e str u ct ur e l e a d s t o t h eir r a pi d a g gr e g ati o n a n d 

pr e ci pit ati o n, w hi c h i n di c at e a c o m pl et e d e n at ur ati o n of t h e e n z y m e. N at ur all y, t his 

p r e v e nts t h e m a nif est ati o n a n d e n z y m ati c a cti vit y, i n p arti c ul ar, G A P D H . It w as 

ass u m e d t h at t h e gl y c at e d β -c as ei n, li k e t h e n ati v e, c a n i nt er a ct wit h t h e h y dr o p h o bi c 

r e gi o ns of i n c orr e ctl y f ol d e d pr ot ei ns, b ut it is n o l o n g er a bl e t o cr e at e c o n diti o ns f or 

k e e pi n g t h e m fr o m a g gr e g a ti o n d u e t o m o difi c ati o n a n d, m or e o v er, b e c o m es a ki n d of 

i niti at or of pr ot ei n m ol e c ul es sti c ki n g t o g et h er. p er h a ps s p ati all y or g a ni zi n g t h e m 

ar o u n d y o u. M or e o v er, it h as b e e n s h o w n t h at gl y c at e d β -c as ei n si g nifi c a ntl y i n hi bits 

t h e r est or ati o n of e n z y m ati c a cti vit y of e n z y m es wit h t h e h el p of Gr o E L/ Gr o E S 

c h a p er o ni ns. A p p ar e ntl y, t h e i nt er a cti o n of gl y c at e d β -c as ei n a n d G A P D H  is s o str o n g 

t h at e v e n tr u e c h a p er o ni n c a n n ot pr e v e nt or r e v ers e it. 
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S p e cifi c a g gr e g ati o n of gl y c at e d β -c as ei n wit h t hi ofl a vi n T  

I n c on n e cti o n wit h s u c h si g nifi c a nt c h a n g e i n t h e pr o p erti es of β -c as ei n as a 

c o ns e q u e n c e  of t h e m o difi c ati o n, a n a n al ysis of its o w n pr o p e nsit y f or a g gr e g ati o n w as 

als o c arri e d o ut. T h us, a s m all fr a cti o n of t h e a m or p h o us str u ct ur es of  t h e is ol at e d 

pr ot ei n w as  f o u n d. B ei n g  a n al y z e d b y t h es e m et h o ds, e x cl u di n g t h e pr es e n c e of 

t hi ofl a vi n T, t h es e a g gr e g at es di d n ot h a v e c o nfir m e d a m yl oi d pr o p erti es; at t h e s a m e 

ti m e, t h e s e c o n d ar y str u ct ur e of t h e pr ot ei n i n t h e m w as m or e or d ere d  t h a n t h e 

u n m o difi e d pr ot ei n.  

T h e i nt er a cti o n of gl y c at e d β-c as ei n a n d t hi ofl a vi n T w as cl e arl y s p e cifi c, a n d t h er ef or e 

w as st u di e d s e p ar at el y. I n t h e b e gi n ni n g, it w as dis c o v er e d t h at a s a m pl e of gl y c at e d 

β -c as ei n aft er t h e a d diti o n of t hi ofl a vi n T w as t ur bi d, a n d t ur bi dit y w as i n cr e asi n g wit h 

ti m e. T his r es ult w as n ot e x p e ct e d, t h e a n al ysis of d y n a mi c li g ht s c att eri n g als o di d n ot 

all o w t o est a blis h d efi nit el y  t h e c a us es of t ur bi dit y. As a r es ult, s a m pl es  wit h t ur bi dit y 

w er e st u di e d b y fl u or es c e n c e mi cr os c o p y. S p e cifi c h eli c al a g gr e g at es w er e f o u n d, 

c a usi n g fl u or es c e n c e of t h e t hi ofl a vi n T d y e. B as e d o n t h eir or d er e d str u ct ur e, it c a n 

b e ass u m e d t h at t h es e a g gr e g at es ar e n ot t h e pr o d u ct of r a n d o m ass e m bl y, b ut of 

or g a ni z e d  mis f ol di n g. I n t his c a s e, b y v ar yi n g t he pr ot ei n a n d t h e gl y c ati n g a g e nt, it 

w as s h o w n t h at s u c h a g gr e g at es ar e f or m e d o nl y fr o m β -c as ei n, gl y c at e d b y gl u c os e, 

wit h t hi ofl a vi n T: c o n g o r e d c ol o r a nt d i d’tn ot gi v e t h e m , d et e ct e d str u ct ur es wit h it 

w er e u n or g a ni z e d a n d u n s p u n; is ol at e d t hi ofl a vi n T di d n ot f or m a n yt hi n g li k e  t his. 

Gl y c ati o n of β -c as ei n b y m et h yl gl y o x al l e d t o t h e f or m ati o n of s p h eri c al a g gr e g at es 

wit h hi g h fl u or es c e n c e i nt e nsit y. M or e o v er, i n t h e t est wit h β -l a ct o gl o b uli n, gl y c at e d 

wit h m et h yl gl y o x al, str ai g ht ri gi d n e e dl e -li k e a ggr e g at es w er e o b s er v e d, als o  p ai nt e d 

wit h t hi ofl a vi n T wit h s m all fl u or es c e n c e n u cl ei at t h e e d g es, b ut n o t wisti n g of t h es e 

“ n e e dl es ” i nt o t h e h eli x w as d et e ct e d. T his s p e cifi cit y c a n b e e x pl ai n e d b y t h e 

f or m ati o n of a s p e ci al str u ct ur e wit h t h e p arti ci p ati o n of gl y c at e d β-c as ei n as  t h e m ai n 

fr a m e w or k el e m e nt, a n d n e c es sit y of i nt er a cti o n b et w e e n gl y c ati o n pr o d u cts, o bt ai n e d 
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b y gl u c os e  m o difi c ati o n,  a n d t hi ofl a vi n T, m a y b e d u e t o st a c ki n g i nt er a cti o ns b et w e e n 

c y cli c str u ct ur es i n t h e m ol e c ul es of t h e c o m p o n e nts. T h e pr es e n c e of β -c as ei n i n t h e 

s a m pl es w as c o nfi r m e d b y i m m u n o c h e mi c al st ai ni n g. 

S pir al a g gr e g at es ar e a bl e t o f or m wit h o ut  l o n g-ti m e i n c u b ati o n, alt h o u g h t h e y t a k e 

s o m e ti m e t o f or m —  t h e y ar e n ot i m m e di at el y d et e ct e d aft er t h e d y e a d diti o n, b ut aft er 

5 mi n ut es of st or a g e at  r o o m t e m p er at ur e, t h e y ar e d et e ct e d i n a n oti c e a bl e a m o u nt, t h e 

l o n g er st or a g e ti m e, t h e n u m b er of a g gr e g at es is i n cr e asi n g. If t h e s a m pl e w as st or e d 

f or 2 4 h o ur s, t h e s pir al a g gr e g at es a c c u m ul at e d t h at t h e y f or m e d a c h ar a ct eri sti c 

s e di m e nt, si n c e d uri n g f urt h er st or a g e t h e a g gr e g at es st u c k t o g et h er i nt o l ar g e p arti cl es, 

visi bl e i n s ol uti o n wit h t h e n a k e d e y e. S u c h sti c ki n g, h o w e v er, d ef or m e d t h e str u ct ur e 

of t h e s pir als.  

T hi ofl a vi n T i n t h e c o m p o siti o n of s pir al a g gr e g at es  d e m o nstr at es  a n i n cr e as e d 

bri g ht n ess of fl u or es c e n c e, b ut n ot s o hi g h as  i n cl assi c al a m yl oi d str u ct ur es. 

A c c or di n g t o  t h e r es ults of mi cr os c o p y, s pir als  c a n b e b ot h ri g ht -a n d l eft -h a n d e d, 

w hi c h s u g g ests a c ert ai n s y m m etr y i n t h e m ai n ass e m bl y el e m e nt. At t h e s a m e ti m e, 

t h e str u ct ur es n ev er s h o w e d a c h a n g e i n t h e dir e cti o n of r ot ati o n i n a n alr e a d y 

ass e m bl e d s pir al, i. e. t h e str u ct ur e of t h e a g gr e g at e is s et b y t h e i niti al s e e d a n d 

pr es er v e d as t h e a g gr e g at e gr o ws, a n d t h e s u bs e q u e nt “li n ks ” fit i nt o it a c c or di n g t o 

t h e str u ct ur e of t h e pr ot ei n m ol e c ul e t h at fir st f ol d e d i n c orr e ctl y a n d cr e at e d t h e “s e e d ”. 

B as e d o n t h e a b o v e o b s er v ati o ns, t h er e w er e s u s pi ci o ns a b o ut t h e r eli a bilit y of t h e 

r es ults of fl u or es c e nt a n al ysi s of pr ot ei n pr e p ar ati o n s wit h t hi ofl a vi n T as a w h ol e, 

si n c e t h e d y e it s elf si g nifi c a ntl y i nfl u e n c e d t h e r es ult of t h e e x p eri m e nt. B as e d o n t h e 

fl u or es c e n c e of t hi ofl a vi n T i n t h e c o m p ositi o n of s p e cifi c a g gr e g at es f or m e d b y 

s e v er al gl y c at e d pr ot ei ns, it c a n b e ass u m e d t h at t h e i nt er a c ti o n of t hi ofl a vi n T wit h 

gl y c ati o n pr o d u cts l e a ds t o a n i n cr e as e i n its fl u or es c e n c e i nt e nsit y, i n w hi c h c a s e 

t hi ofl a vi n T c a n b e us e d as a v ari a nt f or t h e d et e cti o n of gl y c ati o n pr o d u cts. 
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C o a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c as ei n  
Aft er c o nfir m ati o n  of  c h a n g e s  i n pr o p erti es of β-c as ei n aft er gl y c ati o n, t h e c h a n g es of  

its i nt er a cti o n wit h t h e pri o n pr ot ei n w er e st u di e d. Alr e a d y i n t h e pr o c es s of s a m pl es 

pr e p ar ati o n , it w as n oti c e d t h at t h e s ol uti o n b e c a m e t ur bi d i m m e di at el y aft er a d diti o n 

of  b ot h  p arti ci p a nts of t h e pr o c ess t o t h e s a m pl e, alt h o u g h is ol at e d pr ot ei ns, e v e n u n d er 

e x a ctl y t h e s a m e c o n diti o ns, r e m ai n e d st a bl e. O n fl u or es c e n c e mi cr os c o p y, v er y l ar g e 

h eli c -li k e a g gr e g at es w er e f o u n d t o g et h er wit h cl assi c al h u g e d e ns e a m or p h o us 

a g gr e g at es , i. e. t h e pr es e n c e of pri o n pr ot ei n c o ntri b ut e d t o t h e ass e m bl y of β-c as ei n -

s p e cifi c str u ct ur es. T h e si z e of t h es e s pir al str u ct ur es e x c e e d e d t h at  o n e  of a g gr e g at es 

wit h gl y c at e d β -c as ei n o nl y o n a p pr o xi m at el y  2 ti m es. A p p ar e ntl y, t h e pri o n pr ot ei n 

a cti v a t es t h e a g gr e g ati o n of gl y c at e d β-c as ei n,  wit h o ut c h a n gi n g t h e p at h of t his 

a g gr e g ati o n, s o it is li k el y w or ks  as a n assist a nt i n t h e ass e m bl y of or d er e d str u ct ur es.  

D y n a mi c  li g ht s c att eri n g ass a y g a v e si g nifi c a nt r es ults: t h e i nt er a cti o n of pri o n pr ot ei n 

a n d gl y c at e d β -c as ei n q ui c kl y f or m e d a v e r y h o m o g e n e o us m aj or fr a cti o n of 

mi cr o p arti cl es wit h a h y dr o d y n a mi c di a m et er of t h e l ast ~ 2 5 0 n m. B ei n g  h e at e d, t h e 

r es ulti n g s us p e nsi o n i ncl u d es  t w o fr a cti o ns: p arti cl es wit h a c h ar a ct eristi c a g gr e g at e d 

pri o n pr ot ei n wit h a di a m et er of 9 0 n m a n d l ar g e s p ir al-s p e cifi c a g gr e g at es f or gl y c at e d 

β -c as ei n wit h a l e n gt h of 5 0 – 2 0 0 µ m a n d a di a m et er of 2 – 3 µ m. I n a d diti o n, el e ctr o n 

mi cr os c o p y s h o w e d t h at sti c k y s p h e ri c al a g gr e g at es of s m all di a m et er ar e f or m e d i n a 

mi xt ur e of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c as ei n. I n ot h er p a p ers ( El M o u st ai n e, P erri er, 

S m ell er, L a n g e, & T orr e nt, 2 0 0 8) , t h es e a g gr e g at es w er e c h ar act eri z e d as 2 0 -n m 

s p h eri c al p arti cl es e nri c h e d wit h β -str u ct ur es, b ut n ot a m yl oi d. Si mil ar i n s h a p e a n d 

si z e of t h e p arti cl es w er e n oti c e d b y ot h er r es e ar c h ers, w h o i n di c at e d t h at s u c h p arti cl es 

ar e f or m e d d uri n g t h e a m yl oi d c o n v ersi o n of t h e N -t er mi n al u nstr u ct ur e d Pr P d o m ai n.  

A m or p h o us a g gr e g at es d uri n g t h er m al i n c u b ati o n u n d er t h es e c o n diti o ns b e c a m e v er y 

d e ns e, i n s o m e c as es t h e c or e r e gi o n di d n ot e v e n p e n etr at e t hi ofl a vi n T, b ut a c ert ai n 

fi br o us n ess w as s e e n i n t h eir p eri p h er al r e gi o n ( Fi g. 6 3 B). 
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T h u s, t h e pri o n pr ot ei n w as s h o w n t o pr o v o k e t h e f or m ati o n b y  β -c as ei n n ot o nl y 

a m or p h o us, b ut als o h el i c al str u ct ur es. I n a d diti o n, it w as s h o w n t h at t h e l e v el of 

t hi ofl a vi n T fl u or es c e n c e i n s a m pl es c o nt ai ni n g b ot h pr ot ei ns is e v e n hi g h er t h a n i n a 

s a m pl e w it h a n is ol at e d pri o n pr ot ei n i n t h e s a m e c o n c e ntr ati o n. T his is pr o b a bl y t h e 

r es ult of t h e s u m m ati on of t h e fl u or es c e n c e of t hi ofl a vi n T, b o u n d t o t h e a m yl oi d 

str u ct ur es of t h e pri o n pr ot ei n a n d t h e p art of t h e d y e w h os e fl u or es c e n c e is c a us e d b y 

t h e i nt er a cti o n wit h β-c as ei n gl y c ati o n pr o d u cts.  

T o  st u d y t h e eff e ct of pri o n pr ot ei n o n t h e a g gr e g ati o n of  gl y c at e d β -c a s ei n  

a d diti o n all y , a n att e m pt t o st u d y t h e f or m ati o n of b ot h fr a cti o ns of s p e cifi c a g gr e g at es 

w as m a d e.  

S o, mi cr os c o p y of s a m pl es i n w hi c h gl y c at e d β -c as ei n a n d pri o n pr ot ei n w er e mi x e d 

i m m e di at el y pri or t o a n al ysi s, fibrill ar  str u ct ur es w er e  o b s er v e d, s u bs e q u e ntl y sti c ki n g 

t o g et h er i nt o a m or p h o u s a g gr e g at es. It is p o ssi bl e t h at t h es e str u ct ur es ar e pr e c ur s ors 

of gi a nt a m or p h o u s c o n gl o m er at es f o u n d i n s a m pl es wit h a mi xt ur e of pr ot ei ns.  

T h e c oll e cti o n of a l ar g e n u m b er of pri o n pr ot ei n a n d gl y c at e d β -c as ei n c o a g gr e g ati o n 

s a m pl es m a d e p o ssi bl e t o m a k e a n ass u m pti o n a b o ut t h e m e c h a nis m of as s e m bl y of 

s pir al str u ct ur es. T his pr o c ess is cl e arl y sl o w e r t h a n t h e f or m ati o n of gi a nt 

c o n gl o m er at es. A p p ar e ntl y, t h e ass e m bl y b e gi ns wit h a c ert ai n n u cl e us,  fr o m w hi c h 

t h e t hr e a d s t h at c o nt ai n pr ot ei n a n d fl u or es c e nt t hi ofl a vi n T ar e alr e a d y b e gi n ni n g t o 

gr o w.  T h es e fi bril s ar e alr e a d y b e gi n ni n g t o i nt er a ct wit h e a c h ot h er, gr a d u all y f ol di n g 

i nt o 1-2 t hi c k er t hr e a d s, w hi c h, i n t ur n, t wist ar o u n d s o m e a xis. P ro b a bl y at t his st a g e 

t h e dir e cti o n of r ot ati o n of t h e f ut ur e h eli x is d et er mi n e d. O v er ti m e, t h e e ntir e st ar -

li k e a g gr e g at e b e gi ns t o d ef or m a n d c url. At t h e s a m e ti m e, it s e e ms t h at t h e t wisti n g 

a x es c a n b e s e v er al, a n d t h e y ar e i n d e p e n d e nt of e a c h ot h e r, t h er ef or e br a n c h y 

a g gr e g at es c a n b e f or m e d, e a c h br a n c h of w hi c h is a s pir al str u ct ur e. T h e c or e, w hi c h 

at o n e ti m e s er v e d as t h e b asis f or ass e m bli n g t h e t hr e a ds, is als o distri b ut e d a m o n g 
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t h e r e a d y-m a d e str u ct ur es i n t h e pr o c ess of "s pir ali z ati o n ", t h er ef or e t h e a m or p h o u s 

c or e d o es n ot r e m ai n i n t h e br a n c h y a g gr e g at es . 

Eff e ct of a nti -a m yl oi d li g a n ds o n c o -a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n a n d 
gl y c at e d β -c as ei n  

I n t h e pr es e n c e of c ur c u mi n a n d 3, 4-di m et h o x y ci n n a mi c a ci d, a m or p h o us 

a g gr e g at es b e c a m e l o os er, a n d s m all s p h eri c al p arti cl es b e g a n t o b e r el e as e d fr o m t h e 

t ot al m ass. L ar g e a g gr e g at es b e c a m e si mil ar t o t h os e o b s er v e d i n c o a g gr e g ati o n 

s a m pl es of p ri o n pr ot ei n a n d β-l a ct o gl o b uli n. T h e n u m b er of a m yl oi d str u ct ur es i nsi d e 

t h es e s p h eri c al a g gr e g at es gr o ws d uri n g h e at tr e at m e nt, b ut n ot as m u c h as i n l ar g e 

h o m o g e n e o us c o n gl o m er at es. A c c or di n g t o  gr e at er effi ci e n c y of t hi ofl a vi n T 

fl u or es c e n c e s u p pr essi on, c ur c u mi n c a n e nt er i nsi d e t h es e a g gr e g at es m or e e asil y, a n d 

t h er ef or e i n hi bits t h eir a m yl oi di z ati o n m or e a cti v el y t h a n 3, 4-di m et h o x y ci n n a mi c a ci d. 

At t h e s a m e ti m e, 3, 4 -D M C A  b ett er pr o m ot es t h e l o os e ni n g of a g gr e g at es a n d 

s u p pr ess es t h e f or m ati o n of r e a ll y l ar g e p arti cl es. 

S pir al a g gr e g at es i n t h e pr es e n c e of a nti a m yl oi d li g a n ds ar e d ef or m e d: t h e y b e c o m e 

m u c h s h ort er, dist ort, t h eir or d er e d str u ct ur e is dist ur b e d, a n d thi ofl a vi n T fl u or es c e n c e 

i nt e nsit y i n t h eir c o m p o siti o n s u p pr ess e d . 3, 4-D M C A  i n t h eir r el ati o n is m or e 

eff e cti v e, si n c e i n its pr es e n c e t h e s pir al -s h a p e d a g gr e g at es ar e a bs e nt alt o g et h er, a n d 

i n t h e pr es e n c e of c ur c u mi n t h e y, alt h o u g h i n a s m all er n u m b er, ar e d ef or m e d, b ut ar e 

pr es e nt.  

T h e eff e ct of gl y c ati o n o n t h e p r o p e rti es of p ri o n p r ot ei n  

A g gr e g ati o n of gl y c at e d pri o n pr ot ei n  
Si mil arl y  wit h β -c as ei n, it w as d e ci d e d t o st u d y t h e eff e ct of gl y c ati o n o n t h e 

a g gr e g ati o n of t h e pri o n pr ot ei n. Is ol at e d gl y c at e d pri o n pr ot ei n w as s h o w n t o b e 

s u bj e ct t o a m yl oi d c o n v ersi o n t o a l ess er e xt e nt t h a n u n m o difi e d. T h e a g gr e g at es 

f or m e d b y t h e m ar e l ess d e ns e, t h e l e v el of n o n -a g gr e g at e d pr ot ei n is hi g h er. 

O bs er v ati o n s ar e c o nsist e nt wit h e x p eri m e nt al d at a o bt ai n e d b y ot h er r es e ar c h ers. 
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At t h e s a m e ti m e, gl y c ati o n di d n ot pr e v e nt pr ot ei n a g gr e g ati o n i n pri n ci pl e. O n t h e 

c o ntr ar y, it f a cilit at e d n o n -s p e cifi c a m or p h o u s a g gr e g ati o n. U n s p e cifi c s h a p e 

a g gr e g at es w er e o b s er v e d i n t h es e e x p eri m e nts, b ut t h e si z e of t h e s h a p el ess a g gr e g at es 

e x c e e d e d t h e si z e of t h e p arti cl es f or m e d b y t h e u n m o difi e d pri o n pr ot ei n. 

A m yl oi di z ati o n of t h e pr ot ei n i n t h es e str u ct ur e s w as si g nifi c a ntl y l ess a cti v e t h a n p ur e 

r e c o m bi n a nt Pr PС . T his ass u m pti o n  is c o nfir m e d b y fl u or es c e n c e mi cr os c o p y a n d 

fl u or es c e n c e m e as ur e m e nt wit h t hi ofl a vi n T t o o. At t h e s a m e ti m e, w h e n m e as uri n g 

t h e a bs or pti o n s p e ctr a of s a m pl es t o esti m at e t h e t ur bidit y of s a m pl es at 3 2 0 a n d 6 0 0 

n m, a sli g ht i n cr e as e i n o pti c al d e nsit y w as o bs er v e d i n t h e l o n g -w a v el e n gt h r e gi o n of 

t h e visi bl e s p e ctr u m. T h e r e as o ns f or t his p h e n o m e n o n h a v e n ot y et b e e n cl arifi e d. 

C o a g gr e g ati o n of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d β -c as ei n b e f or e a n d aft er 
gl y c ati o n  

T h e i nt er a cti o n of gl y c at e d pri o n pr ot ei n wit h ot h er p ol y p e pti d es h as als o c h a n g e d  i n 

c o m p ar is o n wit h t h e n ati v e pr ot ei n. A d di ti o n of ot h er c o m p o n e nts, e v e n n ati v e β -

c as ei n, f or w hi c h t h e a bilit y t o s u p pr ess t h er m o a g gr e g ati o n of u n m o difi e d pri o n 

pr ot ei n h as alr e a d y b e e n s h o w n, i nt o a s ol uti o n wit h gl y c at e d pri o n pr ot ei n l e d t o t h e 

r a pi d f or m ati o n of a st a bl e fr a cti o n of a g gr e g at es wit h a h y dr o d y n a mi c di a m et er of 8 0 0 

n m, w hi c h di d n ot pr e ci pit at e d uri n g ultr a c e ntrif u g ati o n  a n d r e m ai n e d aft er 

t h er m oi n c u b ati o n. A p p ar e ntl y, t h es e s a m e a g gr e g at es c o ul d b e d et e ct e d b y 

fl u or es c e n c e mi cr os c o p y ( Fi g. 9 8 A, B), m or e o v er, t h e fl u or es c e n c e of t hi ofl a vi n T i n 

t h es e a g gr e g at es i n cr e as e d si g nifi c a ntl y aft er t h er m al i n c u b ati o n, w hi c h m a y be 

e vi d e n c e i n f a v or of a m yl oi di z ati o n of t h e pr ot ei n i nsi d e s p h eri c al p arti cl es. I n 

a d diti o n, s a m pl es of a mi xt ur e of β -c as ei n a n d gl y c at e d pri o n pr ot ei n h a d a n at y pi c all y 

hi g h a bs or pti o n i n t h e l o n g -w a v el e n gt h r e gi o n of t h e visi bl e s p e ctr u m ( a b o v e 6 0 0 n m) . 

T o a m u c h  l ess er e xt e nt, t his w as t y pi c al of is ol at e d gl y c at e d pri o n pr ot ei n s a m pl es. 

T his f e at ur e w as n ot p e c uli ar t o si mil ar a g gr e g at es f or m e d b y pri o n pr ot ei n a n d β -

c as ei n, if b ot h pr ot ei n s w er e s u bj e ct e d t o gl y c ati o n. I n st e a d, t h e l att er c o m bi n ati o n of 
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pr ot ei ns , a m o n g ot h er t hi n gs, als o f or m e d l ar g e a m or p h o us a g gr e g at es wit h hi g h 

h y dr o p h o bi cit y, wit h pr o p erti es v er y si mil ar t o a m or p h o us a g gr e g at es r es ulti n g fr o m 

t h e i nt er a cti o n of t h e u n m o difi e d pri o n pr ot ei n wit h gl y c at e d β-c as ei n. Pr o b a bl y, i n t h e 

p r o c ess of a m or p h o us a g gr e g ati o n, it is gl y c at e d β-c as ei n t h at h as t h e gr e at est eff e ct. 

At t h e s a m e ti m e, t h e f or m ati o n of s pir al str u ct ur es w as n ot n oti c e d: e v e n i n a mi xt ur e 

of b ot h gl y c at e d pr ot ei ns, t h e m a xi m u m t h at c o ul d b e d et e ct e d w as d ef or m e d cl u m ps  

of st u c k s h ort n e e dl e -li k e a g gr e g at es. T h us, aft er gl y c ati o n, t h e pri o n pr ot ei n n o l o n g er 

c o ntri b ut es t o t h e s p e cifi c a g gr e g ati o n of β -c as ei n i n t h e pr es e n c e of t hi ofl a vi n T, 

alt h o u g h, j u d gi n g b y t h e pr es e n c e of n e e dl e -li k e f or m ati o n s, it d o es n ot c o m pl etel y 

pr e v e nt t his i nt er a cti o n.  

T a bl e . 4. C o m p ari s o n  t h e r es ult s of β -c a s ei n a n d pri o n pr ot ei n i nt er a cti o n d e p e n di n g o n t h eir gl y c ati o n . 

 N o 
c o m p o p e nts  

P r P u n m o difi e d  P r P gl y c at e d 
wit h o ut r e d u ci n g 
a g e nt  

P r P gl y c at e d wit h 
N a B H 3 C N  

N o c o m p o n e nts  - A g gr e g ati o n,  a m yl oi d 
str u ct ur es ar e pr es e nt e d  

A g gr e g at es ar e 
l o os e n e d, t h e 
n u m b er of a m yl oi d 
str u ct ur es is r e d u c e d  

A g gr e g at es ar e 
l o os e n e d, t h e n u m b er 
of a m yl oi d str u ct ur es 
is r e d u c e d 

Β -c as ei n  A b s e n c e of 
a g gr e g ati o n  

Si g nifi c a nt s u p pr essi o n of 
a g gr e g ati o n a n d 
a m yl oi di z ati o n  

T h e a g gr e g at es ar e 
l ess d e ns e, c o nsist 
of s m all s p h eri c al 
p arti cl es, a m yl oi d 
str u ct ur es ar e 
pr es e nt e d  

T h e a g gr e g at es ar e 
l ess d e ns e, c o nsist of 
s m all s p h eri c al 
p arti cl es, a m yl oi d 
str u ct ur es ar e 
pr es e nt e d  

Β -c as ei n 
gl y c at e d  

A g gr e g ati o n 
its elf is 
i nsig nifi c a nt . I n 
t h e pr es e n c e of 
t hi ofl a vi n T, 
h eli c al 
a g gr e g at es ar e 
pr es e nt.  

H u g e v er y d e ns e 
a g gr e g at es, a m yl oi d 
str u ct ur es ar e pr es e nt. T h e 
n u m b er of s pir al u nits 
i n cr e as e d. 

H u g e v er y d e ns e 
a g gr e g at es, t h e 
n u m b er of a m yl o i d 
str u ct ur es is 
r e d u c e d. T h er e ar e  
l u m ps of st u c k 
n e e dl e a g gr e g at es  

H u g e v er y d e ns e 
a g gr e g at es, t h e 
n u m b er of a m yl oi d 
str u ct ur es is r e d u c e d. 
T h er e ar e l u m ps of 
st u c k n e e dl e 
a g gr e g at es  

 
T h us, t h e gl y c ati o n of t h e pri o n pr ot ei n m a d e it diffi c ult f or it t o f or m a m yl oi d 

str u ct ur es, w hil e at t h e s a m e ti m e f a cilit ati n g n o n -s p e cifi c pr ot ei n a g gr e g ati o n, w hi c h 

b e c a m e m or e diffi c ult t o i nfl u e n c e. T h e pr es e n c e of β -c as ei n, e v e n u n m o difi e d, a g ai nst  

t h e a g gr e g ati o n of t his pr ot ei n is als o i n eff e cti v e. 
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Eff e ct of a nti -a m yl oi d li g a n ds o n c o -a g g r e g ati o n o f p ri o n p r ot ei n a n d 

f o o d p r ot ei ns 

T h e eff e ct of a nti -a m yl oi d li g a n ds o n t h e c o -a g gr e g ati o n of u n m o difi e d 
pr ot ei ns  
E x p eri m e nts wit h c o -a g gr e g ati o n of pri o n pr ot ei n wit h β - a n d к -c as ei ns, β -

l a ct o gl o b uli n a n d al p h a-l a ct al b u mi n i n t h e pr es e n c e of c ur c u mi n h a v e s h o w n t h at t his 

a nti -a m yl oi d li g a n d is a bl e t o s u p pr ess a g gr e g ati o n of all wit h r at h er br o a d s p e cifi cit y, 

s u p pr es s es t h e a m yl oi di z ati o n of m a n y pr ot ei ns. C ur c u mi n is a bl e t o r e d u c e t h e n u m b er 

of a m yl oi d str u ct ur es i nsi d e l ar g e a g gr e g at e s , h o w e v er, a g gr e g ati o n is n ot v er y 

eff e cti v e i n s u p pr essi n g a g gr e g ati o n, p o ssi bl y d u e t o t h e f a ct t h at t h e li g a n d m ol e c ul e 

is r at h er h y dr o p h o bi c a n d c a n n ot “l o os e n ” s u c h z o n es i n a g gr e g at es, es p e ci all y if t h e y 

ar e of a m or e dis or d er e d n at ur e.  

3, 4 -D M C A d e m ostr at e d  gr e at er ef fi ci e n c y i n s u p pr essi n g t h e a m yl oi di z ati o n of t h e 

pri o n pr ot ei n, t h e pr es e n c e of ot h er a m yl oi d o g e ni c pr ot ei ns r e d u c e d its eff e ct. At t h e 

s a m e ti m e, it is m or e eff e cti v e t h a n c ur c u mi n s u p pr ess e d pr ot ei n a g gr e g ati o n, b ut 

w ors e d estr o y e d d e ns e m at ur e a g gr e g at es c o nt ai ni n g m a n y a m yl oi d str u ct ur es, 

pr o b a bl y d u e t o hi g h er h y dr o p hili cit y a n d i n a bilit y t o e nt er i nt o s u c h d e ns e a g gr e g at es.  

N e w p ot e nti al li g a n ds, p e nt a mi di n e a n d r es v er atr ol, s h o w e d n o a bilit y t o i n hi bit pr ot ei n 

a g gr e g ati o n. I n t h e c as e of p e nt a mi di n e , it w as n ot p o ssi bl e t o r e v e al a n y g e n er al 

p att er n of t h e eff e ct of t his li g a n d o n a g gr e g ati o n. B ei n g  c o a g gr e g at i o n of pri o n pr ot ei n 

wit h c as ei ns, t h e pr ot ei n a g gr e g at es i n t h e pr es e n c e of p e nt a mi di n e b e c a m e s m all er, 

b ut d e ns er t h a n wit h o ut li g a n d, w hil e t h e a g gr e g at es of t h e r e m ai ni n g pr ot ei ns i n its 

pr es e n c e b e c a m e, o n t h e c o ntr ar y, l o os er. At t h e s a m e ti m e, t h e f l u or es c e n c e of 

t hi ofl a vi n T i n t h e m di d n ot si g nifi c a ntl y d e cr e as e. I n t h e pr es e n c e of r es v er atr ol, a 

r at h er i nt er esti n g pi ct ur e w as o b s er v e d: al m ost all t h e st u di e d c o m bi n ati o ns of pr ot ei ns 

f or m e d a g gr e g at es of si mil ar m or p h ol o g y, si z e, st a bilit y i n t h e p r es e n c e of d et er g e nts 

a n d t hi ofl a vi n T fl u or es c e n c e, r e g ar dl es s of t h e pr ot ei n e nt eri n g i nt o c o -a g gr e g ati o n 
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wit h Pr P. T h at is, f or e x a m pl e, i n a s a m pl e of Pr P wit h b o vi n e s er u m al b u mi n, 

a m y ol oi di z ati o n a n d a g gr e g ati o n w er e s u p pr ess e d, a n d i n t h e s a m pl e of pri o n pr ot ei n 

wit h β -c as ei n, o n t h e c o ntr ar y, t h e y i n cr e as e d. A p p ar e ntl y, r es v er atr ol dir e cts t h e e ntir e 

a g gr e g ati o n al o n g a si n gl e p at h, p o ssi bl y pl a yi n g t h e r ol e of a “ m e di at or ” b et w e e n Pr P 

a n d ot h er pr ot ei ns, t h us eli mi n ati n g t h e m ut u al i nfl u e n c e o n t h e  a g gr e g ati o n 

m e c h a nis m.  

T h e eff e ct of pr ot ei n gl y c ati o n o n t h e eff e cti v e n ess of a nti -a m yl oi d li g a n ds  
T h e i nt er a cti o n of c ur c u mi n a n d 3, 4 -D M C A  w it h gl y c at e d β-c as ei n r e v e al e d a w e a k 

a nti a g gr e g ati o n eff e ct: a nti a m yl oi d li g a n ds s h o w e d t h e a bilit y t o s u p pr ess t h e 

f or m ati o n of or d er e d h eli c al a g gr e g at es wit h sli g htl y gr e at er effi ci e n c y f or 3, 4 -D M C A . 

T h os e a g gr e g at es t h at c o ul d still f or m w er e str o n gl y  d ef or m e d (i n t h e c as e of 3, 4 -

D M C A , t h e y w er e pr a cti c all y a b s e nt), a n d t h e fl u or es c e n c e of t hi ofl a vi n T i n t h e m was 

r e d u c e d. T h e sli g htl y m or e pr o n o u n c e d eff e ct of D M CA  m a y b e d u e t o t h e f a ct t h at β -

c as ei n wit h t hi ofl a vi n T f or m e d r at h er l o os e a g gr e g at es, t h er ef or e b ef or e t h e li g a n d 

t h er e w er e f e w er p h ysi c al o b st a cl es t o r e a c h t h e bi n di n g sit e. I n a d diti o n, j u d gi n g by 

t h e eff e ct s e e n, it c a n b e ass u m e d t h at t h e gl y c ati o n of β-c as ei n di d n ot bl o c k t h e 

bi n di n g of t h e pr ot ei n t o t h e li g a n ds.  

D u e t o c h a n g es i n t h e c h ar a ct eristi cs of pri o n pr ot ei n a g gr e g ati o n aft er gl y c ati o n 

( a m yl oi di z ati o n is l ess a cti v e, n o ns p e cifi c a g gre g ati o n is f a cilit at e d), t h e eff e cti v e n ess 

of l o w m ol e c ul ar w ei g ht a g gr e g ati o n i n hi bit or s h as c h a n g e d. T h e o v er all effi ci e n c y of 

t h e li g a n ds h as gr e atl y d e cr e a s e d. T h e f a ct t h at t h e gl y c ati o n of t h e pri o n pr ot ei n 

c o ntri b ut es t o a c h a n g e i n t h e pri orit y p at h w a y f or t h e a g gr e g ati o n of t h e pri o n pr ot ei n 

t o a n o ns p e cifi c o n e is a n a d diti o n al ar g u m e nt i n f a v or of gr e at er s p e cifi cit y of 3, 4-

D M C A , r at h er t h a n c ur c u mi n, s p e cifi c all y t o t h e u n m o difi e d pri o n pr ot ei n - its 

gl y c ati o n l e d t o a si g nifi c a nt d e cr e as e i n s p e cifi cit y, a n d a n d li g a n d effi ci e n c y. At t h e 

s a m e ti m e, ci n n a mi c a ci d r et ai n e d m or e t h a n c ur c u mi n, t h e eff e cti v e n ess i n 

s u p pr essi n g pr ot ei n a g g r e g ati o n - it w as s h o w n t h at 3, 4-di m et h o x y ci n n a mi c a ci d 
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s u p pr ess es pr ot ei n a g gr e g ati o n b ett er, u p t o c o m pl et e dis as s e m bl y of p art of t h e 

a g gr e g at es t o m o n o m er. C ur c u mi n is m or e eff e cti v e i n s u p pr essi n g m at ur e a m yl oi d 

a g gr e g ati o n, t h er ef or e it is b ett er t o s u p pr ess a g gr e g ati o n i n h e at -tr e at e d s a m pl es. T his 

is pr o b a bl y d u e t o t h e gr e at er h y dr o p hili cit y of ci n n a mi c a ci d, w hi c h, o n t h e o n e h a n d, 

i n cr e as es its a bilit y t o s u p pr ess t h e f or m ati o n of a g gr e g at es, b ut d o es n ot all o w, i n 

c o ntr ast t o c ur c u mi n, t o p e n etr at e i nt o alr e a d y f or m e d a m yl oi d str u ct ur es e nri c h e d i n 

h y dr o p h o bi c r e gi o ns. T h e gl y c ati o n of t h e pri o n pr ot ei n i n  t h e pr es e n c e of a r e d u ci n g 

a g e nt l e d t o t h e f a ct t h at t h e effi ci e n c y of b ot h li g a n ds i n s u p pr essi n g e v e n t h e 

a g gr e g ati o n of s u c h a pr ot ei n t e n ds t o z er o.  

T a bl e . 5 Eff e ct of c ur c u mi n o n a m yl oi di z ati o n a n d a g gr e g ati o n of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d β -c a s ei n.  

 N o 
c o m p o p e nts  

P r P u n m o difi e d  P r P gl y c at e d 
wit h o ut 
r e d u ci n g a g e nt  

P r P gl y c at e d wit h 
N a B H 3 C N  

N o c o m p o n e nts  - A g gr e g at es ar e l o os e n e d, 
t h e n u m b er of a m yl oi d 
str u ct ur es is r e d u c e d  

A g gr e g at es ar e 
l o os e n e d, t h e 
n u m b er of a m yl oi d 
str u ct ur es is 
r e d u c e d 

A g gr e g at es ar e 
l o os e n e d, t h e 
n u m b er of a m yl oi d 
str u ct ur es is r e d u c e d  

Β -c as ei n  A b s e n c e of 
a g gr e g ati o n  

Si g nifi c a nt  s u p pr essi o n of 
a g gr e g ati o n a n d 
a m yl oi d i z ati o n 

T h e a g gr e g at es ar e 
l ess d e ns e, c o nsist 
of s m all s p h eri c al 
p arti cl es, a m yl oi d 
str u ct ur es ar e 
pr es e nt  

T h e a g gr e g at es ar e 
l ess d e ns e, c o nsist of 
s m all s p h eri c al 
p arti cl es, a m yl oi d 
str u ct ur es ar e 
pr es e nt  

Β -c as ei n 
gl y c at e d  

A g gr e g ati o n 
its elf is 
n e gli gi bl e. I n t h e 
pr es e n c e of 
t hi ofl a vi n T, 
h eli c al 
a g gr e g at es ar e 
pr es e nt.  

L ar g e a g gr e g at es l o os e n e d. 
T h e n u m b er of a m yl oi d 
str u ct ur es h as n ot c h a n g e d. 
S pir al a g gr e g at es ar e v er y 
s m all a n d d ef or m e d.  

H u g e d e ns e u nits.  
A cti v ati o n of 
a m yl oi di z ati o n  

H u g e d e ns e u nit s. 
A cti v ati o n of 
a m yl oi di z ati o n  

T h e pr es e n c e of u n m o difi e d β -c as ei n di d n ot l e a d t o a n i n cr e as e i n t h e eff e cti v e n es s of 

a nti -a m yl oi d li g a n ds i n r el ati o n t o t h e a g gr e g ati o n of gl y c at e d Pr P. B ot h li g a n ds w er e 

a bl e t o s u p pr ess t h e a d h esi o n of s m all s p h eri c al  pr ot ei n a g gr e g at es, l e a di n g t o 

lo o s e ni n g of t h e f or m e d c o n gl o m er at es, b ut t h e y pr o v e d t o b e us el ess a g ai nst 

a m yl oi di z ati o n of t h e pr ot ei n i nsi d e t h es e a g gr e g at es. T h e n u m b er of d et e ct e d a m yl oi d 

str u ct ur es di d n ot si g nifi c a ntl y d e cr e as e, a l ar g e n u m b er of s p h eri c al p arti cl es wit h 
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di a m et er s of a b o ut 7 0 0 – 8 0 0 n m w er e f o u n d i n t h e pr e p ar ati o n s, a n d t h os e p ai nt e d wit h 

t hi ofl a vi n T. H o w e v er, it c a n n ot b e s ai d t h at e v e n l ar g e a g gr e g at es w er e v er y d e ns e —  

t hi ofl a vi n T fr e el y p e n etr at e d a n d st ai n e d i nt er n al ar e as of a g gr e g at es, w hi c h c a us e d a 

bri g h t fl u or es c e n c e of t h e d y e i n pr e p ar ati o n s aft er t h er m o a g gr e g ati o n. 3, 4-D M C A  w as 

a bl e t o s o m e w h at s u p pr ess a g gr e g ati o n, b ut it w as als o n ot a v ail a bl e t o s u p pr ess 

a m yl oi di z ati o n.  

It is p ossi bl e t h at i n t his c as e t h e i nt er a ctio n s of a mi n o a ci ds i n h er e nt i n n o n -s p e cifi c 

a g gr e g ati o n of pr ot ei ns pr e v e nt t h e p e n etr ati o n of a nti -a m yl oi d li g a n ds i nsi d e, wit h o ut 

i nt erf eri n g wit h t h eir i nt er n al str u ct ur es t o u n d er g o a m yl oi d c o n v ersi o n, w hi c h l e a d s 

t o t h e al m ost c o m pl et e dis a p p e ar a n c e of t h e eff e ct of c ur c u mi n a n d 3, 4-

di m et h o x y ci n n a mi c a ci d.  

T a bl e . 6. Eff e ct of 3, 4 -di m et h o x y ci n n a mi c a ci d o n a m yl oi di z ati o n a n d a g gr e g ati o n of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d β -

c a s ei n . 

 N o 
c o m p o p e nts  

P r P u n m o difi e d  P r P gl y c at e d 
wit h o ut r e d u ci n g 
a g e nt  

P r P gl y c at e d  wit h 
N a B H 3 C N  

N o c o m p o n e nts  - A g gr e g at es ar e l o os e n e d, 
t h e n u m b er of a m yl oi d 
str u ct ur es is r e d u c e d  

A g gr e g at es ar e 
l o os e n e d, t h e 
n u m b er of a m yl oi d 
str u ct ur es is 
r e d u c e d 

A g gr e g at es ar e 
l o os e n e d, t h e 
n u m b er of a m yl oi d 
str u ct ur es is r e d u c e d  

Β -c as ei n  A b s e n c e of 
a g gr e g ati o n  

Al m ost f ull s u p pr essi o n of 
a m yl oi dis ati n a n d 
a g gr e g ati o n  

A g gr e g at es  ar e l ess 
d e ns e, c o nsist of 
s m all s p h eri c al 
p arti cl es, t h e 
n u m b er of a m yl oi d 
str u ct ur es is 
r e d u c e d 

A g gr e g at es  ar e l ess 
d e ns e, c o nsist of 
s m all s p h eri c al 
p arti cl es, t h e n u m b er  
of a m yl oi d str u ct ur es 
is r e d u c e d 

Β -c as ei n 
gl y c at e d  

A g gr e g ati o n 
its elf is 
n e gli gi bl e. I n t h e 
pr es e n c e of 
t hi ofl a vi n T, 
h eli c al 
a g gr e g at es ar e 
al m ost d ef or m e d  

L ar g e a g gr e g at es l o os e n e d. 
T h e n u m b er of a m yl oi d 
str u ct ur es h as n ot c h a n g e d. 
S pir al a g gr e g at es ar e v er y 
s m all a n d d ef or m e d.  

H u g e v er y d e ns e 
a g gr e g at es , t h e 
n u m b er of a m yl oi d 
str u ct ur es is 
r e d u c e d. T h er e ar e 
l u m ps of st u c k 
n e e dl e a g gr e g at es  

H u g e v er y d e ns e 
a g gr e g at es, t h e 
n u m b er of a m yl oi d 
str u ct ur es is r e d u c e d. 
T h er e ar e l u m ps of 
st u c k n e e dl e 
a g gr e g at es  

B ot h a nti a m yl oi d li g a n ds s o m e w h at s u p pr ess a g gr e g ati o n of gl y c at e d pri o n pr ot ei n a n d 

β -c as ei n, d estr o yi n g l ar g e a g gr e g at es, b ut t h e y h a v e al m ost n o eff e ct o n s m all p arti cl es, 
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a m yl oi di z ati o n i n t h eir pr es e n c e, o n t h e c o ntr ar y, is o nl y a g gr a v at e d. T h e fl u or e s c e n c e 

of t hi ofl a vi n T, b ot h i n s a m pl es as a w h ol e a n d i n i n di vi d u al a g gr e g at es c a u g ht i n t h e 

l e ns of a fl u or es c e nt mi cr os c o p e, gr e w n oti c e a bl y i n t h e pr es e n c e of li g a n ds. I n 

p arti c ul ar, wit h o ut li g a n ds, pr ot ei ns f or m a g gr e g at es si mil ar t o s h ort, t a n gl e d f il a m e nts, 

a n d i n t h e pr es e n c e of c ur c u mi n a n d 3, 4 -D M C A , s m all s p h eri c al a g gr e g at es ar e 

f or m e d, w hi c h t e n d t o sti c k t o g et h er a n d h a v e bri g ht fl u or es c e n c e.  

Pr o b a bl y, t h e gl y c ati o n of pr ot ei ns l e d t o t h e f a ct t h at t h e bi n di n g sit es of pr ot ei ns a n d 

li g a n ds w er e n o l o n g er a v ail a bl e, a n d t h e r esi d u al i nt er a cti o ns b et w e e n pr ot ei ns a n d 

li g a n ds l e d o nl y t o a s p ati al c o n v er g e n c e of pr ot ei n m ol e c ul es, w hi c h o nl y a cti v at e d 

a g gr e g ati o n.  
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C o n cl usi o ns  
1.  3 , 4-di m et h o x y ci n n a mi c a ci d, as w ell as n ati v e β -c as ei n, w e r e est a b lis h e d t o 

p a rti all y s u p p r ess a m yl oi d t r a n sf o r m ati o n a n d n o n -s p e cifi c a g g r e g ati o n of 

p ri o n p r ot ei n.  

2.  T h e c o m bi n e d eff e ct of n ati v e β -c as ei n a n d c u r c u mi n o r 3, 4 -

di m et h o x y ci n n a mi c a ci d c a n b e us e d t o al m ost c o m pl et el y s u p p r ess 

a g g r e g ati o n a n d a m yl oi d t r a n sf o r m ati o n of t h e p ri o n p r ot ei n.  

3.  β -c as ei n  g l y c ati o n w as s h o w n t o  r e d u c e t h e c o nt e nt of dis o r d e r e d st r u ct u r es 

i n it a n d l e a ds t o t h e dis a p p e a r a n c e of its c h a p e r o n e-li k e a cti vit y wit h 

r es p e ct t o t h e p ri o n p r ot ei n.  

4.   T h e f o r m ati o n s p e cifi c h eli c oi d al fl u o r es c e nt st r u ct u r es b y  gl y c at e d β -

c as ei n i n t h e p r es e n c e of t hi ofl a vi n T w as  b e e n f o u n d, w hil e gl y c at e d β -

c as ei n is als o i n v ol v e d i n al m ost i nst a nt a n e o us a g g r e g ati o n wit h t h e n ati v e 

p ri o n p r ot ei n, f o r mi n g fl u o r es c e nt st a r st r u ct u r es i n t h e p r es e n c e of 

t hi ofl a vi n T.  

5.  T h e d et e ct e d i n c r e a s e i n t h e fl u o r es c e n c e of t hi ofl a vi n T , w h e n it i nt e r a cts 

wit h gl y c at e d p ri o n a n d β -c as ei n, w hi c h d o n ot c o nt ai n β -a m yl oi d 

st r u ct u r es, as w ell as t h e a p p e a r a n c e of u n u s u al s pi r al st r u ct u r es f r o m t h es e 

p r ot ei ns i n t h e p r es e n c e of t hi ofl a v i n T s h o ws t h at usi n g t his d y e t o i d e ntif y 

a m yl oi d st r u ct u r es c a n gi v e f als e p o siti v e r es ults i n t h e p r es e n c e of gl y c at e d 

p r ot ei ns.  

6.  P ri o n p r ot ei n gl y c ati o n w as est a blis h e d t o g r e atl y r e d u c e t h e eff e cti v it y of 

s u p p r essi n g its a m yl oi d c o n v e rsi o n a n d a g g r e g a ti o n b y c u r c u mi n a n d 3, 4-

di m et h o x y ci n n a mi c a ci d .  
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R é s u m é  :  L' o bj e ctif d e c e  tr a v ail ét ait 
l'i d e ntifi c ati on  d e n o u v e a u x f a ct e ur s i nfl u e n ç a nt l a 
c a p a cit é d e s pr ot éi n e s à s' a gr é g er o u a y a nt u n 
i m p a ct s ur l' a gr é g ati o n d' a utr e s pr ot éi n e s. N o u s 
a v o n s ét u di é l'i nfl u e n c e d e s li g a n d s a nti -
a m yl oï d e s, i nt er a cti o n s pr ot éi n e -p r ot éi n e et l a 
gl y c ati o n s ur l' a gr é g ati o n d e s p rot éi n e pri o n. L a 
pr ot éi n e pri o n a a cti v é e l' a gr é g ati o n  a m yl oï d e 
d a n s d' a utr e s pr ot éi n e s h a bit u ell e m e nt st a bl e s. L a 
gl y c ati o n d e l a pr ot éi n e pri o n e ntr aî n e u n e 
di mi n uti o n d e s o n a m yl oï d o g é ni cit é. E n m ê m e 
t e m p s, c ett e  m o difi c at io n f a cilit e l é g èr e m e nt 
l' a gr ég ati o n a m or p h e d e l a pr ot éi n e pri o n. D a n s c e 
c a s, l' eff et a nti a gr é g a nt t ot al d e l a c ur c u mi n e et d e 
l' a ci d e 3, 4-di m ét h o x y ci n n a mi q u e a ét é  aff ai bli, c ar 
a pr è s l a m o difi c ati o n, l' a gr é g ati o n s' e st f ait e 
d a v a nt a g e p ar l a m o y e n n o n s p é cifi q u e . 

L a pr é s e n c e d e b êt a -c a s éi n e a v e c u n e a cti vit é 
s e m bl a bl e à c ell e d u c h a p er o n  s u p pri m e 
si g nifi c ati v e t o ut t y p e d' a gr é g ati o n d e s pr ot éi n e s 
pri o n s, et c o m bi n ai s o n d e b êt a -c a s éi n e et d e 
li g a n d s a nti-a m yl oï d e s e st u n e m ét h o d e effi c a c e 
d e s u p pr e s si o n  c o m pl èt e d e l' a m yl o s e d e l a 
pr o t éi n e pri o n. L a b êt a-c a s éi n e gl y q u é e a m o ntr é 
s a c a p a cit é à s' a gr é g er p ar ell e -m ê m e et à 
f or m er d e s a gré g at s or d o n n é s fl u or e s c e nt  
s p é cifi q u e s a v e c u n c ol or a nt t hi ofl a vi n e T. L a 
pr é s e n c e d e pr ot éi n e pri o n a gr a n d e m e nt f a cilit é  
l a f or m ati o n d e c e s a gr é g at s, a u c o ntr air e l e s 
li g a n d s  a nti-a m yl oï d e s  l' o nt  s u p pri m é. 
L'i nt er a cti o n d e l a pr ot éi n e pri o n gl y q u é e et d e l a 
b êt a -c a s éi n e c o n d uit à l a f or m ati o n d e s a gr é g at s 
s p h éri q u e s, q u e s o nt e nri c hi s e n str u ct ur e s 
a m yl oï d e s  p e n d a nt l e  tr ait e m e nt t h er mi q u e. D a n s 
c e c a s , l’ eff et a nti a m yl oï d e d e l a c ur c u mi n e et d e 
l’ a ci d e  3, 4-di m ét h o x y ci n a mi q u e  di s p ar aît 
pr e s q u e c o m pl èt e m e nt . 

Titl e  :  R e s e ar c h of f a ct or s aff e cti n g a m yl oi d tr a n sf or m ati o n a n d pr ot ei n a g gr e g ati o n  

K e y w or d s  :  a m yl o id , pri o n pr ot ei n , b et a -c a s ei n , gl y c ati o n , t hi ofl a vi n T, a gr e g ati o n  

A b str a ct :  T h e m ai n ai m of t hi s w or k w a s a 
s e ar c h of n e w f a ct or s i nfl u e n ci n g t h e a bilit y of 
pr ot ei n s f or a g gr e g ati o n t h e m s el v e s or i m p a ct t h e 
a g gr e g ati o n of ot h er pr ot ei n s. W e  i n v e sti g at e d t h e 
i nflu e n c e of a nti -a m yl oi d li g a n d s , pr ot ei n -pr ot ei n 
i nt er a cti o n s a n d gl y c ati o n o n pri on pr ot ei n 
a g gr e g ati o n. T h e pri o n pr ot ei n a cti v at e d a m yl oi d 
a g gr e g ati o n i n  ot h er u s u all y st a bl e pr ot ei n s. T h e 
gl y c ati o n of t h e pri o n pr ot ei n c a u s e s a d e cr e a s e i n 
it s a m yl oi d og e ni cit y. At t h e s a m e ti m e, t hi s  
m o difi c ati o n sli g htl y f a cilit at e s t h e a m or p h o u s  
a g gr e g ati o n of t h e pri o n pr ot ei n. Al s o, t h e t ot al 
a nti -a g gr e g ati n g eff e ct of c ur c u mi n a n d 3, 4 -
di m et h o x y ci n n a mi c a ci d i n t hi s c a s e w a s 
w e a k e n e d, si n c e aft er t h e m o difi c ati o n t h e  
a g gr e g ati o n w a s d o n e m or e b y n o n -s p e cifi c 
m e a n s . 

T h e pr e s e n c e of b et a -c a s ei n wit h c h a p er o n e -li k e 
a cti vit y si g nifi c a ntl y s u p pr e s s e s all t y p e s of pri o n 
pr ot ei n a g gr e g ati o n,  a n d a c o m bi n ati o n of b et a -
c a s ei n a n d a nti -a m yl oi d li g a n d s w a s d e ci d e d t o 
b e a n eff e c ti v e m et h o d of t ot al pri o n pr o tei n 
a m yl oi d o si s s u p pr e s si o n. T h e gl y c at e d b et a -
c a s ei n  s h o w e d it s a bilit y t o a g gr e g at e b y it s elf 
a n d t o f or m s p e cifi c fl u or e s c e nt or d er e d 
a g gr e g at e s wit h a t hi ofl a vi n T d y e. T h e pr e s e n c e 
of pri o n pr ot ei n gr e atl y f a cilit at e d t h e  f or m ati o n of 
t h e s e a g gr eg at e s , u nli k e t h e a nti-li g a n d s, w hi c h 
i n hi bit s it. T h e i nt er a cti o n of gl y c at e d pri o n 
pr ot ei n a n d b et a -c a s ei n l e a d s t o t h e f or m ati o n of 
s p h eri c al a g gr e g at e s,  w hi c h ar e b ei n g e nri c h e d 
b y a m yl oi d str u ct ur e s d uri n g h e at tr e at m e nt. I n 
thi s c a s e, t h e a nti a m yl oi d  eff e ct of c ur c u mi n a n d 
3, 4 -di m et h o x y ci n a mi c a ci d di s a p p e ar s al m o st  
c o m pl et el y . 




