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Аннотация. С помощью биоинформатических методов исследования в Аβ1-42 пептиде были определены 

амилоидогенные участки Аβ16-25, Аβ31-40 и Аβ33-42, отвечающие за формирование фибрилл. Фрагменты были 

синтезированы в достаточных количествах, а качество препаратов проверено с помощью масс-спектрометрического 

анализа. Для исследования их амилоидогенных свойств были применены методы флуоресцентной спектроскопии 

(связывание с ThT), электронной микроскопии, рентгеноструктурного анализа (РСА). Все три фрагмента в условиях 

5% DMSO и 50 мМ Tris-HCl (pH 7,5) взаимодействуют с ThT. При этом фрагменты Аβ31-40, Аβ33-42 полимеризуются 

в виде фибрилл разной морфологии, а фрагмент Аβ16-25 формирует не свойственные для большинства амилоидов 

полимеры в виде пленок. Согласно данным рентгеноструктурного анализа фибриллы всех фрагментов показывают 

наличие двух основных рефлексов (4,6-4,8 Ǻ и 8-12 Ǻ), характерных для кросс-β структуры, что указывает на их 

амилоидную структуру. Анализ экспериментальных данных и структурное моделирование позволило заключить, что 

основным строительным блоком при формировании фибрилл фрагментами Аβ1-42 пептида является кольцевой 

олигомер. Взаимодействие кольцевых олигомеров различным образом приводит к формированию полимеров разной 

морфологии. На основании совокупности данных предложена новая модель фибриллобразования.  

Ключевые слова: Аβ пептид, амилоидогенные фрагменты Аβ1-42 пептида, амилоиды,  биоинформатика, новая 

модель амилоидообразования. 
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Abstract. Using bioinformatics methods of investigation, amyloidogenic regions of Aβ16-25, Aβ31-40, and Aβ33-42, 

responsible for the formation of fibrils, were determined in the Aβ1-42 peptide. Fragments were synthesized in sufficient 

quantities, and the quality of the preparations was verified by mass spectrometric analysis. To study their amyloidogenic 

properties, methods of fluorescence spectroscopy (ThT binding), electron microscopy, and X-ray diffraction analysis were 

used. All three fragments under conditions of 5% DMSO and 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) interact with ThT. At the same time 

fragments of Aβ31-40 and Aβ33-42 polymerize in the form of fibrils of different morphology, and fragment Aβ16-25 form 

polymers that are not typical of most amyloids in the form of films. According to X-ray diffraction data, the fibrils of all 

fragments show the presence of two main reflexes (4.6-4.8 Ǻ and 8-12 Ǻ), characteristic of the cross-β structure, indicating 

their amyloid structure. Analysis of the experimental data and structural modeling allowed us to conclude that the main 

building block in the formation of fibrils by fragments of Aβ1-42 peptide is a ring oligomer. The interaction of ring oligomers 

in different ways leads to the formation of polymers of different morphologies. Based on the data set, a new model of 

fibrillation was proposed. 

Key words: A peptide, amyloidogenic fragments of Аβ1-42 peptide, amyloids, bioinformatics, new model of 

fibrillation 

 

Аβ пептид связывают с таким нейродегенеративным заболеванием, как болезнь Альцгеймера (БА). Одним из 

признаков заболевания БА является наличие в мозге  человека агрегатов (депозитов), состоящих из  фибрилл Аβ1-42 

пептида. Отложения в виде агрегатов амилоидных фибрилл свойственны для многих нейродегенеративных 

заболеваний (болезнь Паркинсона, синдрома Хантингтона и др.). Изучению необычного поведения белков/пептидов, 

приводящего к формированию фибрилл и их агрегации в крупные фибриллярные образования, уделяется большое 

внимание, поскольку понимание этого процесса поможет найти правильные подходы к разработке лекарственных 

препаратов, предотвращающих самоагрегацию амилоидных белков/пептидов на самых ранних ее этапах. Процесс 

амилоидообразования для различных амилоидных белков носит сходный характер: дестабилизация нативного белка, 

агрегация дестабилизированных молекул в олигомерные частицы, формирование фибрилл. С помощью 

биоинформатических методов установлено, что аминокислотные последовательности амилоидогенных 

белков/пептидов содержат фрагменты, наиболее склонные к формированию фибрилл. Такие короткие участки 

последовательности представляют интерес не только для проверки теоретических методов исследования, но и для 

изучения процесса амилоидообразования (легче синтезируются, быстрее формируют фибриллы). Кроме того именно 

они, согласно данным по обработке зрелых фибрилл различными протеазами, входят в остов фибриллы [1]. Ранее 

было показано, что целые Аβ1-40 и Аβ1-42 пептиды сложны для исследований. Их поведение сильно зависит не 

только от условий приготовления (ионные условия среды, pH, температура и т.д.), способа получения (синтетические, 

рекомбинантные), но и от фирмы производителя [2].  

В последовательности Аβ1-42 пептида были предсказаны два амилоидогенных фрагмента – Аβ16-21 (KLVFFA) и 

Аβ32-36 (IGLMV) [3], а для изучения их амилоидогенных свойств были синтезированы 10-членные фрагменты: Аβ16-

25, Аβ31-40 и Аβ33-42. Последние два фрагмента были синтезированы для выяснения роли С-концевых 

аминокислотных остатков на морфологию фибрилл, поскольку ранее нами было показано, что фибриллы пептидов 

Аβ1-40 и Аβ42 имеют разную морфологию [4]. Все три фрагмента были изучены с помощью методов, обычно 

используемых при исследовании процесса формирования фибрилл: связывание с ThT, ЭМ, РСА. Все эксперименты 

проводили при концентрацииях препаратов 0,25-0,5 мг/мл в условиях 5 % DMSO, 50 мМ Трис-HCl (pH 7,5) и 

инкубации при 37°С. Согласно данным флуоресцентного анализа все три фрагмента взаимодействуют с ThT, что 

указывает на наличие в трех препаратах β-структуры. Однако, формы кривых для разных пептидов различаются, что 

может свидетельствовать о разном поведении препаратов при полимеризации.     

Согласно данным электронно-микроскопического анализа все три пептида способны к самоорганизации в 

полимерные структуры. При этом фрагменты Аβ31-40 агрегирует в виде лент и пучков, Аβ33-42 в виде шероховатых 

жгутов, а фрагмент Аβ16-25 демонстрирует необычную полимеризацию для амилоидогенных фрагментов в виде 

пленок (см. рис.1).  

При большом увеличении заметно, что все полимеры построены из кольцевых олигомеров с наружным 

диаметром около 6-7 нм, внутренним диаметром около 2-3 нм, а в местах перегиба самых тонких фибрилл 

наблюдается размер около 3 нм, что дает приблизительную высоту кольца. Такие олигомеры могут ассоциировать 

друг с другом боковыми сторонами или слегка перекрывать друг друга и формировать ленты, ассоциировать 

торцевыми сторонами и формировать пучки (Аβ31-40) или ассоциировать нерегулярным образом с формированием 

жгутов разного диаметра с шероховатой поверхностью (Аβ33-42). В случае пептида Аβ16-25 олигомеры ассоциируют 
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бок-о-бок и формируют структуры в виде пчелиных сот. Следует отметить, что морфология фибрилл фрагментов 

Аβ31-40 и Аβ33-42 напоминает морфологию фибрилл целых Аβ1-40 и Аβ1-42 пептидов. Для Аβ1-40 пептида показана 

преимущественная самосборка в виде лент разного диаметра и перекручивания с разным периодом, а для Аβ1-42 

формирование шероховатых жгутов разного диаметра [2, 4].  

 
Рисунок 1 – Электронно-микроскопические изображения фрагментов Аβ1-42 пептида. Верхняя панель –  

поля фрагментов Аβ1-42 пептида, нижняя – фрагменты полей с большим увеличением. Стрелками обозначены 

кольцевые олигомеры. Все эксперименты проводили при концентрацииях препаратов 0,25-0,5 мг/мл в условиях 5 % 

DMSO, 50 мМ Трис-HCl (pH 7,5) и инкубации при 37°С (24 часа). Негативное контрастирование 1 %-ым водным 

раствором уранилацетата 

 

Согласно данным рентгеноструктурного анализа все три пептида показывают характерные рефлексы для кросс-β 

структуры: экваториальный 8-12 Å и меридиональный 4,5-4,8 Å, что характерно для амилоидных фибрилл (см. рис. 2).  

 
Рисунок 2 – Рентгенограммы фрагментов Аβ1-42 пептида. Все препараты готовили в условиях 5 % DMSO, 50 мМ 

Трис-HCl (pH 7,5) после 24 часов инкубации при 37°С. Концентрировали препараты центрифугирование при 12 тыс 

об/мин до 5 мг/мл. Подготовка препаратов к рентгеноструктурному анализу согласно [5] 

 

Следует отметить, что для пептидов Аβ31-40 и Аβ33-42 наблюдается большое количество дополнительных 

рефлексов. Дополнительные рефлексы для амилоидных фибрилл отмечаются для многих амилоидных фибрилл [6] в 

том числе и для целых Аβ1-40 и Аβ1-42 пептидов [7]. Кросс-β структура предполагает, что фибрилла построена из β-

листов, проходящих параллельно вдоль всей оси фибриллы и расположенных на расстоянии  

8-12 нм друг от друга. При этом β-листы организованы из β-тяжей, идущих перпендикулярно оси фибриллы и 

расположенных на расстоянии 4,5-4,8 Å друг от друга. Однако, как тогда объяснить наличие характерных рефлексов 

для пептида Аβ16-25? Напрашивается вывод, что может быть и другая организация фибрилл.  

Ранее ряд авторов еще в 1980-тые  1990-тые годы обращали внимание на наличие дополнительных рефлексов и 

пытались их интерпретировать [8]. Однако, интерпретация рентгеновских данных проводилась с учетом устоявшегося 

представления о структурной организации амилоидных фибрилл. К 1980-м годам сложилось общее представление о 

том, что фибриллы построены из филаментов (от 2-х до 6), которые взаимодействуют друг с другом латерально, могут 

перекручиваться с разным периодом, формировать ленты, пучки, кластеры. Филаменты представляют собой β-листы, 

проходящие вдоль всей оси фибриллы. Такое представление идет от 1935 г. [9], когда исследовались 

рентгеноструктурные данные от фибрилл фибриллярных белков (фиброин, β-кератин, β-миозин) и частично 

денатурированного глобулярного белка альбумина. Для этих объектов были получены схожие картины дифракции 
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рентгеновских лучей с характерными рефлексами (4,65 и 9,8 Å). С этого времени стали интерпретировать 

структурную организацию фибриллярных образований, как складчатые листы (“pleated sheet”). Впервые термин 

кросс-β структура появился в 1968 г. [10] и с тех пор остается основным представлением для объяснения структуры 

амилоидных структур. С началом использования электронного микроскопа для изучения биологических объектов в 

1950-е – 1960-е годы стали появляться работы по изучению срезов поврежденных амилоидозами тканей (печень, 

почки, селезенка) [11], а затем и экстрактов из этих же тканей [12]. Несмотря на то, что часть авторов, уже тогда 

наблюдала кольцевые олигомерные структуры [13], все равно основная интерпретация ЭМ снимков предполагала, что 

кольцевой олигомер представляет собой продольный срез фибриллы. Нам представляется, что так легче было 

согласовать существовавшие та тот момент данные рентгеноструктурного и ЭМ анализов. 

В последнее время, однако, появляются работы, которые предлагают и другие модели формирования фибрилл. 

Например в работе [14] при изучении с помощью метода ЭМ процесса формирования фибрилл  

Аβ1-42 пептидом фибриллы формируются из олигомеров. А в работе [15], при изучении фибриллообразования α-

синуклеина предлагается гранулярный механизм формирования фибрилл (“a double-concerted fibrillation model”), при 

котором мономеры формируют гранулы, а затем гранулы ассоциируют в фибриллы. В обоих случаях диаметр 

олигомеров и гранул совпадает с диаметром самых тонких фибрилл. 

Олигомеры являются неизменными участниками процесса формирования зрелых фибрилл. Они отмечаются на 

начальном этапе их формирования и исчезают при созревании фибрилл. Показано, что именно олигомерные образцы 

(от димеров до более крупных агрегатов) являются наиболее токсичными для клеток [16]. Рядом авторов отмечается 

наличие кольцевых олигомеров и высказывается предположение, что такие олигомеры могут встраиваться в 

клеточную мембрану и формировать поры (annular pores), что может приводить к гибели клеток [17]. Следует 

отметить, что наличие депозитов амилоидных фибрилл при БА не всегда связано с заболеванием. Т.е., все больше 

данных, свидетельствующих о том, что именно олигомеры представляют опасность при БА и именно их 

формирование следует предотвращать.   

Так куда же пропадают олигомерные агрегаты? Мы предполагаем, что именно кольцевые олигомеры являются 

основными строительными блоками для построения фибрилл. Именно такая структурная организация может легче 

объяснить характерный для амилоидных фибрилл полиморфизм, их дробление, ветвление и т.д.  

Принимая за строительный блок кольцевой олигомер, который согласно данным ЭМ анализа, представляет собой 

короткий полый цилиндр с наружным диаметром 6-7 нм, внутренним – 2-3 нм и высотой около 3 нм, и применив 

структурное моделирование, можно предположить, что кольцевой олигомер состоит из 48 молекул пептида, которые 

формируют 12 β-листов, уложенных по кругу. Внешний диаметр такого круга около 6 нм, внутренний около 2 нм. 

Такая организация кольцевого олигомера вполне может при ассоциации в фибриллу дать достаточное количество β-

листов и β-тяжей, чтобы при рентгеноструктурном анализе были получены соответствующие картины дифракции для 

кросс-β структуры. Надо отметить, что в недавних работах уделяется особое внимание именно интермедиатам на пути 

формирования фибрилл, в частности, додекамерам, которые взаимодействуют друг с другом с образованием фибрилл.  

Нам представляется, что модель формирования фибрилл из кольцевых олигомеров, которые различным образом 

взаимодействуют друг с другом (кольцо-к-кольцу, кольцо-на-кольцо с некоторым сдвигом и т.д.), может лучше 

объяснить многие присущие амилоидам свойства, такие как сильный полиморфизм в одних и тех же условиях 

дробление, ветвление. При этом молекулярная структура кольцевого олигомера может иметь различия для разных 

коротких белков/пептидов (см. рис.3).   

 

 
Рисунок 3 –  Схематическое изображение модели формирования фибрилл из кольцевых олигомеров 

 

Правильное представление о механизме формирования амилоидных фибрилл и их молекулярной организации 

является необходимым условием для разработки правильной стратегии при разработке терапевтических средств, 

способных предотвратить агрегацию амилоидных белков. При этом становится понятным, что не сами фибриллы, а 

именно олигомерные интермедиаты представляют наибольшую опасность для человека. Тогда напрашивается вывод, 

что необходим поиск агентов/молекул, которые будут противодействовать образования олигомеров, которые 

являются началом всего патологического пути при развитии БА.  

 

Работа поддержана Российским Научным Фондом грант № 14-14-00536. 
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