
ÑÒÐÓÊÒÓÐÀ ÀÌÈËÎÈÄÎÃÅÍÍÛÕ b-ÏÅÏÒÈÄÎÂ Â ÊÎÌÏËÅÊÑÅ
Ñ ÌÎÄÅËÜÍÛÌÈ ÌÅÌÁÐÀÍÀÌÈ

© Ê. Ñ. Óñà÷åâ,1 À. Â. Ôèëèïïîâ, Â. Â. Êëî÷êîâ

Êàçàíñêèé (Ïðèâîëæñêèé) ôåäåðàëüíûé óíèâåðñèòåò,
Ëàáîðàòîðèÿ ßÌÐ-ñïåêòðîñêîïèè áèîëîãè÷åñêèõ ñèñòåì;

1 ýëåêòðîííûé àäðåñ: k.usachev@kpfu.ru

Ê. Ñ. Óñà÷åâ è äð.
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Ïóòåì àíàëèçà ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ ßÌÐ îïðåäåëåíû ñòðóêòóðû êîìïëåêñîâ àìèëîèäîãåí-
íûõ b-ïåïòèäîâ (Ab1—40, Ab10—35, Ab13—23, Ab16—22) ñ ìîäåëüíûìè áèîëîãè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè íà
îñíîâå ìèöåëë äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ â ðàñòâîðå. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðîöåññ êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ
Ab-ïåïòèäîâ ñ ìèöåëëàìè ïðîèñõîäèò âî âñåõ ñëó÷àÿõ ïîñðåäñòâîì àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ L17, F19,
F20 è G29—M35.
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Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÑÍ — äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ, ßÌÐ — ÿäåðíûé ìàãíèòíûé ðåçî-
íàíñ.

Áîëåçíü Àëüöãåéìåðà (òàêæå è ñåíèëüíàÿ äåìåíöèÿ
àëüöãåéìåðîâñêîãî òèïà) — íåèçëå÷èìîå íåéðîäåãåíåðà-
òèâíîå çàáîëåâàíèå, õàðàêòåðèçóþùååñÿ íàêîïëåíèåì
b-àìèëîèäíûõ áëÿøåê è íåéðîôèáðèëëÿðíûõ êëóáêîâ â
òêàíÿõ ãîëîâíîãî ìîçãà (Hardy, Selkoe, 2002). Íåéðîòîê-
ñè÷íîå äåéñòâèå Ab-ïåïòèäîâ îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç èõ
âçàèìîäåéñòâèå ñ êëåòî÷íîé ìåìáðàíîé. Ïðåäïîëàãàåòñÿ,
÷òî Ab-ïåïòèäû íåïîñðåäñòâåííî íàðóøàþò ðàáîòó ìåì-
áðàí íåéðîíîâ, âûçûâàÿ îáðàçîâàíèå ïîð, ÷òî ïðèâîäèò
ê èçìåíåíèÿì èîííîãî ãîìåîñòàçà (Rauk, 2008). Ïîýòî-
ìó îïèñàíèå ïðîñòðàíñòâåííîãî ñòðîåíèÿ êîìïëåêñà
Ab-ïåïòèä—ìåìáðàíà, à òàêæå ñòðóêòóðà Ab-ïåïòèäîâ â
ðàñòâîðå ïîçâîëÿò ïîäîéòè ê ïîíèìàíèþ ìåõàíèçìîâ, ðà-
áîòàþùèõ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê, ÷òî ìîæåò ïîìî÷ü ïî-
èñêó ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ, èíãèáèðóþùèõ îáðàçî-
âàíèå ñåíèëüíûõ áëÿøåê.

Â êà÷åñòâå îáúåêòîâ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ áûëè
âûáðàíû ñëåäóþùèå Ab-ïåïòèäû: Ab1—40 (DAEFRHDSG-
YEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV); Ab10—35

(YEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLM), â ñîñòàâ êîòî-
ðîãî âõîäèò öåíòðàëüíûé ãèäðîôîáíûé êëàñòåð (Zhang
et al., 2000; Usachev et al., 2013a); Ab13—23 (HHQKLV-
FFAED), êîòîðûé ñîäåðæèò ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ õîëåñòå-
ðèíà, àïîëèïîïðîòåèíîâ (apoE) è àëêîãîëüäåãèäðîãåíà-
çû (ABAD) (ó÷àñòîê àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ ñ V12 ïî
D23), à òàêæå ñîäåðæèò îáëàñòü àìèíîêèñëîòíîé ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ ñðîäñòâà ê ýíçèìàì è
êàòàëàçàì (I31-M35) (Jarvet et al., 2000; Usachev et al.,
2013b); Ab16—22 (Ac-KLVFFAE-NH2), êîòîðûé, êàê ïðåä-
ïîëàãàåòñÿ, ÿâëÿåòñÿ ñàìîñòîÿòåëüíûì ñàéòîì ñâÿçûâà-
íèÿ îëèãîìåðîâ, à òàêæå ñîäåðæèò ïðåäïîëàãàåìûé öåíòð
àãðåãàöèè (Balbach et al., 2000; Usachev et al., 2012).

Íà îñíîâå ýêñïåðèìåíòàëüíî óñòàíîâëåííûõ ìåæðî-
òîííûõ ðàññòîÿíèé, îïðåäåëåííûõ èç ßÌÐ NOESY-ñïåê-

òðîâ, è ðàñ÷åòîâ ìåòîäîì ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè îïðåäå-
ëåíû ñòðóêòóðû êîìïëåêñîâ Ab-ïåïòèäîâ ñ ìîäåëüíûìè
áèîëîãè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè íà îñíîâå ÄÑÍ (Tulumello,
Deber, 2009; Warschawski et al., 2011) â ðàñòâîðå. Óñòà-
íîâëåíî, ÷òî ïðîöåññ êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ Ab-ïåïòè-
äîâ ñ ìèöåëëàìè ïðîèñõîäèò âî âñåõ ñëó÷àÿõ ïîñðåäñò-
âîì àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ L17, F19, F20 è G29-M35.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Äëÿ ðàáîòû èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðåàêòèâû: àìè-
íîêèñëîòû, çàùèùåííûå 9-ôëóîðåíèëìåòîêñè-êàðáîíèëü-
íûìè ãðóïïàìè, ñìåñü ñ ãðàäèåíòîì âîäà—àöåòîíèòðèë,
ïðåäåéòåðèðîâàííûé ÄÑÍ (ïîëíîòà çàìåùåíèÿ ïðîòîíîâ
íà ÿäðà äåéòåðèÿ 98 %), D2O. Ðåàêòèâû áûëè îò ôèðìû
Aldrich (ÑØÀ) èëè îòå÷åñòâåííîãî ïðîèçâîäñòâà êâàëè-
ôèêàöèè õ. ÷.

Ñèíòåç èññëåäóåìûõ ïåïòèäîâ âûïîëíÿëè ìåòîäîì
òâåðäîôàçíîãî ñèíòåçà ñ ïîìîùüþ àâòîìàòè÷åñêîãî ñèí-
òåçàòîðà ïåïòèäîâ ABI 433A (Applied Biosystems, ÑØÀ)
ïðè èñïîëüçîâàíèè àìèíîêèñëîò, çàùèùåííûõ 9-ôëóîðå-
íèëìåòîêñè-êàðáîíèëüíûìè ãðóïïàìè, è êîíòðîëåì çà
ïðîöåññîì ïî ïðîâîäèìîñòè ðåàêöèîííîé ñìåñè. Î÷èñò-
êó ïåïòèäîâ ïðîâîäèëè ìåòîäîì âûñîêîïðîèçâîäèòåëü-
íîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè íà ïðèáîðå Series 200
Perkin Elmer HPLC System (Waltham, ÑØÀ) â ãðàäèåíòå
âîäà—àöåòîíèòðèë. Êà÷åñòâî êîíå÷íîãî ïðîäóêòà õàðàê-
òåðèçîâàëè ìåòîäîì MALDI-TOF (matrix-assisted laser de-
sorption-ionization) ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè. Ïåïòèä õðàíèëè
ïðè –75 °Ñ äî èñïîëüçîâàíèÿ.

Âî èçáåæàíèå àãðåãàöèè êîíöåíòðàöèÿ ïåïòèäîâ â
ßÌÐ-àìïóëå áûëà ìåíåå 300 ìêÌ. Êîíöåíòðàöèÿ ìèöåëë
ÄÑÍ â âîäíîì ðàñòâîðå (90 % H2O + 10 % D2O) ñîñòàâëÿ-
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ëà 10 ìÌ. Èññëåäóåìûå ïåïòèäû ðàñòâîðÿëè â ìèöåëëÿð-
íîì ðàñòâîðå íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ïðîâåäåíèåì ñïåê-
òðîìåòðèè ßÌÐ.

Ðåãèñòðàöèþ îäíîìåðíûõ è äâóõìåðíûõ (1H-1H)
ñïåêòðîâ ßÌÐ â ðàñòâîðàõ ïðîâîäèëè íà ßÌÐ-ñïåêòðî-
ìåòðå AVANCE II-500 (Bruker Biospin, Faellanden, Øâåé-
öàðèÿ) (500 ÌÃö (1Í)) ïðè òåìïåðàòóðå 293 K. Äëÿ îòíå-
ñåíèÿ ñèãíàëîâ â ñïåêòðàõ ßÌÐ 1H èñïîëüçîâàëè ïîäõîä,
îñíîâàííûé íà ñîâìåñòíîì ïðèìåíåíèè TOCSY è NOE-
SY. Ïàðàìåòð âðåìåíè ñìåøèâàíèÿ tm â ýêñïåðèìåíòàõ
NOESY ñîñòàâëÿë 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450,
500 è 800 ìñ.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ (Usachev et al., 2012, 2013a,
2013b) íà îñíîâå àíàëèçà äâóõìåðíûõ NOESY-ñïåêòðîâ
ßÌÐ ïåïòèäîâ Ab1—40, Ab10—35, Ab13—23 è Ab16—22 â ðàñòâî-
ðå ñ ìèöåëëàìè ÄÑÍ áûëî óñòàíîâëåíî íàëè÷èå óïîðÿäî-
÷åííûõ ó÷àñòêîâ â âèäå 310-ñïèðàëåé (àìèíîêèñëîòíûå
îñòàòêè 13—23, 29—35) (ðèñ. 1).

Â ñïåêòðàõ 1H ßÌÐ ïåïòèäîâ Ab1—40, Ab10—35, Ab13—23

è Ab16—22 â âîäíîì ðàñòâîðå è â ðàñòâîðå ñ ìèöåëëàìè
ÄÑÍ íàáëþäàëè èçìåíåíèå õèìè÷åñêèõ ñäâèãîâ ïðîòî-
íîâ a- è b-ãðóïï äëÿ ó÷àñòêîâ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè 13—23, 29—35. Íàïðèìåð, äëÿ a- è b-ãðóïï
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ F19, F20 è L17 ïåïòèäà Ab16—22

íàáëþäàëè ñìåùåíèå õèìè÷åñêèõ ñäâèãîâ â îáëàñòü
ñèëüíûõ ïîëåé (L17(Ha): â ðàñòâîðå 20 ìÌ ôîñôàòíîãî
áóôåðà 4.36 ì. ä.; â ðàñòâîðå ÄÑÍ 4.30 ì. ä.), à õèìè÷å-
ñêèå ñäâèãè a- è b-ãðóïï K16, V18 è E22 ñìåñòèëèñü â
ñëàáûå ïîëÿ (V18(Hb): â ðàñòâîðå 20 ìÌ ôîñôàòíîãî áó-
ôåðà 1.94 ì. ä.; â ðàñòâîðå ÄÑÍ 1.96 ì. ä.), ÷òî îáúÿñíèìî
âçàèìîäåéñòâèåì äàííûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ ïåï-
òèäîâ ñ ýëåêòðîîòðèöàòåëüíî çàðÿæåííîé ïîâåðõíîñòüþ
ìèöåëëû â êîìïëåêñàõ. Êðîìå òîãî, àíàëèç ãèäðîôîáíîé
ïîâåðõíîñòè èññëåäóåìûõ ïåïòèäîâ â ðàñòâîðå ñ ìèöåë-
ëàìè ÄÑÍ â îòëè÷èå îò ñòðóêòóð â ðàñòâîðå 20 ìÌ ôîñ-
ôàòíîãî áóôåðà ïîêàçûâàåò íàëè÷èå âûðàæåííûõ ãèäðî-

ôîáíûõ îáëàñòåé äëÿ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ 13—23 è
29—35. Íà îñíîâå àíàëèçà óêàçàííûõ âûøå äàííûõ áûëà
ïîñòðîåíà ìîäåëü èññëåäóåìîãî êîìïëåêñà «ïåïòèä—ìè-
öåëëà» ïóòåì îðèåíòàöèè ê çàðÿæåííîé ïîâåðõíîñòè ìè-
öåëëû ãèäðîôîáíûõ îáëàñòåé ïåïòèäîâ Ab1—40, Ab10—35,
Ab13—23 è Ab16—22. Óñòàíîâëåíî, ÷òî óêàçàííûå ïåïòèäû
îáðàçóþò êîìïëåêñ ñ ìèöåëëîé ÄÑÍ äâóìÿ ãèäðîôîáíû-
ìè ó÷àñòêàìè (àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè 13—20 è 29—35),
à òàêæå òî, ÷òî âçàèìîäåéñòâèå ïåïòèäà ñ çàðÿæåííîé ïî-
âåðõíîñòüþ ìèöåëëû ïðîèñõîäèò ïîñðåäñòâîì àìèíîêèñ-
ëîòíûõ îñòàòêîâ L17, F19 è F20 è 29—35 (ðèñ. 2).

Ïîëó÷åííûå äàííûå î ïðîñòðàíñòâåííîì ñòðîåíèè
Ab-ïåïòèäîâ â ñâÿçàííîì ñ ìîäåëüíîé áèîëîãè÷åñêîé
ìåìáðàíîé ñîñòîÿíèè ïîçâîëÿþò ñòðîèòü îáîñíîâàííûå
ìîäåëè òîãî, êàê ìîëåêóëà áåòà-àìèëîèäà ìîæåò ðàçìå-
ùàòüñÿ â êëåòî÷íîé ìåìáðàíå è âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ äðó-
ãèìè ìîëåêóëàìè, òàêèìè êàê èíòåãðàëüíûå áåëêè. Âçàè-
ìîäåéñòâèå Ab-ïåïòèäîâ ñ ïîâåðõíîñòüþ ìîäåëüíîé
ìåìáðàíû ïîñðåäñòâîì îáðàçîâàíèÿ 310-ñïèðàëåé ìîæåò
ÿâëÿòüñÿ ïîäòâåðæäåíèåì ìåõàíèçìà îáðàçîâàíèÿ ïîð,
íàðóøàþùèõ ðàáîòó ìåìáðàí íåéðîíîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå â ðàì-
êàõ ãîñóäàðñòâåííîé ïðîãðàììû ïîääåðæêè Êàçàíñêî-
ãî (Ïðèâîëæñêîãî) ôåäåðàëüíîãî óíèâåðñèòåòà â öåëÿõ
ïîâûøåíèÿ åãî êîíêóðåíòîñïîñîáíîñòè ñðåäè âåäó-
ùèõ ìèðîâûõ íàó÷íî-îáðàçîâàòåëüíûõ öåíòðîâ è Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 14-04-31029 ìîë_à).
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Ðèñ. 1. Àìèíîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áåòà-àìèëîèäà Ab1—40.
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STRUCTURE OF AMYLOID-BETA PEPTIDES IN A COMPLEX WITH MODEL MEMBRANES
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Structures of amyloid-beta peptides Ab1—40, Ab10—35, Ab13—23 and Ab16—22 in a complex with model mem-
branes in solution were obtained on the analysis of NMR experimental data. It has been established that the pro-
cess of peptide-micelle complex formation occurs through the amino acid residues L17, F19, F20 and
G29—M35.
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