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Изучение нейродегенеративных заболеваний приобрело особую актуальность и в последнее
время привлекло к ним внимание исследователей во всем мире в связи с распространенностью
одного из этих заболеваний – болезни Альцгеймера. Причина этих патологий – переход “здоровой”
молекулы белка или пептида из нативной конформации в очень стабильную “патологическую”
форму. При этом молекулы в “патологической” конформации агрегируют, образуя амилоидные
фибриллы, которые могут увеличиваться бесконтрольно. Требуются новые знания о спорадических
формах болезни Альцгеймера, о природе пусковых факторов конформационных перевоплощений
фрагментов бета-амилоидов из нормально функционирующих белков в качественно новые
образования, нано-бета-амилоиды, которые выходят из-под контроля нейронов и организма,
приводя к гибели нейронов. В данном обзоре рассматриваются работы, посвященные образованию
амилоидных фибрилл и их роли в патогенезе амилоидных заболеваний.
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ВВЕДЕНИЕ. Рост числа нейродегенеративных заболеваний (НДЗ)
напрямую связан с высокой продолжительностью жизни, достигнутой в развитых
странах. В возрастной группе 55-75 лет число случаев НДЗ удваивается каждые
5 лет. Посмертная диагностика всех НДЗ выявляет в различных отделах мозга
специфические белковые отложения в форме протофибрилл, фибрилл и бляшек,
состоящих из b-амилоидов (Аb) и других белков. Отложения белков в форме
амилоидных фибрилл и бляшек – признак более чем 25 НДЗ человека.
Известными амилоидными болезнями являются: болезни Паркинсона,
Гентингтона и Альцгеймера, синдромы Дауна, прионовые болезни, сосудистая
деменция, множественная системная атрофия, миотропный латеральный
склероз, эпилепсия и другие. В большинстве случаев (90-95%) НДЗ возникают
как спорадические заболевания, и лишь в 5-7% болезни обусловлены
наследственными аномалиями в хромосомах и 0,5-1,2% как инфекционные
(при прионовых заболеваниях) [1]. Прошло сто лет после описания болезни
Альцгеймера (БА). За это время только в США после заболевания президента
Рейгана на разработку диагностики и лечения этого заболевания было выделено
несколько миллиардов долларов. В последние годы ежегодно публикуется более
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10 тысяч статей, посвященных БА, но до сих пор точная причина или причины
этого заболевания не ясны, а общество отчаянно нуждается в разработке
мер по предотвращению и лечению этой страшной болезни, психологически
изнуряющей людей, окружающих больного. Авторы Международного
эпидемиологического исследования БА, проведенного в 2006 г. под эгидой
Alzheimer’s Disease Internation показали, что в Европе насчитывается 24 млн.
больных деменцией БА, и эта цифра возрастет до 42 млн. к 2020 г. и до 81 млн.
к 2040 г. В Америке среди людей в возрасте старше 85 лет распространенность
этого заболевания достигает примерно 50% [2]. Факты экспериментальных
и клинических исследований свидетельствуют о “системном кризисе
здравоохранения в отношении БА и других амилоидных заболеваний” в мировом
масштабе: в настоящее время не существует ни эффективных диагностических
средств [3], ни прижизненной профилактики и терапии этих заболеваний.
Несмотря на то, что БА возникает спорадически в 95% случаев [4] или более
чем в 98% случаев [5], изучение процессинга АРР, образования b-амилоидов (Аb)
и процесса гибели нейронов при амилоидозе, основываются на данных,
полученных при генетических исследованиях. В последние годы складывается
убеждение, что первопричиной амилоидоза нейронов и их гибели при БА
является накопление постсинтетических фрагментов Аb, содержащих 40 или 42
аминокислотных остатков (а.о.). Часть фрагментов приобретает структуру
нормально функционирующих Аb, другая часть конформационно модифицируется
в структуру патогенных Аb. Вероятно, настало время пересмотреть
имеющийся экспериментальный и клинический материал с новых позиций.
Требуются новые знания о спорадических формах БА, о природе пусковых
факторов конформационных перевоплощений фрагментов Аb из нормально
функционирующих белков в качественно новые образования нано-бета-амилоиды
(нано-Аb), которые выходят из-под контроля нейронов и организма и ведут
“самостоятельный образ существования”, приводя к гибели нейронов.

1. МЕТАБОЛИЗМ b-АМИЛОИДОВ 
В (НОРМАЛЬНО ФУНКЦИОНИРУЮЩИХ) НАТИВНЫХ НЕЙРОНАХ.

После многочисленных исследований и дискуссий сформировалось убеждение,
в соответствии с которым Аb-пептиды являются небольшими фрагментами большого
белка предшественника амилоидов (АРР). В результате посттрансляционного
процессинга АРР С99 протеолизом b-секретазой, а затем g40- и g42-секретазами
образуются пептидные фрагменты Аb(1-40) и Аb(1-42) [6]. Было показано,
что АРР может расщепляться каспазами. Гидролиз АРР каспазой-3, -6, -8 или -9
приводит к образованию пептида С31, который принимает участие в гибели
нейронов при БА и повышает продукцию Аb-пептидов. Эти нормальные, хорошо
растворимые в водных растворах, С31-пептиды обнаруживаются в здоровом
организме повсеместно: в тканях мозга, спинномозговой жидкости, плазме крови,
моче, других органах, тканях и клетках [7].

При физиологических концентрациях после процессинга g-секретазами
постсинтетические фрагменты Аb приобретают новую конформацию в результате
сворачивания в системе шаперонов [8]. В результате образуются нативные Аb,
имеющие в белковой структуре преобладание a-спиралей, хорошо растворимые
в водных растворах. Эти b-амилоиды с нормальной конформацией выполняют
физиологические функции и попадают в спинномозговую жидкость (СМЖ).
В СМЖ, а затем в крови Аb подвергаются последовательному гидролизу.
Комбинированными методами с помощью масс-спектрометрии с поверхностной
матричной лазерной десорбцией/ионизацией образца (SELDI-TOF-MS) и при
участии моноклонального антитела 6Е10 в СМЖ здоровых добровольцев и
пациентов с БА были обнаружены многочисленные промежуточные продукты
гидролиза Аb-пептидов: Аb(2-14), Аb(1-17), Аb(1-18), Аb(1-33), Аb(1-34),
Аb(1-37), Аb(1-38), Аb(1-39), Аb(1-40) и Аb(1-42) [9]. Интересно, что вводимый
мышам внутривенно Аb(1-40) беспорядочно гидролизуется в организме
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с периодом полураспада в 2,5-3,0 мин. Через 5 мин после введения в желчи
были обнаружены продукты гидролиза Аb(1-40): Аb(6-39), Аb(1-33), Аb(4-36),
Аb(6-20), Аb(3-35), Аb(4-37), Аb(1-37), Аb(1-38), Аb(1-39), Аb(1-40) [10].
Все перечисленные выше разновидности Аb-пептидов являются фрагментами
(промежуточными полупродуктами) гидролиза нормальных Аb в результате
протеолитического действия многочисленных неспецифических к Аb-пептидам
ферментов: ангиотензин-превращающего и эндотелин-превращающего ферментов,
металлопротеиназы-9, инсулизина, плазмина и неприлизина [11].

Были изучены аминокислотные последовательности и молекулярные массы
(ММ) Аb-пептидов человека: Аb(1-40) с MM 4329 и номерами аминокислот
от 1 до 40, начиная с N-конца, +H3N-Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-
Glu-Val-His-His-Gln-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-Ala-Glu-Asp-Val-Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-
Ala-Ile-Ile-Gly-Leu-Met-Val-Gly-Gly-Val-Val-CОО-, а также Аb(1-42) с ММ 4514
и номерами аминокислот от 1 до 42, начиная с N-конца, отличающийся от пептида
Аb(1-40) двумя дополнительными аминокислотными остатками Ile-Ala на С-конце
[12]. Все аминокислоты, из которых состоят Аb-пептиды, являются L-формами.
Известно, что в мозге D-аминокислоты не подвергаются протеолитическому
процессингу [13].

Широкие экспериментальные исследования выявили экспрессию
гликопротеина АРР и образование Аb(1-40) и Аb(1-42) в различных тканях
эмбриона человека: высокое содержание обнаружено в мозге [14], а также
в сердце, селезёнке и значительно меньше в печени [15], Аb обнаружены в лёгких
и плаценте [16], семенниках и сперме [17], заднем корешке, кишечном и
тройничном ганглиях, надпочечниках, мегакариоците и гипофизе [18],
кровеносных сосудах [19], в спинно-мозговой жидкости [20], плазме крови [21],
фибробластах [22], тромбоцитах [23] и лейкоцитах [24]. Разными авторами
показано, что в цереброспинальной жидкости здоровых добровольцев и пациентов
с БА физиологическая концентрация Аb(1-40) колеблется в широких пределах
от 5 до 25 нг/мл или от 1 до 6 нМ [25], у мышей линии Tg2576, представляющей
собой трансгенную модель человеческой БА, эта концентрация составляет
20 нг/мл или 5 нМ [26].

2. ПУСКОВЫЕ МЕХАНИЗМЫ АМИЛОИДОЗА НЕЙРОНОВ.
При БА наблюдается изменение и в регуляции процессинга

амилоидогенных белков. Рассмотрим данное явление на примере амилоидоза
нейронов [27]. Установлено, что в нормально функционирующих нейронах
триггером протеолитического расщепления белка предшественника амилоида
(АРР) между двумя путями процессинга: a-процессинг - неамилоидный
и b-процессинг - амилоидный (при амилоидозе нейронов - амилоидогенный)
является реакция фосфорилирования АРР. Торможение фосфорилирования АРР
приводит к переключению на амилоидный путь метаболизма с выщеплением
Аb(1-40) и Аb(1-42). На роль катализаторов фосфорилирования АРР
претендует целый ряд ферментов: киназа гликоген синтазы-3b (GSK-3b),
циклин-зависимая киназа-5 (CDK-5), киназа стресс-активированного белка-1
(SAPK-1) и протеинкиназа С, активированная в фосфоинозитидном цикле.
Угнетение киназной активности в отношении АРР приводит к избыточной
продукции А-пептида, что является одним из условий проагрегатной ситуации.
Напротив, для другого белка – тау-белок нейрофиламентов, также играющего
ведущую роль в амилоидозе при БА и других НДЗ, показано катализируемое
GSK-3b гиперфосфорилирование в качестве механизма его дисфункции и
последующей агрегации в виде внутриклеточных тяжей. Однако избыток
фосфорных групп в тау-белке обязан не столько активации GSK-3b, сколько
ингибированию активности протеинфосфатазы PKB[pS-473]. Исходя из анализа
этих данных, тонкую регуляцию киназами и фосфатазами уровня фосфорилирования
специфических белков можно рассматривать в качестве одного из триггерных
механизмов агрегации специфических пептидов при развитии амилоидоза.
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Другой возможной причиной гиперпродукции фрагментов Аb-пептидов
может быть рацемизация аминокислотных остатков в Аb при БА, которая
рассматривалась в обзоре [28]. Пептиды Аb(1-40) в форме солей соляной кислоты,
но не коммерческий препарат Аb(1-40) в форме соли трифторуксусной кислоты,
при инкубации в фосфатном буферном солевом растворе в течение нескольких
часов приобретали b-структуру, образовывали фибриллы и оказывали токсическое
действие на культивируемые нейроны гиппокампа. Другие авторы [29] показали,
что Аb(1-40) с рацемизированным аминокислотным остатком Ser26 ([D-Ser26]
Аb(1-40) растворим в водных растворах, не токсичен для нервных клеток и легко
гидролизуется протеазами мозга. При изучении механизмов старения и БА авторы
обратили внимание, что возможная рацемизация L-форм Ser и Аsp в молекуле
Аb(1-40) в D-форму (в частности Ser26) является обычной модификацией при БА
и является частью нормального процесса старения [30]. На основе этих данных
была представлена гипотеза [28] о том, что процесс рацемизации сериновых
аминокислотных остатков в А является определяющим в нейродегенерации
и образовании сенильных бляшек. При гистопатологии мозга пациентов с БА [31]
авторы выявили локализацию рацемизированных остатков Ser26 внутри
лимбической системы (наиболее рано повреждаемом участке при БА).

3. МЕХАНИЗМ ОБРАЗОВАНИЯ КОНФОРМАЦИОННО
МОДИФИЦИРОВАННЫХ НАНОАМИЛОИДОВ С РАЗЛИЧНОЙ

АРХИТЕКТУРОЙ.
Известно, что под действием внешних и внутренних факторах в нейроне

активируется b- и g-процессинг АРР. В результате происходит повышение
концентрации постреакционных фрагментов, а затем Аb-пептидов, которые
стимулируют (по принципу обратной связи) в нейроне синтез белка
предшественника АРР, и последующему b-,g-процессингу подвергается большее
количество АРР. Если процесс наращивания в нейроне синтеза АРР и количества
Аb-пептидов перестал регулироваться, то это приводит к гиперконцентрации
постреакционных Аb-фрагментов. Основная часть образованных Аb-фрагментов
взаимодействует с системой шаперонов и приобретает физиологически
нормальную конформацию Аb-пептидов [8]. Однако физиологический уровень
шаперонов в нейронах, необходимый для эффективного контроля и коррекции
сворачивания образованных de novo Аb-фрагментов, не справляется с высокой
концентрацией образующихся постреакционных фрагментов. Поэтому другая
часть Аb-фрагментов, которая осталась “не охваченной шаперонами”, приобретает
конформацию, устойчивую к окружающей среде естественным путём: Аb-фрагменты
расплетаются частично или полностью (обратимая денатурация). Затем под влиянием
взаимодействия аминокислотных остатков в расплетённых Аb-фрагментах,
рН и ионного состава окружающей среды, концентрации фрагментов Аb
в реакционном пространстве формируется вторичная структура, а затем образуются
мономерные конформационно модифицированные пептиды – нано-Аb. 

Известно, что кроме нейронов, в некоторых других дифференцированных
клетках при определенных условиях конформационно неустойчивые фрагменты
или молекулы белков с небольшой молекулярной массой, растворимые в водной
среде и выполняющие транспортные или регуляторные функции, могут
приобретать необычную, не нативную конформацию. При взаимодействии
молекул таких белков с диполями воды вокруг белковой молекулы формируется
“крепкая” гидратная оболочка. В результате формируются наномасштабированные
биочастицы, устойчивые к биохимическим и иммунологическим атакам
клеток и организма. Образуется особый класс: наночастицы биологического
происхождения - бионаночастицы. Для некоторых нейронов это событие может
послужить пусковым фактором гибели нейронов от амилоидоза. Мономерные
нано-Аb плохо растворимы в водных растворах, имеют в своем составе
преимущественно b-структурную конформацию и гидрофобные участки.
При этом молекулы меняют свои свойства, они выходят из-под контроля нейронов
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и организма, и становятся самостоятельными объектами нано-Аb (размером 1,2-1,5
и более нанометров), которые обладают патогенными функциями по отношению
к нейронам. При определенной концентрации нано-Аb включают каскад событий,
приводящий к амилоидозу нейронов и их гибели. Наиболее известными являются
конформационно модифицированные b-амилоиды и прионы – скреппи, которые
обладают, кроме способности к фибриллообразованию, инфекционными
свойствами [32] и могут передавать информацию о своей форме другим белкам
(самовозобновляться) в организме у инфицированных животных – белковая
наследственность [33, 34]. Эти объекты можно объединить как биогенные
наночастицы, так как они имеют общие специфические особенности и
закономерности:

1. Без внешнего участия образуют олигомерные наночастицы больших
размеров различной архитектуры: округлые замкнутые, растворимые в биологических
жидкостях (рис. 1) и линейные (рис. 2) плохо растворимые – предфибриллярной и
фибриллярной (нерастворимые) структуры. 2. Обладают пространственной
памятью или “конформационной наследственностью”. 3. Не гидролизуются
эндогенными ферментами.
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Рисунок 1. 
Схема образования округлых олигомерных нано-b-амилоидов. 

1 - Частично или полностью развёрнутый фрагмент b-амилоида после процессинга АРР g-секретазой.
2 - Образование конформационно модифицированных b-амилоидов - мономерных нано-Аb.

3 - Округлые олигомеры, состоящие из мономерных нано-Аb.



Анализ собственных и опубликованных результатов других исследователей
показал, что в каскаде молекулярно-клеточных событий, ведущих к повреждению
нервных клеток, развитию амилоидоза и патогенеза БА, участвуют наночастицы,
образованные из конформационно модифицированных Аb и других белков,
а также клеточные структуры с нарушенными функциями [35]. Их участие
в развитии амилоидоза нейронов и патогенеза НДЗ осуществляется посредством
активации амилоидогенных ферментных систем [36], конформационных
перестроек и межмолекулярных взаимодействий между различными
наночастицами некоторых конформационно модифицированных маркерных
белков, характерных для НДЗ. 

Склонность к конформационной модификации таких специфических белков
проявляется при наличии хотя бы одного из условий: 1. Повышение локальной
концентрации Аb вследствие спорадически или генетически обусловленного
избытка синтеза или усиления процессинга предшественника (АРР). 2. Мутации,
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Рисунок 2. 
Схема образования линейных олигомерных нано-b-амилоидов и протофибрилл.

1 - Частично или полностью развёрнутый фрагмент b-амилоида после процессинга АРР g-секретазой.
2 - Образование конформационно модифицированных b-амилоидов - мономерных нано-Аb.

3 - Линейные олигомеры, состоящие из мономерных нано-Аb.



вызывающие аминокислотные замены в пептидной цепи низкомолекулярных
белков, которые увеличивают их склонность к агрегации. 3. Функциональная
недостаточность в нейронах системы шаперонов и механизма убиквитин-
протеасомной деградации белков с аномальной конформацией.

Таким образом, начинается процесс амилоидоза. Локальное образование
высокой концентрации гидрофобных мономерных нано-Ab рядом с мембраной
нейрона вносит коррективы в основные функции мембраны: полупроницаемость,
избирательность в поглощении веществ из среды, осмотическую стабильность и
способность генерировать электрические потенциалы (влияя на транспорт ионов
Са2+). Благодаря изменению электронной плотности на функциональных группах
нано-A изменяется характер их взаимодействия с водой, с ионами и другими
веществами. В одном состоянии карбоксильные группы нано-Ab селективно
связывают ионы K+, в другом – Na+ [37] и ионы других металлов. Нано-Аb активно
связываются с двухвалентными металлами, которые участвуют в окислительном
стрессе нейронов. При этом следует отметить, что многие работы указывают на то,
что ионы Zn2+ ускоряют образование амилоидных фибрилл, так как уменьшается
суммарный заряд нано-Аb, увеличивается его гидрофобность и агрегационные
свойства [38]. Также было показано, что ионы Zn2+ способствуют агрегации Аb,
когда пептид из альфа-спиральной конформации переходит в бета-амилоидную
структуру [38, 39]. Также была изучена реакция образования координационной
связи с ионами меди Cu2+ для фрагмента Ab и было показано методом 1H ЯМР
и методом спектроскопии, что His6, His13, His14, Tyr10 образуют координационные
связи с ионом меди [40, 41].

Эти события угнетают функциональное состояние нейронов, которое
характеризуется изменением ряда параметров гомеостаза нейронов, их индукцией
к дедифференцировке нейронов и вхождение в аберрантный, нескоординированный,
летальный цикл в стадии G-2 [42]. В первую очередь происходит резкое
уменьшение синаптических контактов и уменьшение синапсов у нейронов [43] 

4. ОБРАЗОВАНИЕ НАНОАМИЛОИДНЫХ ОЛИГОМЕРОВ 
И ФИБРИЛЛЯРНЫХ СТРУКТУР.

Мономерные нано-b-амилоиды существуют недолго; они взаимодействуют
между собой, образуя более крупные олигомерные наночастицы с округлой
замкнутой структурой (рис. 1), внутри которой скрыты гидрофобные участки,
и линейной предфибриллярной, а затем фибриллярной архитектурой (рис. 2).
При взаимодействии диполей воды с фиксированными зарядами аминокислотных
остатков олигомера нано-Аb прочность водородных связей между молекулами
возрастает и формируется упорядоченная водная структура вокруг олигомера
нано-А. Сильные гидрофобные взаимодействия в олигомере и плотная
гидратная оболочка выполняют барьерную и защитную функцию между олигомером
нано-Аb и средой.

Округлые олигомеры нано-Аb (рис. 1) [44] хорошо растворимы в водных
растворах, поэтому попадают в кровяное русло и при определенных условиях
обнаруживаются в крови человека [45]. 

Предфибриллярные, линейные структуры олигомеров нано-Аb (рис. 2)
самостоятельно без внешнего воздействия склонны к гомоагрегации in vitro [46]
и отложению в виде биохимически неактивных внутриклеточных включений
и волокон, либо внеклеточных фибрилл амилоидных и сенильных бляшек [47, 48],
которые (по нашему мнению) в соответствии с нашей гипотезой выполняют
важные функции для поддержания работы органов и жизненно необходимых
процессов организма в период интенсивной гибели нейронов. 

Результаты многих исследований [48-50] указывают на то, что образование
амилоидной фибриллы является фундаментальным свойством белковых молекул
дифференцированных клеток в целом, а не только узкого класса так называемых
амилоидогенных белков, связанных с амилоидными болезнями, как считалось
вплоть до недавнего времени [49]. При этом нормальные белки при образовании
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фибрилл становятся токсичными наноамилоидами [50]. В то же время известно,
что незрелые водорастворимые фибриллы более цитотоксичны, чем зрелые
нерастворимые амилоидные фибриллы. Структура этих токсичных незрелых
фибрилл богата b-тяжами и должна быть универсальной, так как специфические
антитела к предшественникам амилоидного пептида Ab, связанного с болезнью
Альцгеймера, могут связываться также с предшественниками амилоидных
фибрилл, образующихся и из других белков, имеющих совсем иную
аминокислотную последовательность [51]. Механизм токсичности этих
предшественников, кажется, тоже должен быть сходным для фибрилл, образуемых
различными наноамилоидами.

Тот факт, что белок может свернуться неправильно или образовать частично
развернутое состояние наноамилоида, которое в дальнейшем подвергается
необратимой агрегации, указывает на проблемы, которые могут возникнуть в ходе
сворачивания белка. Неспособность белковой цепи свернуться в нативную
структуру приводит к нарушению функции белка, а следовательно к болезни [48].
Среди конформационных болезней амилоидные болезни составляют особую
группу. Общей чертой этих болезней является образование амилоидных фибрилл
из нано-Аb, в которых отдельные b-слои ориентированы перпендикулярно
главной оси фибриллы. Образование фибрилл – яркий пример изменения
конформации белковых молекул, связанного с увеличением доли b-структуры
у наноамилоидов [46, 49]. Образование фибрилл в общем случае зависит
не от структуры белка-предшественника, а, в значительной степени, от его
аминокислотной последовательности. 

Понимание молекулярных механизмов образования фибрилл позволило бы
объяснить причину возникновения этих болезней. Для некоторых белков были
экспериментально определены участки, которые могут отвечать за образование
амилоидных фибрилл. Показано, что образование фибрилл зависит от условий
проведения эксперимента и что денатурирующие факторы способствуют
образованию фибрилл: чтобы агрегировать, белки должны быть развернуты или
частично развернуты [48]. 

Агрегация пептидов и белков, связанных с амилоидозами такого типа,
как сахарный диабет типа II, болезни Альцгеймера и Паркинсона, не требует
предварительного полного разворачивания белков, так как эти белки в основном
состоят из небольшого числа аминокислотных остатков и при физиологических
условиях уже не структурированы [52]. Однако большинство нативно развернутых
белков in vivo не агрегирует [53]. Данный факт указывает на то, что разворачивание
белка является необходимым, но недостаточным условием для образования
нано-Аb и амилоидных фибрилл. Скорее всего, должны существовать
специальные мотивы аминокислотной последовательности, которые, будучи
доступны для растворителя, более подвержены агрегации, чем другие участки
аминокислотной последовательности. Экспериментальные факты только
подтверждают гипотезу о том, что небольшие области белка ответственны за
образование фибриллярных наноамилоидов [54-56]. 

Так, встроенная в N-конец белковой молекулы амилоидогенная
последовательность из шести аминокислотных остатков (STVIIE) вызывает
процесс образования фибриллы у водорастворимого белка a-спектрина,
SH3-домен, который не образует наноамилоидные фибриллы при этих же
условиях [57]. При этом в ядро нанофибриллы, недоступное протеазам, входят
короткие последовательности из растворимого глобулярного белка, примыкающие
к амилоидогенному участку. Таким образом, короткие амилоидогенные участки,
доступные для внутримолекулярных взаимодействий, ускоряют реакцию
самосборки, втягивая оставшуюся часть белка в фибриллярный агрегат. 

Похожий результат был получен ранее для b2-микроглобулина мыши,
который не образует амилоидов. В этом белке семь аминокислотных остатков
были заменены на семь аминокислотных остатков из b2-микроглобулина
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человека (образующего амилоиды) в том месте, где наблюдается наибольшее
различие между первичными структурами этих белков, остатки 83-89.
Такая замена в белке приводит к образованию наноамилоидов in vitro [56].
Следует отметить, что сам пептид (NHVTLSQ) образует наноамилоиды,
а пептид, составленный из тех же аминокислот, но в случайном порядке
(QVLHTSN), – нет [56]. На основании полученных экспериментальных данных
в работе предложена модель b-зигзагообразного стержня, который декорирован
оставшейся частью белковой молекулы.

Идентификация таких амилоидогенных участков в белках открывает
возможность использования их как мишени для предотвращения процесса
образования нано-Ab и амилоидных фибрилл. 
5. ИДЕНТИФИКАЦИЯ САЙТОВ В БЕЛКОВОЙ ЦЕПИ ОТВЕТСТВЕННЫХ

ЗА b-АГРЕГАЦИОННУЮ АКТИВНОСТЬ.
Надежная идентификация b-агрегационных сайтов в белковой цепи

важна для поиска терапевтических средств против таких заболеваний как
болезнь Альцгеймера и Паркинсона, а также других, связанных с образованием
наноамилоидов и отложением их в виде больших агрегатов различной
архитектуры.

Группа исследователей описали метод поиска агрегационных областей
в полипептидной цепи, способствующих образованию мономерных наноамилоидов
и амилоидных фибрилл [58]. Метод основан на построении профиля агрегационных
свойств участка полипептидной цепи с учетом факторов, которые предложены
авторами ранее для предсказания скорости агрегации [59]: гидрофобность
рассматриваемого участка, его предрасположенность к образованию a-спирали и
b-структуры, а также абсолютная величина суммарного заряда. Эти исследования
указывают на то, что образование амилоидной фибриллы не является
только основным свойством остова наноамилоида, зависящим от внешних
факторов, а это свойство определяется структурой аминокислотных остатков
в определённых положениях, составляющих наноамилоид [60].

Недавно был предложен новый метод FoldUnfold [61-63] для поиска
амилоидогенных участков в белковой цепи, ответственных за образование
олигомеров нано-Аb, которые в процессе самосборки образуют патогенные
амилоидные фибриллярные структуры.

Образование достаточного числа контактов между остатками необходимо,
чтобы компенсировать потерю конформационной энтропии при сворачивании
белка. Тем самым, нативная структура есть результат баланса между
конформационной энтропией и энергией взаимодействия между остатками.
Принимая во внимание этот факт, было сделано два предположения. С одной
стороны, если средняя плотность окружения (среднее число остатков
на заданном расстоянии) меньше, чем “нормальная величина” данного
параметра для глобулярных белков, то белок не свернется в нативную структуру,
а будет нативно-развернутым. С другой стороны, если средняя плотность
окружения больше, чем “нормальная величина” данного параметра для
глобулярных белков, то белковой цепи будет выгоднее образовать амилоидную
фибриллу (в которой смогут реализоваться все ожидаемые контакты),
чем нативную глобулярную структуру. Предполагается, что упаковка внутри
фибрилл плотная, (так как экспериментально было показано, что амилоидная
фибрилла термостабильна, нечувствительна к протеазам и богата b-структурой
[64], поэтому области, которые потенциально могли бы плотно упаковываться
(иметь высокую плотность окружения), будут иметь тенденцию образовывать
наноамилоиды и амилоидные фибриллы. Данный подход был протестирован
[61-63], в результате чего оказалось, что участки белковой цепи, которые обладают
повышенной предполагаемой плотностью окружения, в большинстве случаев
являются ответственными за амилоидогенные свойства белков, пептидов и
образование наноамилоидов. 
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На основании полученных экспериментальных данных по амилоидогенным
участкам можно выделить два типа амилоидогенных фрагментов, которые
ответственны за образование амилоидных фибрилл. Первый тип –
амилоидогенный участок обогащен гидрофобными аминокислотами, и фибрилла
стабилизируется за счет гидрофобных взаимодействий. Именно этот тип
амилоидогенных фрагментов находит уже разработанный нами подход [62, 63].
Второй тип – фибрилла стабилизируется водородными связями, образованными
боковыми группами аминокислотных остатков. В дальнейшем предполагается
развитие данного подхода: поиск амилоидогенных участков второго типа
и создание единого метода (и сервера) для предсказания амилоидогенных участков
обоих типов. Нами сделаны предсказания амилоидогенных участков для ряда
белков, для которых положение амилоидогенных участков известно
из экспериментальных исследований. Предложенный нами подход дает неплохое
согласие с экспериментом [63].

Основываясь на теоретических расчётах, были предложены [65, 66]
несколько сценариев для агрегации нано-Аb в фибриллярные структуры при БА.
Во всех этих сценариях ранним ключевым событием является структурная
перестройка постреакционного мономера, вызванная флуктуациями окружающей
среды, воздействием денатуранта или взаимодействием с другими мономерами,
которые усиливают агрегационные свойства молекул. Таким образом, необходимо
описать структурные характеристики, которые могут инициировать образование
наноамилоидного олигомера при взаимодействии мономерных наноамилоидов.
Важно расшифровать, какие изменения в структуре будут усиливать мономерную
форму наноамилоида.

Для Аb-мономеров давно было показано, что остатки с 24 по 27 (VGSN)
играют важную роль в локальном упорядочивании, хотя считается, что они
принимают неупорядоченную структуру [67]. 

С помощью метода фотометки было показано, что нано-Аb(1-40) находится
в растворе в мономерной, димерной, трехмерной и тетрамерной формах,
в то время как для нано-Аb(1-42) превалирует пентамерная и гептамерная
формы [68]. На основании этого можно предположить, что размер критического
ядра для образования наноамилоидной формы Аb будет больше четырёх или семи.
Для белка Ure2p было найдено, что размер критического ядра состоит из шести
цепей, варьируя лаг-период за счет изменения концентрации белка [69].
Из-за сложности задачи эти данные не были подтверждены теоретическими
расчётами. Nelson и соавторы, используя простые энергетические расчеты,
предположили, что минимальное ядро для образования фибриллы пептидом
GNNQQNY составляет от трех до четырех [70]. Расчёты же других авторов
показали, что минимальное ядро для этого пептида включает 6 цепей [71].
Хотя нужно отметить, что данный расчёт не принимает во внимание энтропийные
эффекты, которые очень важны для нуклеационных расчетов. Рассмотрение
энтропийных эффектов и полноатомное описание модели, позволило другим
авторам, Hills и Brooks, найти критическое ядро для пептида STVIYE, которое
оказалось равным пяти [72]. Используя эмпирические потенциалы, было показано,
что время присоединения нанофрагмента Аb(16-22) к уже образовавшемуся
пентамеру остается всё ещё большим [73]. Из полноатомного МД-моделирования
прионового фрагмента из восьми остатков можно предположить, что восемь цепей
является минимальным размером для образования олигомерного бета-листа [74]. 

Для Аb было показано, что N-концевой фрагмент 1-19 и C-концевой 35-40
наноамилоида более подвержены водородному обмену как в фибрилле,
так и в протофибрилле. Фрагмент 20-34 сильно защищен от обмена в фибрилле
и менее в протофибрилле, предполагая, что переход от протофибриллы к фибрилле
связан с существенным упорядочением структуры в этом районе [75]. На основании
этих данных можно предположить, что на стадии образования олигомеров
наноамилоидов и протофибрилл можно заблокировать амилоидогенные участки
от дальнейшей структурной перестройки.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Несмотря на активные исследования в области образования
наноамилоидных фибрилл, детальное понимание молекулярных механизмов,
лежащих в основе трансформации водорастворимых белков в плохо растворимые
или нерастворимые мономерные наноамилоиды, которые образуют амилоидные
агрегаты, по-прежнему остается нерешенной задачей.

Современные экспериментальные исследования начальных этапов
амилоидоза нейронов и пусковых механизмов ряда НДЗ выявляют характерные
различия нативных Ab и нано-Ab, образованных при амилоидозе нейронов
(таблица). В работе представлены важные отличия, характеризующие природу
патогенных наноамилоидов, которые в процессе саморазвития образуют крупные
неподвластные организму архитектурные комплексы (таблица, рис. 1 и 2).
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Таблица. Характерные признаки нормальных b-амилоидов и конформационно
модифицированных нано-b-амилоидов.
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Studies of neurodegenetrative disorders have become particularly actual attracting the attention of
researchers from over the world because of the dissemination of Alzheimer’s disease.  The reason for such
pathogenesis is the transition of a “healthy” molecule or peptide from the native conformation into a very
stable “pathological” isoform. During this, molecules in the “pathological” conformation aggregate,
forming amyloid fibrils that can increase without any control. Novel knowledge is required on sporadic
isoforms of Alzheimer’s disease, on the nature of triggering mechanisms of conformational transitions of
beta-amyloid fragments from normally functioning proteins into new formations – nano-beta-amyloids –
that spiral out of control of neurons and organism which leads to the loss of neurons. Herein we review
studies devoted to the formation of amyloid fibrils and their role in pathogenesis of amyloid diseases. 

Key words: Alzheimer disease, beta-amyloid, amyloid fibril, structure, kinetics of fibril formation.
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