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Для обнаружения конформационных переходов, приводящих к образованию фибрилл инсулина, требуется
определение амилоидогенных участков в структуре мономеров белка. Ранее были предложены различные
модели фибриллогенеза инсулина, однако конкретные участки, отвечающие за формирование амилоидных
фибрилл, не были определены. В настоящей работе с помощью биоинформатических программ предсказа$
ния амилоидогенных участков мы выявили несколько общих амилоидогенных последовательностей в
структуре мономеров инсулина. Методами ограниченного протеолиза и масс$спектрометрического опреде$
ления фрагментов белковой цепи, устойчивых к действию протеаз, мы обнаружили аминокислотные после$
довательности в структуре инсулина, предположительно входящие в остов фибрилл. Полученные результа$
ты не противоречат ранее предложенной нами модели формирования фибрилл из кольцевых олигомеров и
могут быть использованы для разработки аналогов инсулина, устойчивых к амилоидогенезу.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: амилоид, амилоидогенные участки, FoldAmyloid, инсулин, кольцевые олигомеры,
масс$спектрометрия, протеолиз белков.
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Процесс формирования амилоидов, как спе$
цифически структурированных фибриллярных
агрегатов белков, возможен за счет наличия в
аминокислотной последовательности так назы$
ваемых амилоидогенных участков. Известно,
что при изменении химических и физических
условий окружающей среды некоторые белки
могут со временем приобретать ненативную
конформацию, что приводит к накоплению
амилоидов и проявлению связанных с ними за$
болеваний [1, 2]. Основной вклад в амилоидоге$
нез белка вносят аминокислотные остатки
(а.о.), которые способствуют более плотной
упаковке белковой структуры [3]. Предсказание
амилоидогенных участков с последующим их
экспериментальным определением – важный
этап на пути понимания особенностей амилои$
дообразования конкретного белка.

Успешное определение амилоидогенных
участков может быть проведено для хорошо изу$

ченных белков, у которых известна структура
мономера, а также подтверждена возможность
образования амилоидных фибрилл [4]. Кроме
того, важную информацию о влиянии отдель$
ных а.о. на процесс образования амилоидов по$
лучают путем замены соответствующих а.о. в
структуре белка дикого типа и последующего
анализа полученных мутантов [5].

Инсулин, как всесторонне исследованный,
образующий полиморфные агрегаты амилоидо$
генный белок, может служить модельным объек$
том для изучения амилоидогенеза. Известно, что
для инсулина, первого среди белков, определили
полную аминокислотную последовательность
[6, 7], а некоторые особенности формирования
фибрилл изучали еще с начала 1940$х гг. [8].

В растворе инсулин находится в основном в
виде смеси мономеров, димеров и гексамеров,
состав которой изменяется в зависимости от рН
раствора и концентрации белка [9]. Мономер$
ный инсулин имеет преимущественно α$спи$
ральную структуру, образованную двумя поли$
пептидными А$ и В$цепями, соединенными
между собой дисульфидными (S–S) связями че$
рез остатки цистеина (в положениях А7–В7 и
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А20–В19). В структуре А$цепи третья S–S$связь
расположена между а.о. А6 и А11 [10]. A$Цепь
состоит из 21 а.о., имеет две α$спиральные об$
ласти: одну на N$конце (A1–A8), другую – на
C$конце (A12–A19). В$Цепь состоит из 30 а.о.,
имеет центральную α$спираль (B9–B19). Тре$
тичная структура этого глобулярного белка об$
разована из обозначенных трех α$спиралей,
сложенных напротив N$ и C$концевых сегмен$
тов В$цепи.

После биосинтеза и секреции in vivo [11] ин$
сулин хранится в виде гексамера, координиро$
ванного ионами цинка (Zn2+). При формирова$
нии димера С$концевые участки образуют анти$
параллельный β$лист, в структуру которого вхо$
дят а.о. В8, В9, В12, В13, В16, В20, В21, В23–В28
[12]. Гексамер с двумя ионами Zn2+ имеет трой$
ную ось симметрии и состоит из трех димеров
молекул инсулина, попарно объединяющих мо$
номеры инсулина. Ионы цинка связываются с
остатками His10 B$цепи – каждый цинк с тремя
гистидинами, а также с молекулами воды [13].
Известно, что ионы Zn2+ замедляют процесс
фибриллогенеза инсулина [14], и в фармаколо$
гических составах инсулин обычно представлен
в виде гексамера, координированного ионами
цинка. Однако для быстрой диффузии в инсули$
новых помпах белок должен находиться в виде
свободных мономеров. Склонность мономеров
инсулина при длительном хранении в растворе
при температуре выше комнатной к формирова$
нию амилоидных фибрилл служит основным
препятствием для использования пептида в ин$
сулиновой помпе [15].

Выявление механизмов образования амило$
идных фибрилл позволит в перспективе разра$
ботать способы управления процессом фибрил$
логенеза. Стратегия исследования фибриллоге$
неза основана на создании упрощенных моде$
лей формирования фибрилл in vitro. Nielsen et al.
построили модель образования фибрилл инсу$
лина, согласно которой росту амилоидов пред$
шествует диссоциация димеров/гексамеров ин$
сулина до мономеров, образующих в дальней$
шем промежуточную структуру, соответствую$
щую ядру нуклеации фибриллы [16]. Ahmad et
al. показали, что первой стадией фибриллогене$
за инсулина является переход от нативной к час$
тично развернутой, промежуточной конформа$
ции мономера [17]. Vestergaard et al. предполо$
жили, что основной механизм удлинения фиб$
рилл инсулина состоит в добавлении олигоме$
ров к растущей фибрилле [18].

В начале 2000$х гг. структура фибрилл инсу$
лина была смоделирована на основе данных
криоэлектронной микроскопии [19]. В послед$
нее время на основе представлений о наличии

общего структурного элемента в амилоидных
фибриллах были предложены модели фибрилл
инсулина, в которых повторяющейся структур$
ной единицей являются β$арки (beta arch) [20]
либо кольцевые олигомеры [11, 21]. Недавно на$
шей группой были получены данные о фибрил$
лообразовании безцинковых препаратов инсу$
лина и его аналога лизпро и предложена упро$
щенная схема формирования полиморфных
фибрилл [21].

Существование различных взглядов на
структуру амилоидов инсулина может быть объ$
яснено наличием полиморфизма фибрилл и от$
сутствием понимания конкретных стадий фиб$
риллогенеза инсулина. В этой связи представля$
ет интерес обнаружение в аминокислотной по$
следовательности мономера инсулина амилоидо$
генных фрагментов, ответственных за формиро$
вание остова фибриллы. Для достижения этой
цели могут быть использованы биоинформати$
ческие подходы предсказания амилоидогенных
участков белковой цепи в сочетании с их экспе$
риментальным определением. Для амилоидов
характерна высокая устойчивость к химическим
и физическим воздействиям, таким как измене$
ние температуры и давления [22], а также к об$
работке протеазами [23–25]. Последнее свой$
ство может быть использовано для масс$спект$
рометрического определения амилоидогенных
участков в составе фибриллы инсулина с по$
мощью метода, разработанного нами ранее для
такого типа задач [26].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Подготовка образцов инсулина. Безцинковый
препарат инсулина был любезно предоставлен
сотрудниками АО «НПК Биоран», Россия. Для
приготовления всех растворов использовали де$
ионизованную воду Milli$Q. Конечные раство$
ры получали непосредственно перед экспери$
ментом или из стоковых растворов, хранивших$
ся при температуре +2–4 °C или –20 °C в соот$
ветствии с требуемыми условиями. Все препараты
инсулина, если не указано иное, были приготов$
лены в буферном растворе: 140 мМ NaCl, 20%
(v/v) уксусной кислоты (рН 2,0) [27]. Буферный
раствор, содержавший 100 мM NH4HCO3 (pH 7,5),
использовали для оптимальной работы протеаз –
трипсина и химотрипсина («Sigma$Aldrich», Гер$
мания); для протеиназы К («AppliChem», США)
в его состав включали 5 мМ CaCl2. Значения pH
измеряли с помощью pH$метра Mettler Toledo
MP220 («Mettler Toledo», США). Оптическую
плотность препаратов инсулина определяли с
использованием спектрофотометра Cary 100
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(«Varian», США). Концентрацию инсулина рас$
считывали с учетом коэффициента экстинкции
ε276 нм = 1,0 (мл · мг–1 · см–1) [28]. Наличие амило$
идных фибрилл в исследуемых образцах контро$
лировали с помощью электронной микроскопии,
как описано ранее [27].

Биоинформатические подходы для определе=
ния амилоидогенных участков белковой цепи. Для
поиска амилоидогенных участков в инсулине
мы исследовали последовательности А$ и В$це$
пей, представленные в FASTA$формате в откры$
той базе данных Uniprot (www.uniprot.org/uniprot/
P01308). Для предсказания амилоидогенных
последовательностей инсулина нами были ис$
пользованы пять программ, предназначенных для
поиска амилоидогенных участков в белковой
цепи: FoldAmyloid, ArchCandy, PASTA2.0, Waltz и
AGGRESCAN (табл. 1).

Для теоретического определения амилоидо$
генных участков в структуре инсулина нами бы$
ли применены стандартные настройки прог$
рамм, рекомендованные разработчиками и дос$
тупные при открытии программ с помощью со$
ответствующих онлайн$сервисов. Использован$
ные программы отличаются по принципам об$
наружения амилоидогенной последовательнос$
ти в белковой цепи [3, 29–34]. На примере инсу$
лина представляет интерес сравнение между со$
бой результатов биоинформатического предска$
зания амилоидогенных участков и сопоставле$
ние теоретических данных с последовательнос$
тями остова фибрилл, полученными методом ог$
раниченного протеолиза амилоидов.

Протеолитический гидролиз белков. Извест$
но, что остовы амилоидных фибрилл устойчивы
к действию протеаз [35, 36]. Ферментативный
гидролиз фибрилл инсулина смесью протеаз мо$
жет позволить выявить участки молекул, вовле$
ченные в формирование остова амилоидной
фибриллы, защищенные от протеолиза, в то
время как остальная часть полипептидной цепи

будет гидролизована. В настоящем исследова$
нии мы применяли три протеазы – трипсин, хи$
мотрипсин и протеиназу К.

Использованные протеазы характеризуются
специфичной (трипсин и химотрипсин) или
преимущественной активностью по отношению
к пептидным связям, в образовании которых
участвуют те или иные а.о. (рис. 1).

Трипсин катализирует гидролиз пептидных
связей, расположенных после конкретных а.о. –
Lys или Arg [37]. Химотрипсин специфично ка$
тализирует разрыв пептидных связей, располо$
женных после ароматических а.о. (Phe, Tyr, Trp)
[38]. Из трех протеаз только протеиназа К не яв$
ляется специфичной – фермент расщепляет
белки преимущественно после гидрофобных а.о.
(Val, Leu, Ily, Pro, Met, Phe) [39]. Белки пол$
ностью расщепляются при длительной инкуба$
ции или при высокой концентрации протеина$
зы К [40].

Препараты трипсина, химотрипсина и про$
теиназы К в равных долях растворяли в буфере,
содержавшем 100 мM NH4HCO3 (pH 7,5) и 5 мМ
CaCl2, до концентраций 0,0267 мг/мл. Препарат
инсулина растворяли в буфере, содержавшем
140 мМ NaCl и 20% (v/v) уксусной кислоты (рН 2,0),
до концентрации 2 мг/мл. Подготовленный раст$
вор инсулина инкубировали при 37 °C в течение
48 ч, полученные фибриллы осаждали центрифу$
гированием в течение 20 мин при 10 000 об./мин
на центрифуге Eppendorf 5418R («Eppendorf»,
Германия) и дважды промывали в ~1 мл 100 мM
NH4HCO3 (pH 7,5). Осадок нерастворимых фиб$
рилл ресуспендировали в 100 мM NH4HCO3

(pH 7,5) с добавлением 5 мМ CaCl2, содержав$
шего смесь протеаз (соотношение протеазы к
инсулину 1/25 (m/m)), и инкубировали в тече$
ние 8 ч при 37 °C со скоростью перемешивания
400 об/мин в термостате Thermomixer Comfort
(«Eppendorf», Германия). Реакцию протеолиза ос$
танавливали добавлением в раствор 0,02% (v/v)

Программа

FoldAmyloid

ArchCandy

PASTA2.0

Waltz

AGGRESCAN

Таблица 1. Характеристика использованных программ для определения амилоидогенных участков

Ссылка на интернет$ресурс, условия
предоставления доступа

http://bioinfo.protres.ru/fold$amyloid/,
свободный доступ

andrey.kajava@crbm.cnrs.fr, доступ
предоставляется бесплатно по запросу

http://protein.bio.unipd.it/pasta2/, свободный
доступ

http://waltz.switchlab.org/index.cgi, свободный
доступ

http://bioinf.uab.es/aggrescan/, свободный доступ

Описание

использует ожидаемую плотность упаковки а.о. и
вероятность образования водородных связей [3, 29]

исследует вероятность образования различных
конформаций β$арок [30]

сравнивает известные β$структуры с последователь$
ностью а.о. [31, 32]

отличает настоящие амилоиды от других агрегатов
[33]

выясняет склонность к агрегации отдельного а.о. в
белковой последовательности [34]
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концентрированной муравьиной кислоты с
последующим осаждением в течение 20 мин при
10 000 об./мин на центрифуге Eppendorf  5418R, осад$
ки дважды промывали ~1 мл 100 мM NH4HCO3

(pH 7,5). Полученные осадки растворяли в ~0,2 мл
концентрированной муравьиной кислоты и вы$
сушивали с помощью вакуумного концентрато$
ра Eppendorf 5301 («Eppendorf», Германия).

Подготовленные таким образом гидролиза$
ты затем использовали для обращенно$фазовой
жидкостной хроматографии и масс$спектромет$
рического анализа (ЖХ$МС).

Жидкостная хроматография и масс=спектро=
метрия (ЖХ=МС). С целью очистки образцов,
полученных после ферментативного гидролиза,
от ассоциатов гидролизатов фибрилл мы ис$
пользовали фильтрацию на хроматографичес$
ких колонках, набитых в лабораторных условиях
обращенной фазой С18 с размерами 5 мкм и по$
рами 100 Å («Phenomenex», США). Разделение
белковых гидролизатов проводили на комбини$
рованной колонке, состоящей из концентриру$
ющей предколонки Acclaim PepMap 100 75 мкм
× 2 см с фазой С18 3 мкм 100 Å и разделяющей
колонки Acclaim PepMap RSLC 50 мкм × 15 см с
фазой С18 2 мкм 100 Å («Thermo Scientific», США)
на нанопотоковом хроматографе Easy nLC 1000
(«Thermo Scientific», США). В качестве детекто$
ра использовали масс$спектрометр высокого раз$
решения с орбитальной ловушкой ионов Orbitrap
Elite («Thermo Scientific», Германия). Панорамные
спектры регистрировали в диапазоне 300–2000 m/z
с разрешением 240 000, фрагментацию ионов про$
водили в камере HCD, спектры фрагментации за$
писывали при разрешении 60 000. Масс$спектры
гидролизатов образцов, выходящих с колонки с
интервалом 1,2 с, анализировали по данным

масс$хроматограммы. Статистический анализ и
обработку полученной информации проводили с
помощью программ Xcalibur («Thermo Scientific»,
США) и PEAKS Studio 7.5 («Bioinformatics Solu$
tion Inc.», Канада). Пептиды, для которых авто$
матически измеренная интенсивность ионного
тока превышала 106, считали достоверно иден$
тифицированными в соответствии с параметра$
ми программы PEAKS Studio 7.5 [26].

Далее последовательности А$ и В$цепей ин$
сулина, устойчивые к действию протеаз и опре$
деленные в ходе ЖХ$МС, сопоставляли с амило$
идогенными фрагментами, теоретически пред$
сказанными программами FoldAmyloid, Waltz и
AGGRESCAN.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Предсказание амилоидогенных участков ами=
нокислотной последовательности инсулина с по=
мощью биоинформатических программ. Перечис$
ленные в табл. 1 биоинформатические инстру$
менты, как видно из их описания, различаются
используемыми подходами обнаружения ами$
лоидогенной последовательности. Можно пред$
положить, что результаты определения амилои$
догенных фрагментов в А$ и В$цепях инсулина,
полученные с использованием разных программ,
будут отличаться.

Как было рассмотрено выше (рис. 1), струк$
тура инсулина представляет собой две пептид$
ные цепи, соединенные между собой двумя ди$
сульфидными связями. В связи с двухцепочеч$
ным строением инсулина, а также работой прог$
рамм только с неразветвленной аминокислот$
ной последовательностью, мы анализировали

Рис. 1. Схема, иллюстрирующая на примере мономера инсулина потенциальные сайты гидролиза пептидных связей тре$
мя протеазами: сплошной линией обозначены связи, специфично гидролизуемые трипсином, пунктирной линией – хи$
мотрипсином, штриховыми линиями – протеиназой К, а штрих$пунктирными линиями – пептидные связи, гидролизу$
емые как химотрипсином, так и протеиназой К
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А$ и В$цепи по отдельности. В ходе биоинфор$
матического анализа с помощью пяти программ
были выявлены амилоидогенные последова$
тельности для А$ и В$цепей инсулина (табл. 2).

Последовательности, которые определяются
той или иной программой как амилоидогенные,
выявляются с точностью до одного а.о., однако,
как следует из табл. 2, нет одинаковых предска$
заний амилоидогенных фрагментов разными
программами. В то же время выравнивание ами$
лоидогенных последовательностей, обнаружен$
ных несколькими программами (табл. 2), позво$
ляет выявить схожие результаты для А$цепи
(участок А8–А15) и В$цепи (участки В12–В19 и
В23–В27) инсулина.

Программа ArchCandy не обнаружила ами$
лоидогенных участков, т.к. значение Si$функ$
ции оценки амилоидогенности последователь$
ности оказалось ниже порогового значения,
равного 0,578, что указывает на неамилоидоген$
ность последовательности или неприменимость
метода по отношению к данному объекту иссле$
дования [30]. Кроме того, программа PASTA2.0 не
обнаружила амилоидогенных участков в В$цепи
инсулина.

Из полученных результатов на примере ис$
следуемого объекта можно сделать вывод, что
эти программы лучше не использовать в качест$
ве основного метода определения амилоидоген$
ных участков, тогда как экспериментальные ме$
тоды являются основными. Эксперименталь$
ным методом обнаружения амилоидогенных
участков, образующих остов амилоидных фиб$
рилл, является ферментативный гидролиз пос$
ледних смесью протеаз и выявление защищен$
ных от протеолиза фрагментов [26, 41]. Для оп$
ределения амилоидогенных участков в инсули$
не мы проанализировали гидролизаты фибрилл
методом жидкостной хроматографии совместно
с масс$спектрометрией (ЖХ$МС).

Определение амилоидогенных участков фраг=
ментов инсулина методом ограниченного протео=
лиза с последующим анализом ЖХ=МС. Метод
масс$спектрометрии позволяет проводить рас$
чет отношения массы иона к его заряду (m/z)
для выходящих с колонки гидролизатов незави$
симо, что позволяет разрешить перекрывающи$
еся хроматографические пики двух и более об$
разцов (рис. 2).

Как видно из представленного на рис. 2
масс$спектра, полученного для элюированного
с разделяющей колонки образца гидролизата
фибрилл инсулина, основной вклад в суммар$
ный ионный ток вносят многозарядные ионы с
диапазоном m/z 900–1500. Пики с величинами
m/z 968,78, 1162,34, 1452,67 и соответствующи$
ми положительными зарядами (6, 5, 4) опреде$

ляют ионы одной и той же молекулы – мономе$
ра инсулина (Mr = 5,8 кДа), в то время как ми$
норные пики с m/z 1660,34 (z = 7) и 1936,55 (z = 6)
соответствуют димеру белка (Mr = 11,6 кДа). Ио$
ны, соответствующие тримерам, гексамерам и
более крупным ассоциатам, не обнаруживаются
из$за особенностей проведения эксперимента,
т.к. они подвергаются диссоциации в ходе
электрораспыления, кроме того, значения m/z
для них превышают верхний порог диапазона
(2000). Мы сравнили значения m/z, полученные
для панорамных масс$спектров всех детектируе$
мых ионизованных гидролизатов фибрилл ин$
сулина, разделенных на обращенной фазе С18.
В масс$спектрах присутствовал набор как одно$,
так и многозарядных ионов. Пики с наиболь$
шей интенсивностью были идентичны негидро$
лизованным целым последовательностям белка,
а пики с низкой интенсивностью соответствова$
ли крупным фрагментам (Mr > 5 кДа). Для сиг$
налов многозарядных ионов в диапазоне m/z
900–1500 с помощью программного обеспече$
ния Xcalibur и PEAKS Studio 7.5 были определе$
ны молекулярные массы и аминокислотные
последовательности для негидролизованных
пептидов из препаратов фибрилл. Следует под$
черкнуть, что на рис. 2 представлен стандарт$
ный (неприведенный) масс$спектр при иониза$
ции электроспреем. Молекулы одного и того же
вещества при этом типе ионизации способны
образовывать несколько по$разному заряжен$
ных ионов, соответствующих одной и той же
последовательности фрагмента. В табл. 3 приве$
дены только 4$зарядные ионы, которые были
выбраны для представления результатов опреде$
ления устойчивых к протеолизу двухцепочечных
фрагментов фибрилл инсулина.

Как видно из табл. 3 и рис. 2, в продуктах
гидролиза фибрилл присутствуют ионы, харак$

Программа

FoldAmyloid

ArchCandy

PASTA2.0

Waltz

AGGRESCAN

А$цепи

А11–А15

не обнаружены

А2–А12

А10–А21

A8–A15

B$цепи

B1–B5, B12–B19,
B23–B27

не обнаружены

не обнаружены

B12–B18

B7–B19, B23–B27

Таблица 2. Предсказанные биоинформатическими програм$
мами амилоидогенные участки для А$ и В$цепей инсулина

Амилоидогенные участки
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терные для целостной последовательности бел$
ка и двухцепочечных фрагментов. Причем отно$
сительная интенсивность пиков молекулярных
ионов, соответствующих целому негидролизо$
ванному инсулину, превосходит относительную
интенсивность пиков молекулярных ионов, ко$
торые идентичны фрагментам белка. Получен$
ный результат можно объяснить с помощью
данных электронной микроскопии [42], демон$
стрирующих, что фибриллы инсулина склонны
образовывать агрегаты (кластеры, пучки, ленты)
из отдельных тонких фибрилл. Таким образом,
амилоидные фибриллы, расположенные внутри
агрегатов, и, соответственно, образующие их мо$
лекулы инсулина, будут недоступны воздей$
ствию протеаз.

Примечательно, что не было обнаружено
значимого количества ионов, соответствующих
фрагментам белка с Mr = 1–5 кДа. Данный ре$

зультат можно интерпретировать следующим
образом: в ходе инкубации с протеазами не про$
исходит гидролиз внутренней аминокислотной
последовательности инсулина, а протеазы от$
щепляют пептиды по краям молекулы, поэтому
образуются, соответственно, мелкие (Mr <1 кДа)
и крупные (Mr >5 кДа) фрагменты, которые в
сумме примерно соответствуют Mr мономера.
Таким образом, структура белка, входящая в ос$
тов фибриллы, сохраняется защищенной от
действия протеаз.

В качестве контроля результатов ограничен$
ного протеолиза фибрилл мы использовали об$
работанный аналогичной смесью протеаз раст$
вор инсулина, не содержащий фибрилл. Соответ$
ствующие результаты разделения продуктов
гидролиза инсулина и масс$спектрометрическо$
го детектирования фрагментов мономера белка
анализировали с помощью программ PEAKS

Рис. 2. Хроматограмма (а) и панорамный масс$спектр (б) гидролизатов фибрилл инсулина, полученных при соотношении
смеси протеаз к инсулину 1/25 (m/m). Для масс$спектра гидролизата образца фибрилл инсулина время выхода составля$
ло 69,05 мин

Последовательность 
в А$цепи

GIVEQCCTSICSLYQLENYCN

GIVEQCCTSICSLYQLENYCN

GIVEQCCTSICSLYQLENYCN

IVEQCCTSICSLYQLENYCN

GIVEQCCTSICSLYQLENYCN

EQCCTSICSLYQLENYCN

GIVEQCCTSICSLYQLENYCN

GIVEQCCTSICSLYQLENYCN

GIVEQCCTSICSLYQLENYCN

VEQCCTSICSLYQLENYC

Mr, Да

5806,7

5705,6

5577,5

5505,5

5479,5

5434,3

5379,4

5319,4

5216,3

5096,3

Таблица 3. Двухцепочечные фрагменты пептидов, соответствующие сигналам ионного тока, полученным после анализа
данных ЖХ$МС для гидролизатов фибрилл инсулина

m/z 
(z = 4)

1452,67

1427,41

1395,38

1377,37

1370,87

1359,58

1345,86

1330,86

1305,09

1275,07

Обозначение а.о. 

А1–А21 и В1–В30

А1–А21 и В1–В29

А1–А21 и В1–В28

А2–А21 и В3–В30

А1–А21 и В1–В27

А4–А21 и В1–В29

А1–А21 и В1–В26

А1–А21 и В5–В30

А1–А21 и В1–В25

А3–А20 и В1–В26

Последовательность 
в В$цепи

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPK

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTP

NQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYT

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPK

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFY

HLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFY
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Studio 7.5 и Xcalibur. По данным масс$спектров,
полученных для элюированных с разделяющей
колонки гидролизатов мономеров инсулина, ос$
новной вклад в суммарный ионный ток вносили
однозарядные ионы с диапазоном m/z от 300
(нижнее пороговое регистрируемое значение в
нашем эксперименте) до 1000 (рис. 3).

Относительная интенсивность ионного тока
для пиков с величинами m/z > 900 для одно$ и
многозарядных ионов была незначительна по
сравнению с данными, полученными в ходе ана$
лиза гидролизатов фибрилл. По соотношениям
m/z, выявленным для фрагментов хроматогра$
фического разделения продуктов гидролиза мо$
номеров инсулина, мы сделали вывод, что смесь
протеаз полностью расщепляла белок, протео$
литический гидролиз был глубоким, и в смеси
гидролизатов практически отсутствовали пеп$
тиды с Mr > 1 кДа.

После ограниченного протеолиза неагреги$
рованного инсулина детектировались только
мелкие фрагменты с Mr < 1 кДа. У фибрилл ин$
сулина после ограниченного протеолиза поми$
мо мелких фрагментов (Mr < 1 кДа) обнаружива$
лись также крупные фрагменты (Mr > 5 кДа). Из
этого следует, что фрагменты белка с Mr > 5 кДа,
представленные в табл. 3, содержат амилоидо$
генные последовательности, входящие в остов
фибрилл. Особенностью метода ограниченного
протеолиза, применимо к нашему объекту ис$
следования, является то, что участки молекулы
инсулина, задействованные в образовании свя$
зей амилоидных агрегатов, не способны подвер$
гаться действию используемых протеаз, в отли$
чие от мономерной формы инсулина.

Сопоставление последовательностей, пред$
ставленных в табл. 3, показывает, что фрагменты
фибрилл инсулина, защищенные от протеолиза,

могут отличаться на несколько а.о. Кроме того,
как следует из рис. 1, часть последовательностей
не соответствует сайтам гидролиза пептидных свя$
зей протеазами. Полученные результаты можно
объяснить некоторым полиморфизмом амило$
идных фибрилл инсулина и низкой специфич$
ностью протеиназы К. Мы проанализировали
полученные данные и выбрали общие мини$
мальные последовательности в А$ и В$цепях для
всех фрагментов. Таким образом, по результатам
ограниченного протеолиза для инсулина были
предложены следующие амилоидогенные участ$
ки молекулы: А4–А20 и В5–В25.

Полученные результаты не противоречат
представленной нами ранее модели формирова$
ния амилоидных фибрилл инсулина [11, 21]. На
основе данных трансмиссионной электронной
микроскопии было показано, что зрелые фиб$
риллы построены из повторяющегося общего
структурного элемента – кольцевого олигомера
[21]. Для инсулина внешний диаметр олигоме$
ров (диаметр фибриллы) составляет ~6–7 нм,
внутренний ~2 нм. При этом кольцевые олиго$
меры уложены в фибрилле либо «кольцо к коль$
цу» своими боковыми сторонами, либо слегка
перекрывают друг друга («домино»), что объяс$
няет полиморфизм фибрилл. Такое строение
фибриллы может объяснить особенности ре$
зультатов ограниченного протеолиза фибрилл.
В зависимости от ориентации кольцевых олиго$
меров, слагающих фибриллу, протеазы имеют
разную доступность участков молекулы инсули$
на с пригодными для гидролиза пептидных свя$
зей сайтами. С помощью ЖХ$МС были выявле$
ны негидролизованные целые последователь$
ности белка и устойчивые к протеолизу крупные
фрагменты молекулы инсулина с небольшими
отличиями по длине последовательности.

Рис. 3. Хроматограмма (а) и панорамный масс$спектр (б) гидролизатов инсулина (не содержащего фибрилл), полученных
при соотношении смеси протеаз к инсулину 1/25 (m/m). Для масс$спектра гидролизата образца инсулина время выхода
составляло 69,05 мин
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После экспериментального определения ос$
това фибрилл мы в первую очередь сравнили по$
лученные результаты с нашими данными био$
информатического определения амилоидоген$
ных последовательностей инсулина (рис. 4).

Нами было выявлено, что амилоидогенные
участки в А$цепи (А8–А15) и В$цепи (В12–В19
и В23–В27) инсулина, предсказанные тремя про$
граммами (FoldAmyloid, Waltz и AGGRESCAN),
пересекаются с экспериментальными данными
для остова фибрилл инсулина (защищенные от
протеолиза участки цепей А4–А20 и В5–В25).
Общими между теоретически предсказанными
и неподверженными протеолизу последователь$
ностями являются следующие участки: А8–А15
в А$цепи и В12–В19, B23–B25 в B$цепи. Все эти
участки находятся внутри участков, которые бы$
ли определены экспериментальным способом.

Как показано на рис. 4, последовательности
А8–А15 и В12–В19 входят в остов фибрилл ин$
сулина и находятся между участками, ограни$
ченными межцепочечными S–S$связями в мо$
номере белка. В перспективе представляет интерес
синтез пептидов, соответствующих определен$

ным нами амилоидогенным участкам А4–А20 и
В5–В25, для оценки того, какие фибриллы они
образуют, и отличается ли их морфология.

Таким образом, с помощью программ Fold$
Amyloid, Waltz и AGGRESCAN, предсказываю$
щих амилоидогенные фрагменты в белковой це$
пи, были выявлены общие амилоидогенные
участки для инсулина. По результатам протео$
литического гидролиза фибрилл инсулина и
последующего анализа гидролизатов с помощью
жидкостной хроматографии и масс$спектромет$
рии были выявлены минимальные амилоидо$
генные участки, устойчивые к действию протеаз.
На основе теоретических и экспериментальных
методов в А$ и В$цепях инсулина были предло$
жены последовательности А8–А15 и В12–В19,
B23–B25 соответственно. Полученные данные не
противоречат модели, предложенной для фиб$
риллообразования инсулина [11, 21].

Полученные в настоящей работе результаты
могут быть использованы для разработки новых
устойчивых к агрегации аналогов инсулина.
Склонность инсулина к формированию амило$
идных фибрилл при температуре выше комнат$

Рис. 4. Результаты определения амилоидогенных фрагментов в структуре инсулина: с использованием биоинформатичес$
ких программ (а) и методом ограниченного протеолиза с ЖХ$МС (б). а – Линиями различных типов подчеркнуты ами$
лоидогенные а.о., предсказанные соответствующими программами. Рамками выделены консенсусные последовательности
А8–А15, В12–В19 и В23–В27; б – полужирными линиями подчеркнуты двухцепочечные фрагменты, устойчивые к про$
теолизу. Последовательности А4–А20 и В5–В25, соответствующие предполагаемому остову фибрилл, выделены пунктир$
ными рамками
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ной служит основным препятствием для приме$
нения пептида, например, в инсулиновой помпе
[15]. В фармакологических составах мономер
инсулина обычно используется в виде гексаме$
ра, координированного ионами цинка, но это
накладывает определенные ограничения на раз$
работку инсулиновых помп, в которых мономе$
ры должны быть свободны для быстрой диффу$
зии, но при длительном хранении могут форми$
ровать амилоиды. Исследование амилоидогене$
за может обеспечить теоретические основы соз$
дания ультрастабильных аналогов инсулина для
применения в проектах по искусственной под$
желудочной железе. Наш опыт работы с инсули$
ном позволяет сделать заключение, что наибо$
лее стабильным и устойчивым к амилоидной аг$
регации будет аналог инсулина, в котором отсут$

ствуют амилоидогенные аминокислоты, внося$
щие наибольший вклад в процесс амилоидооб$
разования, согласно расчетным моделям, кото$
рые положены в основу работы программы
Fold$Amyloid [3, 29].
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To reveal conformational changes resulting in formation of insulin amyloids it is required to define amyloidogenic
regions in the structure of protein monomers. Different models of the insulin fibrilogenesis were proposed previously.
However, precise regions responsible for the formation of amyloid fibrils have not been defined. Using the bioinfor$
matics programs for predicting amyloidogenic regions, we have defined some common amyloidogenic sequences in the
structure of insulin monomers. Using the methods of limited proteolysis and mass spectrometry determination of pro$
tein chain fragments resistant to action of proteases, we revealed amino acid sequences in the insulin structure that may
be present in the spine of insulin fibrils. The obtained results do not conflict with the earlier proposed model of fibril
formation from ring$like oligomers and can be used for designing insulin analogs resistant to amyloidogenesis.

Keywords: amyloid, amyloidogenic regions, FoldAmyloid, insulin, ring$like oligomers, mass spectrometry, protein
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