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I. ВВЕДЕНИЕ
β-Амилоид (Аβ) – название, закрепившееся за группой пептидов с 
последовательностью NH2–DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVG
SNKGAIIGLMVGGVVIAT–COOH, различающихся по длине (алло-
формы от 37 до 43 аминокислотных остатков (а. о.)) и являю щихся 
продуктами протеолитического расщепления транс мембранного бел-
ка-предшественника амилоида (англ. – amyloid pre cursor protein, APP). 
β-Амилоидные пептиды характеризуются высо кой склонностью 
к олигомеризации и агрегации и составляют основу амило идных 
(сениль ных) бляшек – морфологического признака стар ческой 
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демен ции альцгеймеровского типа (болезни Альцгеймера (БА)), час-
тота случаев которой резко возрастает с возрастом, начиная с 60–65 
лет [1]. БА явля ется одной из наиболее известных форм возрастной 
демен ции – её доля составляет 60–70% всех случаев [2]. В 2021 году 
в мире насчитывалось около 55 млн. пациентов с различными фор-
мами деменции и их количество, как ожидается, достигнет к 2030 году 
78 млн. человек [3]. В Российской Федерации насчитывается около 
1.7 млн. человек с деменцией [4], при этом число пациентов с БА 
составляет приблизительно 1 млн. [5]. БА характеризуется прогрес-
сирующим ослаблением когнитивных способностей, что связано с 
необ ратимым органическим разрушением головного мозга, которое в 
период от 3 до 8 лет приводит к смерти больного от остановки дыхания. 
В связи с длительным течением болезни, финансовая нагрузка на 
сис темы здравоохранения и семейные бюджеты в индустриально 
разви тых странах, ассоциированная с уходом за пациентами с БА, 
приз нана одной из наиболее существенных [4] – так, только в США 
сум марные расходы на такой уход и лечение составили в 2020 году 
305 млрд. долларов, из них 206 млрд. долларов пришлось на систему 
здра воохранения (на финансируемые из государственного бюджета 
программы Medicare и Medicaid) [6]. 
 Различают наследственную (семейную) и спорадическую формы 
БА. Наследственная форма ассоциирована с мутациями в генах 
APP, PSEN1 и PSEN2 (последние два кодируют белки пресе ни-
лин 1 и 2), приводя щими к консти туциональному повышению 
уровня Аβ по сравне нию с физиологи ческим и агрегации пептида 
[7]. Однако подавляющее количество случаев БА приходится на 
спо ра дическую форму (более 95%), которая не ассоциирована с 
какими-либо известными мутациями, но также сопровождается 
ано маль ной агрегацией эндогенного Аβ. Патологическая агрегация 
эндо генного Аβ лежит в основе гипотезы «амилоидного каскада», 
остаю щейся уже около трёх десятилетий доминирующим взглядом 
на молеку лярный механизм возникновения и развития БА [1, 7]. 
Пер во начальная гипотеза «амилоидного каскада» постулирует, что 
дисба ланс в генерации и деградации Аβ приводит к его агрегации в 
нераст во римую фибриллярную форму в виде сенильных бляшек, что 
и является инициирую щим событием в патогенезе БА. В дальнейшем 
вклю чаются нейро ток сические механизмы, в том числе образование 
ней ро фибриллярных клубков из-за гиперфосфорилирования тау-
белка, которые необратимо приводят к гибели нейронов и разру-
шению синаптических связей. В настоящее время гипотеза допус кает, 
что растворимые нефибриллярные олигомеры Аβ имеют даже более 
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важное значение в нейро дегенеративном каскаде, чем фибриллярные 
агрегаты [1, 7]. Наряду с гипотезой «амилоидного каскада», другими 
широко распро стра нёнными гипотезами этиологии БА являются 
холинергическая [8] и нейровоспалительная [9]. В первом случае, 
БА связывают с нару шением холинергической нейротрансмиссии, 
во втором – с нару шением регуляции иммунного ответа центральной 
нервной системы (ЦНС). Также существует «металлическая теория 
болезни Альцгеймера» (англ. – «metal theory of Alzheimer's disease») 
[10], сог ласно которой БА связана с нарушением гомеостаза ионов 
таких пере ход ных металлов, как цинк, медь и, вероятно, железо, 
кото рые вызы вают пато логическую агрегацию Аβ. Недавно была 
пред ло жена концепция конвергенции этих гипотез на основе идеи 
«ами лоидных матриц», в которой центральную роль играет взаимо-
дейст вие опреде лённых изоформ Аβ, формирующихся в результате 
пост-транс ля ционных энзиматических и химических модификаций 
(ПТМ) пеп тида, с никотиновыми холинорецепторами и ионами цинка, 
что запус кает цинк-опосредованную цепную реакцию агрегации Аβ 
[11, 12]. 
 Центральная роль агрегации Аβ в патогенезе БА определяет 
особый интерес к исследованию механизмов и характеристик про-
цесса как спонтанной, так и металл-индуцированной агрегации 
различ ных изоформ пептида in vitro, для чего применяют, как правило, 
синтетические пептиды. В настоящее время существует широ кий 
набор методов, используемых для исследования агрегации Аβ и его 
взаимодействия с ионами металлов [13–15]. Среди них вольтам перо-
мет рия характеризуется относительной технической простотой и воз-
мож ностью детектировать переход Аβ в агрегированное состояние по 
умень шению количества пептида в форме мономеров и небольших 
олигомеров [13] (Рис. 1). В этом отношении метод вольтамперометрии 
является комплементарным методам, основанным на детекции агре-
гатов Аβ, и позволяет получить дополнительную информацию о 
про цессе агрегации. 
 Электрохимический анализ, в частности вольтамперометрия 
бел ков и пептидов, нашёл широкое применение в биомедицинских 
иссле до ваниях [16]. В основе вольтамперометрической детекции 
белков и пептидов лежит регистрация электрохимической активности 
амино кислотных остатков, а именно сигналов окисления остатков Tyr, 
Trp, His, Cys и Met [16–18]. Окис ление белковых молекул при опре-
де ленном потен циале на поверхности электрода генерирует электри-
чес кий ток, который регист рируют на вольтамперограмме в виде 
пика или волны как аналитический сигнал. Предполагают, что только 
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ами но кислотные остатки, локализованные на поверхности бел ко вой 
глобулы и, таким образом, способные контак тировать с поверхностью 
электрода, могут проявлять свои электро активные свойства [19]. Пара-
метры электрохимического сигнала чувствительны к изменениям 
кон фор мации белка, в том числе вызванными аминокислотными 
заменами [17, 20, 21]. Приме нительно к Аβ, процесс включения пеп-
тидов в агрегаты приво дит к блокировке прямого контакта электро-
активных групп амино кис лот ных остатков с поверхностью электрода, 
что прояв ляется в виде прогрессирующего снижения интен сивности 
электро химического сигнала [22] (Рис. 1). 
 В обзоре обсуждаются возможности и ограничения вольтамперо-
метрии и родственных методов для исследования спонтанной и металл-
индуцированной агрегации Аβ, сравнительного анализа различных 
изоформ пептида, а также изучения процесса комплексообразования 
ионов металлов с Аβ. В том числе рас смотрен цикл работ авторов 
обзора по комбинированию вольт ампе рометрии, дающей информацию 
об отно сительном количестве в образце мономеров и олиго меров Аβ, 
с мето дами, регистрирующими размер и структуру Аβ. Результатом 
ком би ниро ва ние методов явля ется получение более полной инфор-
мации о механизмах, опре де ляющих агрегацию Аβ in vitro, включая 
агрегацию изоформ пеп тида с искусственными и природными (мута-
ции) заменами и/или моди фи кациями аминокислотных остатков.

II. β-AМИЛОИД: ПОЛИМОРФИЗМ, СТРУКТУРНЫЕ 
ФОРМЫ, ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ С ИОНАМИ МЕТАЛЛОВ

Аβ представляет собой продукт протеолитического процессинга 
АРР (трансмембранного белка 1-го типа) γ- и β-секретазами [23]. 
АРР подвергается протеолитическому расщеплению γ-секретазой в 
районе трансмембранного домена и β-секретазой в области, приле-
гаю щей к трансмембранному домену с N-конца. В то время как сайт 
расщепления АРР β-секретазой строго определён (Met671/Asp672), 
γ-секретаза может действовать по различным сайтам. Как результат, 
образуются аллоформы β-амилоидного пептида длиной от 37 до 43 а. 
о., различающиеся протяжённостью полипептидной цепи на С-конце. 
При этом N-концевая часть Аβ, представленная аминокислотными 
остат ками 1–28, относится к экстраклеточному домену АРР, а остав-
шаяся С-концевая часть – к трансмембранному домену белка [24]. 
Существует также другой – «неамилоидогенный» – путь процессинга 
АРР с участием α-секретазы, которая расщепляет АРР между Lys687 
и Leu688, в результате чего освобождается растворимый экто до мен 
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АРР – sAPPα, который не способен агрегировать и формиро вать ами-
лоид ные отложения [24]. При совместном действии α- и β-сек ретаз 
также образуется более короткая форма длиной 16 а. о., пред став-
ляю щая N-концевую часть Аβ [25]. Аβ, продуцируемый в процессе 
протео литического процессинга АРР, секретируется в межклеточное 
пространство и циркулирует в крови и спинномозговой жидкости 
(СМЖ). Изучение растворимого Aβ, выделенного из клеток и СМЖ, и 
нераст воримого Aβ, выделенного из мозга пациентов с БА, показало, 
что существует множество форм Aβ с широким спектром как C-, так 
и N-концевой гетерогенности; последняя предположительно является 
результатом вторичной активности β-секретазы [26]. 
 Физиологическая функция Aβ точно не определена. Предпо ла-
гают, что она может состоять в регуляции синаптической функции, 
защите от инфекций, восстановлении пораженных участков гемато-
эн це фа лического барьера и компенсации последствий травмы [27]. В 
спин номозговой жидкости человека количественно доминирующей 
является аллоформа Аβ длиной 40 а. о. (Аβ(1–40)), за которой 
следуют Аβ(1–38) и Аβ(1–42) (длиной 38 и 42 а. о. соответственно) 
[28]. Несмотря на то, что концентрация Аβ(1–40) может многократно 

Рис. 1. Вольтамперометрический анализ агрегации β-амилоида. 
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превышать концентрацию Аβ(1–42) в СМЖ, в сенильных бляшках 
парен химы головного мозга наиболее представленной формой Аβ 
является Аβ(1–42). Кроме того, in vitro Аβ(1–42) демонстрирует 
сущест венно более высокую склонность к олигомеризации и агре га-
ции в срав нении с Аβ(1–40) и Аβ(1–38), что предполагает централь-
ную роль этой аллоформы Аβ в патогенезе БА [26, 29]. 
 Общепринято, что фибриллярная агрегация Аβ протекает по 
меха низму нуклеационной полимеризации, включающей стадии 
нук леа ции (формирование «затравки» или «нуклеуса»), элонга ции и 
насыщения [30]. «Затравка», вероятно, представляет собой олигомер 
Aβ и является метастабильной структурой, и либо диссо ции рует на 
низкомолекулярные олигомеры или мономеры, либо инициирует 
даль нейшую агрегацию, давая начало формированию высоко моле-
ку ляр ного олигомера. Высокомолекулярные предфибриллярные 
олиг омеры Аβ (с молекулярной массой ~40–1000 кДа), сформи ро-
ван ные как в условиях in vivo, так и in vitro, представлены агре га тами 
различной формы и структуры и известны как «аморф ные агре гаты», 
мицеллы Аβ, Аβ*56, ADDL (диффундирующие лиганды, полу ченные 
из Аβ; англ. – amyloid-beta derived dif fu sible ligands), «глобуломеры», 
ами лосфероиды, кольцеобразные оли го меры [31]. Даль нейшая 
транс формация предфибриллярных оли го меров в прото фибриллы 
и ассо циация последних приводят к обра зованию ами лоидных фиб-
рилл – стабильных нерастворимых высо коупо ря до ченных агрегатов, 
харак теризующихся кросс-β-лис то вой струк турой [32].
 В отличие от фибриллярной агрегации Аβ, которая происходит 
спон танно и in vitro занимает часы или дни, металл-инду ци рованная 
агрегация Аβ, вызываемая ионами переходных металлов, такими как 
ионы цинка и меди (Zn(II) и Cu(II/I)), протекает быстро (от нескольких 
минут до часа) и характеризуется формированием так называемых 
«аморф ных агрегатов» пептида, у которых отсутствует упорядоченная 
структура [33]. Ионы Zn(II) и Cu(II/I) содержаться в амилоидных 
бляшках в аномально высоком количестве [34]. Однако только для 
ионов Zn(II) на животных моделях экспериментально показана их 
абсо лютная необходимость для формирования амилоидных бляшек 
[10]. Ионы Zn(II) координируются аминокислотными остатками, 
распо ложенными в N-концевой части Аβ длиной 16 а. о., которая 
полу чила название «металл-связывающего домена» (МСД) [33]. 
Комп лексы ионов Zn(II) с пептидом Аβ(1–16), представляющим МСД, 
который также присутствует в организме человека как самостоя-
тель ная форма Аβ [25], могут представлять собой либо мономеры 
с компактно свёрнутым пептидом, где ион Zn(II) координирован 



Электрохимия β-амилоида 181

четырьмя аминокислотными остатками (His6, Glu11, His13 и His14) 
одного пептида, либо димеры, в которых один ион Zn(II) коорди ни-
рован парами аминокислотных остатков His6/His13 и His14/Glu11 
двух пептидов [35]. В случае полноразмерных пептидов (например, 
Аβ(1–42)), Zn(II)-индуцированные димеры могут стабилизироваться 
допол нительным взаимодействием между участками С-концевых 
доме нов (аминокислотные остатки с 17 по 42). При этом каждый димер 
имеет два интерфейса (His14/Glu11 и His6/His13) для Zn(II)-опо сре-
до ванного взаимодействия с другими димерами и мономерами Аβ, 
что обеспечивает олигомеризацию пептидов по цепному механизму 
через форми рование «цинковых мостиков» [35].
 Агрегация Аβ зависит от изменений в полипептидной цепи пеп-
тида – замен и ПТМ аминокислотных остатков. В настоящее время 
извес тен ряд аминокислотных замен в Аβ, связанных с мутациями 
в гене АРР, таких как замены остатка глутаминовой кислоты в 
поло же нии 22 полипептидной цепи Аβ на остатки глутамина, гли-
цина или лизина (E22Q, E22G или E22K соответственно), а также 
замены A21G, D23N, L34V, A42T [36]. Часть замен локализована в 
МСД Аβ: A2V, H6R (английская мутация), D7N (мутация Тоттории), 
D7H (тайваньская мутация), E11K и K16N [36]. Большая часть 
мута ций приводит к изменениям в скорости спон тан ной агрегации, 
морфологии и токсичности формирующихся олигомеров и агре гатов 
Аβ [37]. Мутации, локализованные в МСД, влияют на коорди нацию 
ионов цинка и меди и, таким образом, на харак теристики металл-
индуцированной агрегации Аβ [38]. Наряду с мутациями, существует 
широкий спектр ПТМ аминокислотных остат ков в Аβ, таких как 
изомеризация остатков аспарагиновой кислоты (Asp1 и Asp7), 
нитрование остатка тирозина (Tyr10), фосфо рили ро ва ние остат ков 
серина (Ser8 и Ser26), окисление метионина (Met35) и пре вра щение 
остатка глутаминовой кислоты в остаток пиро глута ми но вой кислоты 
в позиции 3, сопровождаемое тран ки ро ванием пептида с N-конца 
[26]. Около 75% Аβ в сенильных бляш ках содер жат изомеризованный 
остаток аспарагиновой кислоты в позиции 7, а последние три типа 
модификаций повышают склонность Аβ к спонтанной агрегации 
и/или токсичность формирующихся агре гатов [26], что указывает 
на важную роль ПТМ в патогенезе БА. Так, предполагают [11], что 
именно Аβ с изомеризованным Asp7 (isoD7-Аβ), обра зующийся спон-
танно вследствие «белкового старения» как агре ги рованных, так и 
цир ку лирующих молекул Аβ, способен обра зо вывать аномально дол-
го живущий комплекс с никотиновым холино ре цептором, фор ми руя, 
таким образом, «амилоидную матрицу», которая при синап ти чес ком 
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всплеске концентрации ионов Zn(II) инициирует Zn(II)-опо сре до-
ванную олигомеризацию эндогенного Аβ, давая начало ами лоид ной 
бляшке.

III. ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ  
В ИССЛЕДОВАНИИ β-АМИЛОИДА

ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ β-АМИЛОИДА

На сегодняшний день доминирующим направлением электрохимии, 
используемым при изучении свойств Аβ, является вольтамперо мет-
рия – группа методов, основанная на исследовании зависимости 
тока поляризации (I) от напряжения (E), прикладываемого к электро-
хи мической ячейке I = f(E), когда потенциал рабочего электрода 
значительно отличается от равновесного значения [39]. Резуль таты 
измерений представляют в виде поляризационных (вольтам пер-
ных) кривых, которые получают в процессе электролиза раствора 
анализируемого вещества при поэтапном увеличении напряжения 
с одновременной регистрацией при этом силы тока. При этом 
электро химическая активность Аβ, то есть способность пептида 
окис ляться и/или восстанавливаться на поверхности электрода в 
про цессе электрохимических реакций, определяется входящими в 
него аминокислотными остатками [40–43]. В 2005 [44] и 2008 [45] 
годах японскими учеными была впервые показана способность 
пеп тидов Аβ(1–40) и Аβ(1–42) окисляться на поверхности стекло-
угле родного и модифицированного золотом печатного графито-
вого электродов за счёт превращений единственного остатка тиро-
зина (Tyr10), генерируя сигнал при потенциале около 0.5–0.7 В (отн. 
Ag/AgCl, нейтральный рН). В это же время Loksztejn et al. [46] при 
изучении электрохимической активности полипептидных пленок 
поли(L-тирозина) и инсулина с помощью циклической и дифферен-
циальной импульсной вольтамперометрии было выявлено различное 
электрохимическое поведение остатков Tyr макромолекул, определяе-
мое конформацией полипептидных цепей. Данное явление было 
объяснено разной электрохимической доступностью остатков Tyr 
в каждой структуре [46]. Было обнаружено, что сигнал окисления 
остатка Tyr чувствителен к изменению концентрации пеп тидов, их 
агре гатного состояния и конформации полипептидных цепей [44–46]. 
Полу ченные результаты легли в основу применения вольт ампе ро-
метрии в биохимических исследованиях, прежде всего, нейро де-
генератиных заболеваний, и в частности БА [47]. 
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 В настоящее время несколькими научными группами показаны 
сигналы окисления как полноразмерного Аβ (Аβ(1–42)), так и других 
алло форм и изоформ Aβ с помощью различных методов вольтампе-
ро метрии (циклической, квадратно-волновой и дифференциальной 
импульс ной) за счёт трех видов аминокислотных остатков: Tyr, His 
и Met [44, 45, 48–53]. На вольт амперной кривой окисления Aβ(1–42) 
можно выделить три области увеличения тока (Рис. 2): чёткий пик c 
потенциалом максимума при 0.6 В (Tyr10), менее выраженный пик 
c потенциалом максимума около 1 В (His6, His13, His14) и широкую 
волну, берущую начало при потенциале 1 В и продолжающуюся до 
конца области развертки (Met35) [41, 54]. В случае Aβ(1–16) пики 
окисления более выражены, а волна в области 1–1.5 В пропадает, 
что согласуется с лучшей растворимостью пептида Aβ(1–16) в воде и 
отсутствием в его последовательности Met35 по срав нению с Aβ(1–42). 
Группой Oliveira-Brett [50] было показано электрохимическое окис-
ле ние пептидов Aβ(1–42) и Aβ(1–40) и их мутантных вариантов на 
стеклоуглеродном электроде в форме двух пиков в областях 0.65 и 
1 В (отн. Ag/AgCl). Отнесение первого сигнала к окислению Tyr10 
не вызы вает сомнений. Второй сигнал с потенциалом максимума 1 В 
был интер претирован как одно вре менное окисление остатков His и 

Рис. 2. Квадратно-волновые вольтамперограммы окисления Аβ(1–16) и Аβ(1–42). 
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Met (исследование проводили в области потенциалов до 1.2 В) [50]. 
Из всех аминокислотных остатков Aβ, наиболее легко окисляется 
Tyr10 как в Аβ(1–42), так и в других аллоформах, давая пик при 
потенциале 0.5–0.7 В (отн. Ag/AgCl) в средах с нейтральными рН 
[44, 49, 51, 52]. Сигнал окисления Tyr10 может служить «маркёром» 
агрегации и комплексообразования пептидов семейства Aβ. В свою 
очередь, остатки His пред став ляют наибольший интерес для изучения 
взаимодействия Aβ с ионами метал лов, т. к. напря мую вовлечены 
в образование комплексов ион металла/пептид с последующей 
металл-индуцированной агрегацией [33, 55, 56]. Регис трация сигнала 
окисления остатка Met35 также потен циально может быть полезна 
при изучении агрегации Aβ [50, 51, 53]. 
 Сигнал окисления Aβ за счёт Tyr10 при потенциале около 0.5–0.7 
В пропорционален концентрации пептида [44, 49]. При высоких 
концентрациях (50–100 мкМ) токи пиков окисления убывают в ряду 
Tyr > Aβ(1–16) > Aβ(1–42), что можно объяснить увеличением моле-
кулярной массы, приходящейся на одну электроактивную аро ма ти-
ческую ОН-группу и замедлением скорости диффузии к поверх ности 
электрода при переходе от свободной аминокислоты к пеп тидам разной 
длины [49]. Важно отметить нелинейный харак тер зависимостей 
токов пиков окисления, полученных для пепти дов Aβ(1–16), 
Aβ(1–40) и Aβ(1–42), от их концентрации, в отличие от свобод ной 
ами но кислоты Tyr, вероятно, из-за вклада других амино кис лотных 
остатков в конформацию пептида и влияния адсорбции пептидов 
на поверх ности электродов из углеродных материалов [44, 49]. 
Мето дом квадратно-волновой вольтамперометрии с пользованием 
стек ло углеродного электрода был достигнут предел обнаружения 
пепти дов Aβ(1–40) или  Aβ(1–42) в 0.7 мкг/мл для каждой аллоформы 
[44]. Однако применение прямой электрохимической детекции 
Aβ за счёт окисления Tyr10 в биологических образцах ограничено 
при сут ст вием в матрице структурно или электрохимически родст-
вен ных соединений, препятствующих селективному анализу [47]. 
Совре менные электрохимические биосенсоры для определения 
кон центрации Aβ основаны на селективном связывании мономеров 
пеп тида био рас познающими элементами, такими как антитела, 
аптамеры, белок-связывающий пептид или клеточный прионовый 
белок, и имеют пределы обнаружения от 0.1 пМ до 0.5 нМ [47, 57]. 
Один из первых электро химических биосенсоров для определения 
микро мо ляр ных концент раций Aβ был разработан в 2008 году [45]. 
В его основу было положено окисление Tyr10, а селективность 
опре де ления обеспечивалась за счёт связывания Aβ с молекулами 
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саха рида, ковалентно иммобилизованного на поверхности печатного 
графи тового электрода, модифицированного золотом [45]. Предел 
обнару жения такого биосенсора составил 1 мкМ для обоих пептидов, 
Aβ(1–40) или Aβ(1–42) [45]. 
 Электрохимический сигнал белковой молекулы за счёт окисления 
аминокислотных остатков оказался чувствительным к изменению 
аминокислотной последовательности и пространственной структуры. 
Данный эффект был показан на примере пептидов Aβ(1–16) и Aβ(1–
42) и их изоформ, включающих пептиды с различными мутациями 
и ПТМ [49–53, 58, 59]. В частности, методом квадратно-волновой 
вольт амперометрии было проведено исследование нескольких 
изоформ Aβ(1–16), а именно pS8-Aβ(1–16) (с фосфорилированным 
остатком Ser в положении 8), H6A-H13A-Aβ(1–16) (с двойной 
заме ной остатков His в положении 6 и 13 на остатки Ala), а также 
изо форм с аминокислотными заме нами, ассоциированными с мута-
циями в гене APP, D7N-Aβ(1–16), D7H-Aβ(1–16) и H6R-Aβ(1–16) 
(мутации Тоттори, тайваньская и английская соответственно), и 
E11K-Aβ(1–16) [59]. Для всех пептидов были зарегистрированы 
чёткие пики окисления Tyr10 с потенциалами максимума 0.55–0.59 
В (концентрация, 50 мкМ; HEPES-буфер, рН 6.8). Высоты пиков 
окисления мутантов H6A-H13A-Aβ(1–16) и pS8-Aβ(1–16) были 
соответственно на 60% и на 40% ниже, чем для Aβ(1–16). С другой 
стороны, высоты пиков E11K-Aβ(1–16) и D7H-Aβ(1–16) были выше, 
чем пик окисления Aβ(1–16) на 50% и 15% соответственно. Таким 
образом, вольтамперометрия позволила: отличить некоторые мутанты 
от «нормального» варианта Aβ(1–16) и различить некоторые пептиды 
между собой. В продолжение, было изучено электрохимическое 
пове дение Aβ(1–42) выше пика мутан тов и его D7H-Aβ(1–42), H6R-
Aβ(1–42) и pS8-Aβ(1–42) [51]. Про тес тирован ные полноразмерные 
пептиды Aβ с аминокислотными заме нами и модификацией показали 
чёткие пики окисления за счёт остатка Tyr10 c потенциалами 
максимума 0.60–0.63 В. Высоты пиков окис ления D7H-Aβ(1–42) 
и pS8-Aβ(1–42) значимо отличались от дан ных для «нормального» 
Aβ(1–42). Интересно, что вызванные мутациями изме нения сигналов 
окисления Aβ(1–42) и Aβ(1–16) не согласуются между собой [51, 59]. 
Так, высота пика окисления D7H-Aβ(1–42) была ниже по сравнению 
с «нормальным» вариантом Aβ(1–42), а высота пика окисления 
D7H-Aβ(1–16) значимо выше, чем у Aβ(1–16). Модификация pS8 в 
Aβ(1–42) приводила к увеличению интен сивности пика окисления 
Tyr10 пептида по сравнению с нефос фо рилированным Aβ(1–42), 
а подобная модификация в Aβ(1–16), напро тив, характеризовалась 
резким снижением сигнала.
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 Дополняя пик окисления Tyr10 сигналами других электроак-
тив ных аминокислотных остатков Aβ, можно повысить точность и 
расши рить области применения метода вольтамперометрии в отно-
ше нии пептидов. Так, вольтамперограммы, прописанные в двух 
областях, от 0.75 до 1.25 В (характерной для окисления остатка 
His), и в области от 0.2 до 0.9 В (характерной для окисления остатка 
Tyr) позво лили различить между собой образцы пептидов Aβ(1–16), 
H6A-H13A-Aβ(1–16) и Aβ(1–16) крысы (кAβ(1–16)), отли чаю щийся 
несколькими а. о. от человеческого Aβ(1–16) [49]. Замена в после до-
вательности пептида Aβ(1–16) двух из трёх остатков His на остаток 
Ala привела к практически полному исчезновению пика в области 1 В, 
что свидетельствует о непосредственном учас тии His6 и/или His13 в 
электродной реакции. Пептид кAβ(1–16), имею щий в своей после до-
вательности два остатка His в поло же ниях 6 и 14 и не содер жа щий 
ни одного остатка Tyr, также проде мон ст ри ровал сигнал окис ле ния 
с потенциалом максимума при 1.05 В. В то же время кAβ(1–16) 
не дал сигнала окисления в области, харак тер ной для остатка 
Tyr [49]. Аналогичный результат был получен при иссле до вании 
набора пептидов Aβ, включающего Aβ(1–16), Aβ(1–28), Aβ(10–20), 
Aβ(12–28), Aβ(17–42) и Aβ(1–40) с помощью вольтам пе ро метрии 
и атомно-силовой микроскопии (АСМ) [53]. Целью иссле дования 
[53] было определить влияние различных доменов Aβ, а именно 
12VHHQ15 (содержащего электроактивные остатки His), 16KLVFF20 
(представляющего собой ядро гидрофобной агре гации пептида) и 
30IIGLMVGGVV40 (являющегося гидрофобной областью C-конца) на 
механизм фибрил лизации. Методом дифференциальной импульс ной 
вольтампе рометрии по двум пикам окисления Aβ при 0.65 и 1 В (отн. 
Ag/AgCl), относящимся к остатку Tyr и остаткам His и Met соот-
ветст венно, были получены харак терные значения величин токов 
обоих пиков в зависимости от амин окислотного состава каждого 
пеп тида [53]. Проведённый анализ электрохимического поведения 
раз личных пептидов позволил не только подтвердить соответствие 
регист рируемых сигналов определённым аминокислотным остаткам, 
но и заложить основы способа идентификации пептидов [49, 53]. 
Можно заключить, что регистрация вольтамперограмм в нескольких 
заданных областях потенциалов позволяет отнести неизвестный 
обра зец к тому или иному пептиду на основе имеющихся (или пред-
по ла гаемых) данных о его аминокислотной последовательности. 
Разра ботанный способ идентификации пептидов в будущем может 
быть расширен созданием баз данных вольтамперограмм пептидов 
раз лич ной длины, содержащих различное число аминокислотных 
остат ков каждого типа. 



Электрохимия β-амилоида 187

 Согласно механизмам электрохимических реакций, модифи-
кация аминокислот должна приводить к изменению регистри руе-
мого электрохимического сигнала. Показано, что О-фосфори ли-
ро вание Tyr блокирует реакцию его окисления через ОН-группу 
бензольного кольца (Рис. 3), что ведёт к исчезновению сигнала при 
0.5–0.7 В на вольтамперограмме [19, 58, 60]. Подобный эффект 
О-фосфорилирования единственного остатка Tyr на электрохимичес-
кий сигнал окисления наблюдали для пептидов Aβ(1–16) [58] и 
фраг мента Src(521–533) белка p60c-src (протеинкиназа, ассоциирован-
ная с онкогенезом) [61]. Интересно отметить, что О-сульфатация 
оказывает такой же блокирующий эффект на сигнал окисления Tyr, 
как и О-фосфорилирование [60]. Добавление нитрогруппы в третье 
положение бензольного кольца также затрудняет окисление Tyr, 
сдвигая пик в область более положительных потенциалов (Рис. 3) 
[58, 60]. Сигнал восстановления нитрогруппы, зарегистрированный 
при потен циале –0.75 В, позволил отличить nTyr (нитротирозин) от 
обыч ного Tyr [19, 58], «нормальный» и пронитрованный БСА [19], 
а также «нормальный» и пронитрованный Aβ(1–16) (Рис. 3) [58]. 
Подобно восста новлению нитрогруппы в nTyr, некоторые химические 
группы, присое диненные к белковой молекуле в результате ПТМ, 
могут гене рировать свой собственный электрохимический сигнал. Так, 
фос фо рилированный и сульфатированный Tyr (pTyr и sTyr соот ветст-
венно) дали чёткие пики окисления за счёт новых химических групп 
на цикли ческих вольтамперограммах (электрод из допированного 
бором алмаза, Tris-буфер, рН 6.5, отн. Ag/AgCl) при 1.4 В для pTyr 
и при 1.7 В для sTyr [60]. О-фосфорилирование Tyr и Ser было 
иссле довано методом квадратно-волновой вольтамперометрии на 
печат ных графитовых электродах на примере Aβ(1–16) [58]: моди-
фи цированные свободные аминокислоты pTyr и pSer, также как и 
пептиды pY10-Aβ(1–16) и pS8-Aβ(1–16), давали новую волну при 
потен циалах 1.1–1.7 В. Процесс окисления при таких высоких 
потен циалах был отнесён к окислению фосфорильной группы. Оче-
видно, что эффект ПТМ на электрохимическое поведение амино-
кис лоты будет зависеть от положения новой группы в молекуле. Как 
обсуж далось, новая химическая группа может блокировать электро-
активную группу аминокислоты (как в случае pTyr) или оказа ться 
рядом с электроактивной группой (как в случае nTyr). Так, окисление 
остатка His в природе приводит к образованию 2-оксо-His [62, 63]. 
Присоединение какой-либо новой группы во вто рое положение 
имидазольного кольца или рядом с ним (поло же ния N1 или N3), 
скорее всего, будет значительно влиять на электрод ную реакцию 
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окис ления остатка His (Рис. 3). Однако моди фи кация остатков His 
в поло жения N1 или N3 имидазольного кольца, например, метили-
ро ва ние, показано только для небольшого числа белков в прока-
рио тических и эукариотических клетках [64]. В природе наиболее 
часто метильная группа присоединяется к α-азоту аминогруппы His 
с появлением монометил-, диметил- и три ме тилHis [65, 66], что из-за 
особенностей строения молекул менее перспек тивно для электро-
анализа. Таким образом, чувствительность электро хими ческих 
реакций к модификации аминокислот открывает новые воз можности 
детекции ПТМ, особенно в различных системах in vitro [67].
 В отличие от общепринятой ранее точки зрения, согласно которой 
только шесть аминокислот могут быть непосредственно электро-
окис лены через боковые цепи на твердых (углеродных) электро дах 
(схемы реакций приведены в обзоре [16]), в 2020 году нашей группой 
было открыто специфическое электрохимическое окисление почти 
всех про теино генных аминокислот (за исключением Glu) с помощью 
амперо метрического проточно-инжекционного анализа (ПИА) на 

Рис. 3. Вольтамперометрическая детекция ПТМ белковых молекул на примере 
Аβ(1–16) с остатком 3-нитротирозина.
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печатных графитовых электродах (K-фосфатный буфер, рН 6.0) 
[68]. ПИА основан на вводе (инжекции) определённого объема 
пробы в создаваемый перистальтическим насосом неразрывный, 
несег мен ти рованный, ламинарный поток носителя, содержащего 
необ хо димые для протекания аналитической реакции реагенты [69]. 
При этом проба заданного микрообъёма движется по направлению 
к детек тору в потоке инертного носителя (или раствора реагента). В 
потоке образуется зона образца. По мере продвижения к детектору 
иссле дуемая жидкость смешивается с носителем (или реагентом), 
то есть происходит дисперсия (размывание) пробы. Регистрация 
сводится к непрерывному измерению детектором какой-либо физи-
чес кой вели чины (в случае амперометрического ПИА – величины 
тока окис ления или восстановления при заданном потенциале), 
зависящей от концентрации определяемого вещества в потоке раст-
вора. Анали ти чес кий сигнал имеет форму пика, высота (ширина, 
пло щадь) которого зависит от концентрации определяемого вещества 
в пробе [69]. Было обнаружено, что модификация электродов Бер-
линс кой лазурью (БЛ, гексацианоферрат железа, FeIII

4[FeII(CN)6]3) 
ката лизирует электро окисление аминокислот, приводя к увеличению 
сигналов как свободных аминокислот, так и белковых молекул 
[68]. Наиболее эффек тивный катализ с 54-, 31- и 11-кратным уси-
ле нием тока наблю дали для Gln, Ser и His соответственно на 
электро дах, моди фи ци рованных БЛ. Специфическое окисление 
ами нокислот и их остат ков в белковых молекулах открывает новый 
путь для изучения конфор мационных изменений белков и пепти-
дов, регистрации амино кислотных замен, связывания лигандов, 
окис лительного повреждения и ПТМ [68]. В частности, метод 
ампе рометрического ПИА с использованием печатных графитовых 
электро дов, модифицированных БЛ, был успешно применен для опре-
де ления пептидов семейства Aβ (K-фосфатный буфер, рН 6.0) [70]. 
Интересно, что выраженный каталитический эффект БЛ (увеличение 
тока в 10–27 раз) был обнаружен для пептидов Aβ, лишенных Tyr10, 
а именно D7H-Aβ(1–7), кAβ(1–16) и Y10A-Aβ(1–16), в то время как 
прак тически никакого влияния БЛ не наблюдалось для мутантов D7H-
Aβ(1–16), H6R-Aβ(1–16) и E11A-Aβ(1–16). При этом на электродах, 
моди фицированных БЛ, при окислении Aβ(1–16) получили только 
1.5-кратное увеличение тока. Таким образом, комбинирование ПИА 
и печатных графитовых электродов, модифицированных БЛ, откры-
вает новый путь для электрохимического исследования пепти дов, 
лишен ных по своей природе электроактивных остатков Tyr, Trp, Cys, 
His и Met, проявляющих сигналы окисления в классической вольт-
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ампе рометрии. Примеры таких пептидов встречаются среди изоформ 
Aβ как в природе, так и среди модельных пептидов, синтезированных 
для исследования in vitro механизмов агрегации Aβ и формирования 
комплексов пептида с ионами металла [70].

ВОЛЬТАМПЕРОМЕТРИЧЕСКАЯ ДЕТЕКЦИЯ  
СПОНТАННОЙ АГРЕГАЦИИ β-АМИЛОИДА

Агрегацию амилоидогенных белков и пептидов исследуют с помощью 
комплекса физико-химическими методов, в том числе электрохими-
ческих [13, 22, 71]. Электрохимические методы обнаружения бел ко-
вых молекул – мощный инструмент для изучения агрегации Aβ [22, 
71]. Сигнал окисления Tyr10 Aβ, измеренный на стеклоуглеродном 
электроде методом квадратно-волновой вольтамперометрии, был 
впервые использован для изучения кинетики агрегации пептидов 
Aβ(1–40) и Aβ(1–42) Vestergaard et al. в 2005 году [44]. К настоящему 
времени, сигнал окисления Aβ за счёт Tyr10 зарегистрирован на 
электро дах из различных углеродных материалов, включая самые 
сов ре менные, такие как восстановленный оксид графена [72]. С 
уве ли чением количества пептида в агрегированном состоянии, 
подтверждённым флуоресцентным тестом с тиофлавином Т и АСМ, 
электро хи мический сигнал Aβ снижается [44, 72]. Вольтамперомет-
рия позволяет напрямую (без меток) проводить исследования ранних 
ста дий агрегации, во время которых образуются высоко токсичные 
раство римые формы амилоида [13, 22, 71]. 
 В ходе прогрессирующей самоассоциации Aβ происходит измене-
ние конформации пептида – переход от доминирующего состояния 
«случайного клубка» к упорядоченной структуре в составе агрегатов. 
Это приводит к тому, что остатки Tyr10 Aβ оказываются в изолирую щем 
слое «неэлектроактивных» аминокислотных остатков, что приводит 
к экранированию ароматической OH-группы Tyr10 и блокированию 
её электрохимического окисления на поверхности электрода [71]. 
Потеря сигнала окисления Aβ может быть связана с образованием как 
фибриллярных, так и предфибриллярных агрегатов пептида [71]. Инги-
бирование неправильного сворачивания белков и пептидов в нейро-
токсичные олигомерные агрегаты – одна из стратегий поиска лекарст-
венных средств для лечения нейродегенеративных заболеваний. 
Электрохимический анализ – экономически эффективный и удобный 
инструмент скрининга химических соединений для выявления in 
vitro веществ, препятствующих агрегации Aβ, а также для иссле-
дования механизмов их антиагрегационной активности [44, 71]. 
Так, вольт амперометрия с успехом была использована для изучения 
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кинетики агрегации Aβ в присутствии производных сим-триазина 
[73], пентапептида LPFFD [74] и пептида RGKLVFFGR-NH2 [75], 
блокирующих образованию β-структуры при агрегации Aβ(1–42). 
 Развивая стратегию, предложенную Vestergaard et al. [44], группа 
Oliveira-Brett [50] с помощью вольтамперометриии и АСМ иссле-
довала кинетику агрегации Aβ(1–40) и Aβ(1–42), начиная с раст во ри-
мых мономеров и заканчивая полностью сформирован ными фиб рил-
лами. Результаты были сопоставлены с результатами, полу чен ными 
для пептидов с обрат ными последовательностями, Aβ(40–1) и Aβ(42–1), 
а также пептидов, содержащих замены Tyr10 на остаток Phe и Met35 
на остаток Nle (норлейцина), и кAβ(1–40). Агрегация пептидов 
проис ходила при комнатной температуре в фосфатном буфере без 
меха нического пере ме шивания. Как было выявлено с помощью 
АСМ, процесс после до вательного изме нения молекулярной формы 
для каждого пеп тида проис ходил с индивидуальной скоростью через 
фор ми рование агрега тов различной морфологии. Дифференциальная 
импульс ная вольтампе рометрия показала, что в соответствии с 
пер вич ной структурой пеп тиды Aβ подвергаются окислению в 
одну или две стадии: первая стадия соответствует окислению 
Tyr10 (0.65 В), вторая – окис лению остатков His-6, His-13, His-14 
и Met35 (1 В, отн. Ag/AgCl). Процесс фибриллизации Aβ был заре-
гистрирован электро химически по уменьшению во времени токов 
пиков окисления ами но кислотных остатков пептида [50]. Далее, та 
же научная группа про тес тировала набор пептидов Aβ, состоящий 
из Aβ(1–16), Aβ(1–28), Aβ(10–20), Aβ(12–28), Aβ(17–42) и Aβ(1–40), 
методом диф ферен циальной импульсной вольтамперометрии, регист-
рируя для каждого из пептидов изменение от времени агрегации 
высот двух пиков в областях 0.65 и 1 В (отн. Ag/AgCl), отнесенных 
к окис ле нию остатков Tyr и остатков His и Met соответственно [53]. 
В результате исследований была обнаружена корреляция между нали-
чием интактного высокогидрофобного ядра агрегации 16KLVFF20 и 
зави сящими от времени изменениями агрегации пептидов Aβ. Гидро-
фоб ный С-концевой домен 30IIGLMVGGVV40, присутствующий в 
случае Aβ(1–40), также способствовал ускоренной агрегации и фиб-
рил лизации пептида [53]. 
 В дополнение к уже имеющимся данным, перед нашей научной 
груп пой стояла задача выявить количест вен ную зависимость величины 
сиг нала окисления Aβ(1–42) за счёт Tyr10 от агрегационного состоя-
ния пептида [76]. С этой целью препарат полноразмерного пептида 
Aβ(1–42) моно ме ри зо вали по специальной методике (с пропусканием 
раствора пептида через фильтр с порогом отсечения 10 кДа). Процесс 
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агрегации пеп тида in vitro ускоряли нагреванием до 37 oС и постоянным 
меха ническим перемешиванием раствора [76]. Образцы Aβ(1–42) 
в различном агрегационном состоянии были проанализированы 
одновременно тремя физико-химическими методами: динамическим 
светорассеянием (позволяющим измерить средний диаметр агрегатов 
в образцах – D); флуоресцентным анализом на основе красителя 
тиофла вина Т (позволяющим получить информацию о формировании 
агрегатов с β-структурной организацией – F ) и вольтамперометрией 
(регист рирующей сигнал окислении Tyr10 в молекулах пептида – Iпик) 
[76]. Зависимости тока пика окисления Tyr10 Aβ(1–42) от диаметра 
образующихся агрегатов и относительной флуоресценции тиофлавина 
Т (F/F0) имели S-образную форму. Пик окисления Aβ(1–42) начинал 
снижаться при достижении агрегатами размера 20 нм. Более глубокое 
снижение величины пика окисления наблюдалось при размере 
агре гатов около 35 нм. В то же время величина пика окисления 
оставалась неизменной (в пределах экспериментальной ошибки) 
при значениях F/F0 от 1 до 3, начиная снижаться при значениях 
относительной флуо ресценции выше 3. При размере агрегатов выше 
35 нм и F/F0 выше 3 снижение пика окисления могло быть описано 
линейными функциями: Iпик, мкA = 0.29 – 1.93 × D, нм; R2 = 0.952 и 
Iпик, мкA = 0.279 – 0.014 × (F/F0), R2 = 0.937 (D составляет от 37 до 128 
нм и F/F0 – от 3.2 до 17.6 [76]. Из полученных результатов сле довало, 
что электрохимическая регистрация агрегации Aβ(1–42) не чувст-
вительна к изменению размера агрегатов вплоть до достижения ими 
35 нм в диаметре. Необходимо отметить, что агрегаты таких разме-
ров дос та точно крупные. Так, бычий сывороточный альбумин (БСА) 
с молекулярной массой 66 кДа, существенно превышающей 4.5 кДа 
у Aβ(1–42), показал в тех же экспериментальных условиях диаметр 
молекул 6.4 нм. Было неожиданным, что включение молекул Aβ(1–42) 
в такие крупные агрегаты (35 нм) не оказывает значимого влияния на 
зна чение тока пика окисления Tyr10, который в агрегатах экра нируется 
от поверхности электрода другими аминокислотными остатками. 
Можно предположить, что интенсивность сигнала окис ления Aβ(1–42) 
сохраняется на постоянном уровне из-за того, что только небольшая 
доля пептида находится в агрегированной форме. Таким образом, 
можно сделать вывод, что пик окисления Aβ(1–42) через остаток Tyr10 
гене ри руется преимущественно мономерами пептида, и за снижение 
пика окисления ответственно снижение количества мономеров в 
образце в результате агрегации. Следовательно, изменение сигнала 
окис ления Aβ(1–42) может служить мерой относительного числа 
пеп тидов, не включенных в агрегаты, или мерой мономерности 
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пре па рата пептида [76]. Так, токи окисления Tyr10 для Aβ(1–42), 
pS8-Aβ(1–42) и isoD7-Aβ(1–42) уменьшались с близкой скоростью 
в ходе спонтанной агрегации пептидов [77]. Это говорит о том, что 
данные изоформы Aβ обладают сходной способностью к агрегации. 
Пока зано, что сигнал окисления Aβ генерируется пептидными моле-
ку лами, составляющими «растворимую» (устойчивую к осаждению 
центри фугированием) фракцию в ходе спонтанной агрегации Aβ в 
усло виях in vitro [77]. Чтобы проверить, вносят ли крупные агре-
гаты, образующиеся в растворах Aβ(1–42) в процессе агрегации 
какой-либо вклад в общий ток окисления, были измерены значения 
сигналов окисления для образцов агрегированного Aβ(1–42), подверг-
нутых или не подвергнутых центрифугированию (16000 g, 20 мин, 
комнат ная температура) [77]. Крупные склонные к осаждению 
агре гаты были, вероятно, в наибольшей степени ответственны за 
наблю даемое увеличение флуоресценции тиофлавина Т и мутности 
раст воров пептидов. Интересно, что значимых различий между 
зна че ниями токов пиков окисления для центрифугированных и 
нецентри фугированных образцов не обнаружили. Следовательно, 
круп ные склонные к осаждению агрегаты Aβ(1–42) не вносят вклада 
в общий ток окисления. Наблюдаемые достаточно высокие уровни 
«остаточного» тока окисления предположительно отражают гете ро-
генность препаратов Aβ(1–42). По-видимому, даже после дли тельного 
периода инкубации в препаратах Aβ(1–42) могут существовать 
различные типы агрегатов, включая агрегаты, богатые β-структурами, 
такие как протофибриллы и зрелые фибриллы, высокомолекулярные и 
низкомолекулярные олигомеры, и, возможно, мономерные молекулы. 
Окисление оставшихся мономеров Aβ(1–42), а также пептидных 
моле кул, которые являются частью устойчивых к осаждению агре-
гатов (представленных, скорее всего, низкомолекулярными и высо ко-
молекулярными олигомерами), вероятно, приводит к наблю дае мому 
«остаточному» току даже после длительной инкубации (5 часов) 
[77]. Таким образом, электрохимический анализ, основанный на 
окислении Aβ(1–42), давая информацию об убыли мономеров пеп-
тида, дополняет методы, способные прово дить мониторинг агрегации 
пептида на основе наблюдения за изме нением структуры и размера 
агрегатов. 
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ВОЛЬТАМПЕРОМЕТРИЧЕСКАЯ ДЕТЕКЦИЯ 
КОМПЛЕКСООБРАЗОВАНИЯ β-АМИЛОИДА С ИОНАМИ ПЕРЕХОДНЫХ 

МЕТАЛЛОВ И МЕТАЛЛ-ИНДУЦИРОВАННОЙ АГРЕГАЦИИ 

Как известно, амилоидные бляшки, являющиеся отличительным 
приз наком БА, состоят в основном из агрегированного Aβ, а также 
содер жат высокие концентрации ионов металлов, таких как Cu(I/II), 
Zn(II) и Fe(II/III) [38, 78]. Ионы Cu(I/II), Zn(II) непосред ст венно 
свя зываются с Aβ in vivo. В настоящее время взаимо дейст вие 
Aβ с ионами металлов активно исследуют с помощью раз лич-
ных физико-химическими методов в системах in vitro: изотер ми-
ческой титрационной калориметрией, электронным парамаг нитным 
резонансом, ядерным магнитным резонансом, масс-спектро метрией, 
целым рядом оптических методов и различными электро хими ческими 
методами [79–84]. При этом необходимо отметить, что взаимо-
действие Aβ с ионами металлов можно разделить на две стадии: 
комп лексообразование и агрегацию. В большинстве случаев, обра зо-
вание комплекса Aβ с ионами металлов провоцирует после дую щею 
агрегацию пептида. 
 Вольтамперометрия позволяет зарегистрировать образование 
пеп тидных комплексов с ионами металлов как по изменению редокс-
сигнала соответствующего металла (например, Cu(I/II)) [85, 86], 
так и по изменению сигнала окисления электроактивных ами но-
кислотных остатков пептида (для Aβ, главным образом, Tyr10) [42]. 
Добав ление к образцу Aβ ионов металла, таких как Cu(II) или Zn(II), 
при водит к закономерному снижению сигнала окис ле ния пептида и 
сдвигу потенциала максимума пика в сторону более поло жительных 
потенциалов (Рис. 4). В случае же металл-инду ци ро ванной агрегации, 
сигнал окис ления аминокислотных остатков не сопровождается сдви-
гом потенциала максимума пика (Рис. 4). Так, электрохимическая 
актив ность Aβ, определяемая Tyr10, была использована для изуче ния 
действия ионов Fe(II), Cu(II), Zn(II) и Mg(II) на кинетику агрега-
ции пептида [59, 87–90]. В частности, Geng et al. [88] показали, 
что агрегация Aβ(1–40), инициированная ионами Zn(II) или Cu(II), 
зависит от концент ра ции ионов и обратима под действием этиленди-
амин тетрауксусной кислоты (ЭДТА). Интенсивность пика окисления 
Tyr10 Aβ(1–40) значи тельно снижалась в присутствии ионов Zn(II) или 
Cu(II), но не менялась в присутствии ионов Mg(II), свидетельствуя, 
что связывание иона металла может изменять конформацию молекулы 
пептида и влиять на микроокружение Tyr10. Однако в работе [88] не 
был оценен количественный вклад стадии образования комплекса 
в снижение электрохимического сигнала окисления Aβ(1–40), так 
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как и ионы Zn(II), и ионы Cu(II) сразу же инициировали агрегацию 
Aβ in vitro [79]. В другом исследовании Hung et al. [87] изучали 
вклад ионов Fe(II), Cu(II) и Zn(II) в изменение сигнала окисления 
Tyr10 от времени агрегации для синтетических пептидов Aβ(1–42) 
и Aβ(1–16). Цель работы [87] состояла в оценке вклада МСД (а. о. 
1–16), богатого остатками His, и гидрофобной части Aβ (а. о. 17–42) 
в кине тику агрегации пептида. Было показано, что в присутствии 
ука занных ионов металлов уровень агрегации Aβ(1–42) выше, чем 
Aβ(1–16). Ионы Fe(II) и Zn(II), в отличие от ионов Cu(II), вызывали 
агрегацию Aβ(1–16) [87], затрудняя разделение вклада связывания 
иона металла в комплекс с пептидом от вклада агрегации в изменение 
сигнала окисления Tyr10 пептида. Более того, все эксперименты в 
работе [87] были проведены в фосфатном буфере, в котором возможно 
образование малорастворимых комплексов между фосфат-анионами 
и катионами исследуемых металлов [79]. 

Рис. 4. Вольтамперометрическая детекция комплексообразования β-амилоида 
с ионами металлов и металл-индуцированной агрегации.
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 Для разделения стадий комплексообразования и агрегации Aβ, 
наша группа использовала хорошо растворимый в воде пептид 
Aβ(1–16) с ацетилированным и амидированным N- и C-концами 
соот ветственно, не агрегирующий в присутствии ионов Cu(II) 
или Zn(II) [89]. При внесении в раствор Aβ(1–16) ионов Cu(II) или 
Zn(II), ток пика окисления Tyr10 значительно снижался, а потенциал 
макси мума при 0.6 В (Tris-буфер, рН 7.2) сдвигался в сторону 
поло жи тельных значений, указывая на формирование комплексов 
Me(II)–Aβ(1–16). Когда в исследуемых образцах присутствовали 
только ионы Cu(II) или Zn(II), при потенциалах близких к нулю 
наблю дали сигнал ионов Cu(II), в то время как сигнал ионов Zn(II) 
в выб ранной области потенциалов зарегистрирован не был. Если в 
образце находились и ионы Cu(II), и молекулы Aβ(1–16), электро-
хи ми ческие сигналы обоих компонентов значительно снижались по 
сравне нию с сигналами индивидуальных компонентов. Кроме того, 
при потенциале 0.2 В появлялся новый пик, возможно, вызванный 
окис лением ионов Cu(I) в комплексе с Aβ(1–16). Сигнал окисления 
Aβ(1–16) в присутствии ионов Zn(II) или Cu(II) сильно зависел от рН 
буферного раствора [89]. Эффективное образование обоих комплексов 
Cu(II)-Aβ(1–16) и Zn(II)–Aβ(1–16) имело место при рН выше 6. 
Известно, что три остатка His в Aβ (His6, His13 и His14) участвуют 
в коор динировании иона Zn(II) в нейтральных средах [91, 92]. При 
pH > 7, сигнал окисления для комплексов Zn(II)–Aβ(1–16) выходил 
на нижнее плато, в то время как сигнал Cu(II)–Aβ(1–16) начинал 
расти и при pH 8–9 возвращался к значениям, близким для образцов 
без ионов Me(II). Наблюдаемое отличие рН-зависимостей для 
комплек сов Aβ(1–16) с ионами Zn(II) и Cu(II) может быть объяснено 
различ ной доступностью ионов металлов для взаимодействия с 
молеку лами пептида при разных значениях рН. Квадратно-волновые 
вольтамперограммы окисления регистрировали в широкой области 
потенциалов, от 0 до 1 В, что позволило увидеть сигнал ионов Cu(II) 
при потенциале близком к 0 В перед пиком окисления Tyr10 при 
0.6 В. Сигнал, относящийся к ионам Cu(II), исчезал при рН >7.5, что 
может быть вызвано осаждением ионов Cu(II) в виде гидроксида или 
других малорастворимых соединений. 20-кратный избыток ионов 
Cu(II) или Zn(II) приводил к примерно двукратному снижению 
сигнала окисления 50 мкМ Aβ(1–16), но не к его исчезновению. В 
области соотношений концентраций Me(II)/пептид от 2 до 10, ионы 
Zn(II) вызывали снижение сигнала Aβ(1–16) сильнее, чем ионы 
Cu(II). Так как комплекс Aβ(1–16) с ионами Cu(II) более стабилен 
(согласно константе ассоциации [79]), можно предположить, что в 
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комп лексе Cu(II)–Aβ(1–16) Tyr10 более доступен для окисления, чем 
в Zn(II)–Aβ(1–16). В завершении была проведена оценка действие 
ионов Zn(II), Cu(II), Mg(II) и Ca(II) на сигналы окисления Aβ(1–16), 
альбу мина сыворотки человека (ЧСА), миоглобина скелетных мышц 
лошади (Мб) и свободного Tyr [89]. Подобно Aβ, ЧСА и Мб способны 
электрохимически окисляться за счёт остатков Tyr, расположенных 
на поверхности белковых молекул. Ионы Сa(II) и Mg(II) не изменяли 
сигналы окисления Aβ(1–16), белков и свободного Tyr в пределах 
ошибки эксперимента, в то время как ионы Cu(II) и Zn(II) снижали 
сигнал электроокисления во всех образцах, с наибольшим эффектом в 
случае Мб. Известно, что ионы Zn(II) и Cu(II) способны связываться 
с альбумином и миоглобином [93, 94]. Так как большинство белков 
способны образовывать комплексы с ионами металлов, диффе-
рен циация белков на основе данного электрохимического способа 
затруд нительна (за исключением некоторых особых случаев). Тем не 
менее, разработанный электрохимический способ [89] может быть 
эффек тивно использован для изучения комплексов заданного белка 
или пептида с ионами металлов in vitro, в частности для оценки влия-
ния различных параметров на процесс комплек со об разования. 
 Подтверждением чувствительности сигнала окисления остатка 
Tyr10 к изменению конформации Aβ(1–16) при образовании комп лекса 
с ионами металлов служат результаты, полученные с исполь зова нием 
пептидов с аминокислотными заменами [59]. С увеличением кон-
центрации ионов Zn(II) для всех изучаемых «мутантных» пептидов 
Aβ(1–16) за исключением H6A-H13A-Aβ(1–16) наблюдалось моно-
тон ное снижение пика окисления Tyr10 [59]. Известно, что три 
остатка His (His6, His13 и His14) участвуют в координации иона Zn(II) 
[91, 92, 95]. Таким образом, Tyr10, располагающийся непосредственно 
в Zn(II)-связывающей области пептида Aβ(1–16) 6HDSGYEVHH14, 
при образовании координационной сферы может экранироваться, 
становясь менее доступным для окисления на поверхности электрода. 
При замещении двух из трех аминокислотных остатков His Aβ(1–16) 
(His6 и His13) на остатки Ala зависимость тока пика окис ле ния 
пептида от концентрации ионов Zn(II) кардинально менялась. Высота 
пика окисления H6A-H13A-Aβ(1–16) наблюдали постоянной вплоть 
до концентрации ионов Zn(II), равной 100 мкМ (соотношение кон-
центра ций Zn(II)/пептид равно 2). При последующем увеличении 
кон центра ции ионов Zn(II) (> 100 мкМ) в смеси наблюдается рост 
пика окисления пептида. Очевидно, что в отсутствии His6 и His13 
коор ди национная сфера иона Zn(II) остается незавершенной, и при 
соотношении Zn(II)/пептид, равном 2 и меньше, не образуется моно-
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мер ного комплекса между пептидом H6A-H13A-Aβ(1–16) и ионом 
Zn(II). Однако при более высоких соотношениях Zn(II)/пептид подоб-
ные мономерные или олигомерные комплексы между ионами Zn(II) 
и H6A-H13A-Aβ(1–16) могут сформироваться. Очевидно, что Tyr10 
в таких комплексах более доступен для окисления на поверхности 
электрода. 
 Возвращаясь к металл-индуцированной агрегации, напомним, что 
ионы Zn(II) и Cu(II) способны инициировать патогенную агрегацию 
Aβ и его изоформ [33]. Электрохимическое исследование металл-ин-
ду ци рованной агрегации Aβ(1–42) в присутствии ионов Zn(II) или 
Cu(II) подтвердило выдвинутую нами ранее гипотезу об основном 
вкладе мономеров в сигнал окисления Aβ [90, 96]. В частности, 
образцы Aβ(1–42) без и в присутствии ионов Zn(II) или Cu(II) были 
проанализированы тремя физико-химическими методами: дина-
ми ческим светорассеянием, флуоресцентным анализом с исполь-
зованием красителя тиофлавина Т и вольтамперометрией. При вне-
се нии в раствор мономеризованного Aβ(1–42) ионов Zn(II) или Cu(II) 
(комнатная температура; молярное соотношение Me(II)/пептид равно 
0.125 и выше, HEPES-буфер, рН 6.8) пик окисления Tyr10 для Aβ(1–42) 
заметно снижался уже через несколько секунд инкубации [90, 96], что 
объясняется высокой скоростью металл-индуцированной агрегации 
Aβ(1–42) in vitro [79]. Пик окисления Aβ(1–42) в присутствии как 
ионов Zn(II), так и ионов Cu(II) выходил на нижнее плато при 
соотношении концентраций Me(II)/пептид, равном 1, что согласуется 
с данными роста размера образующихся агрегатов, установленным 
методом динамического светорассеяния. Интересно, что зависимость 
величины электрохимического сигнала окисления Aβ(1–42) от 
концентрации ионов Zn(II) по форме практически совпадает с кривой 
убыли концентрации пептида, остающегося в надосадочной жидкости 
после центрифугирования. Это ещё раз свидетельствует в пользу 
предположением о регистрации сигнала, генерируемого окислением 
оставшихся мономерных молекул пептида, а не образующихся 
агре гатов. Таким образом, ток пика электроокисления Aβ может 
слу жить мерой доли пептидных молекул Aβ, не включенных в 
инду цированные ионами Zn(II) пептидные агрегаты/олигомеры. 
Вольтам перометрический анализ кинетики Zn(II)-индуцированной 
агрега ции Aβ(1–42) в комбинации с турбидиметрией и динамическим 
рас сеянием света показал, что Zn(II)-индуцированная агрегация 
молекул Aβ(1–42) протекает по двухступенчатому механизму, кото-
рый включает в качестве первой стадии быстрое образование олиго-
меров Aβ(1–42) (достаточно больших, чтобы эффективно подавлять 
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электроокисление Aβ(1–42) через Tyr10), за которым следует 
отно сительно медленная сборка этих олигомеров в объемные агре-
гаты микронного размера [96]. В дополнение было показано, что 
скорость олигомеризации Aβ(1–42), вызванной Zn(II), и, следова-
тельно, общая скорость Zn(II)-индуцированной агрегации Aβ(1–42) 
сильно зависят от ионной силы раствора. Агрегационное пове-
де ние N-усечённой и фосфорилированной изоформ, Aβ(6–42) и 
pS8-Aβ(1–42), отличалось от поведения пептида Aβ(1–42) [96]. В то 
время как олигомеры Aβ(6–42), образованные в присутствии Zn(II), 
продемонстрировали более высокую склонность к формированию 
агрегатов микронного размера по сравнению с Aβ(1–42), олигомеры 
pS8-Aβ(1–42), инициированные внесением ионов Zn(II), не обладали 
способностью образовывать крупные агрегаты. Каждая изоформа Aβ 
характеризовалась индивидуальной зависимостью тока пика окис ле-
ния Tyr10 от молярного соотношения ион металла/пептид [90]. Формы 
кри вых свидетельствовали о различиях в процессах Zn(II) и Cu(II)-ин-
ду цированной агрегации «мутантных» пептидов D7H-Aβ(1–42) и 
pS8-Aβ(1–42) по сравнению с «нормальным» Aβ(1–42). В то время 
как для пептида H6R-Aβ(1–42) значимых различий с Aβ(1–42) 
выявлено не было. Данные вольтамперометрии хорошо согласовались 
с данными изменения размеров молекул пептидов от соотношения 
кон центраций ион металла/пептид. Интересно, что в случае пептида 
pS8-Aβ(1–42), метод динамического светорассеяния не зафиксировал 
обра зования крупных агрегатов в результате его взаимодействия с 
ионами Zn(II) или Cu(II). Очевидно, что электрохимический метод 
анализа перспективен в качестве дополнительного к существующим 
физико-химическим методам наблюдения за процессом агрегации 
пептидов Aβ in vitro, так как позволяет количественно детектировать 
убыль мономеров и небольших олигомеров в анализируемом образце. 
 Наряду с инициализацией агрегации Aβ, ионы переходных 
металлов (в частности, ионов Cu(I/II)) в комплексе с Aβ могут играть 
роль катализаторов образования в мозге пациентов пероксинитрита 
и активных форм кислорода (АФК), которые, как предполагают, 
вносят вклад в прогрессирование БА [38, 78, 97, 98]. В частности, 
было показано, что комплекс Aβ с ионами Cu(II) (Cu(II)-Aβ) способен 
катализировать образование пероксинитрита из аскорбиновой 
кислоты, кислорода и оксида азота(II), что ведёт к окислительным 
повреждениям в мозге [33]. Таким образом, одной из потенциальных 
мишеней для терапевтических средств против БА является комплекс 
Cu(II)–Aβ, усиливающий выработку АФК. Так, было предположено, 
что выработку АФК можно замедлить, нарушив взаимодействие между 
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Aβ и Cu(II) с помощью соединений, хелатирующих ионы меди, таких 
как ЭДТА. В частности, используя циклическую вольтамперометрию, 
исследовали, как различные лиганды (глицин, фенилаланин, бета-
аланин, 2,2'-би пи ридин, 1,10-фенантролин и дипиридиламин) влияют 
на электро химическое поведение ионов меди в растворе, раскрывая 
важную инфор мацию о механизмах образования АФК и химических 
взаимо дей ствиях, приводящих к снижению их уровня [98]. Было 
показано, что АФК образуются как в присутствии Aβ(1–16), так и 
Cu(II) в раст воре, но количество образующегося H2O2 увеличивается 
при взаимо действии Cu(II) с Aβ(1–16). При добавлении в образец 
Aβ(1–16) с ионами Cu(II) лигандов, хелатирующих медь, происходит 
снижение выработки АФК [98].

IV. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, электрохимический анализ (в частности, методы 
вольт амперометрии) – новый удобный инструмент исследования 
комп лек со образования и агрегации Aβ. Сигнал окисления Aβ на 
поверх ности электрода генерируется входящими в молекулу амино-
кис лотными остатками (Tyr10; His6, His13, His14; Met35), наибо лее 
исполь зуемым из которых является сигнал Tyr10 при потен циале 0.6 
В (отн. AgAgCl). Изменение величины и положения пика окисления 
Aβ на вольтамперной кривой даёт информацию о фор ми ровании 
комплексов Aβ с ионами металлов и процессе агре га ции Aβ. Детекция 
агрегации происходит через оценку относительного количества пеп-
ти дов, находя щихся в мономерном состоянии в исследуемом образце. 
Соче тание электроанализа с методами регистрации структуры и раз-
мера агре гатов позволяет глубже понять процесс агрегации различных 
изоформ β-амилоидных пептидов. Возможности вольт ампе рометрии, 
основанной на окислении аминокислотных остатков (в частности, 
остатков Tyr), для исследования агрегации были также подтверждены 
на α-синуклеине – белке, представляющем главный компонент телец 
Леви, вовлечённого в патогенез болезни Паркинсона [99, 100].

Конфликт интересов: Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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