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Недавно было показано, что ангиотензин-превращающий фермент 
(АПФ) способен расщеплять пептид Альцгеймера в нескольких положениях, причем основную 
роль принадлежит N-домену этого фермента. В работе построена модель N-домена АПФ по 
гомологии с его С-доменом. Формирование структуры активного центра фермента близкого к 
кристаллической структуре этого домена происходило только в результате длительной 
молекулярной динамики при повышенной температуре. Была построена модель комплекса N-
домена АПФ с шестнадцатичленным доменом пептида Альцгеймера. Полученная  модель 
комплекса позволяет объяснить различия в местах расщепления полноразмерного и 
шестнадцатичленного амилоидного пептида. 

Болезнь Альцгеймера представляет собой несколько генетически гетерогенных форм 
первичных нейродегенеративных деменций [1]. На данный момент в мире болезнью 
Альцгеймера страдает по разным источникам около 20 млн. человек. 
Основным патогенетическим признаком  болезни Альцгеймера считается наличие 

экстрацеллюлярных альцгеймеровских (амилоидных, сенильных) бляшек в мозгу пациентов 
(рис. 1). Было показано, что амилоидные бляшки представляют собой отложение β-амилоида 
(Aβ, пептид Альцгеймера, β-амилоидный пептид), пептида длиной 37-43 аминокислотных 
остатка. 

   
Рис.1. Флуоресцентная микроскопия препарата мозга при болезни Альцгеймера. 

Зеленый - β-амилоидный пептид [www.users.drew.edu]. 
Переход Aβ из растворимой в агрегированную форму считается обязательным условием 

проявления им нейродегенеративных свойств. Предполагается, что в основе процесса 
фибриллизации Aβ лежит его способность образовывать β-складчатые олигомерные 
структуры [2, 3]. 
В норме секреция Aβ не приводит к каким бы то ни было патологическим процессам, 

поскольку в здоровой ткани мозга существует баланс между продукцией пептида и его 
деградацией клетками-мусорщиками [2]. Показано, что помимо клеток-мусорщиков в 
катаболизме Aβ существенную роль играют цинковые металлопротеиназы: ангиотензин-
превращающий фермент; неприлизин (нейтральная эндопептидаза); инсулизин (инсулин-
деградирующий фермент); эндотелин-превращающий фермент; матриксная 
металлопротеиназа [4, 5]. Показано, что N-домен АПФ может расщеплять Aβ между пятым и 
шестым [6] или между седьмым и восьмым аминокислотными остатками [7, 8], причем для 
шестнадцатичленного домена пептида Альцгеймера расщепление между пятым и шестым 

IVTN-2006: / 29.06.2006  db06_88.pdf      #1 



аминокислотными остатками является основным [С.А. Козин и др, статья готовится к 
печати].  
АПФ (пептидил-дипептидаза А, КФ 3.4.15.1) – это цинковая металлопротеиназа, 

состоящая из двух высокогомологичных N- и С-доменов. АПФ является ключевым 
ферментом ренин-ангиотензин-альдостероновой системы, поэтому ингибиторы АПФ, 
тормозящие активность обоих доменов, нашли широкое применение в клинике в качестве 
гипотензивных средств [9]. Однако недавно было предположено, что их применение может 
спровоцировать образование сенильных бляшек в мозгу, что в итоге может привести к 
развитию деменции альцгеймеровского типа [10]. 
Поэтому для предсказания особенностей взаимодействия N-домена АПФ человека с Аβ 

было проведено компьютерное моделирование пространственной структуры комплекса  
N-домена с шестнадцатичленным доменом пептида Альцгеймера Аβ(1-16) 
Вычисления проводили на графической рабочей станции Silicon Graphics Origin350 

(8xR16000-700) с использованием средств молекулярно-графического пакета Sybyl 6.9.1 
фирмы Tripos [11].  
К началу исследования была известна пространственная структура только С-домена АПФ 

(код PDB 1O86). Поскольку идентичность между доменами составляет 60 % (рис. 2),  
С-домен был использован для моделирования структуры N-домена по методу гомологии с 
использованием программы Composer, входящей в пакет Sybyl. Оптимизация модели 
методами минимизации энергии и моделирования молекулярной динамики при температуре 
300 К, в течение 200 пс не привела к значительным изменениям в ее структуре. Как и в  
С-домене, в построенной модели активный центр представлял собой полость. 
Однако в таком активном центре могут отщепляться только С-концевые дипептиды, что 

согласуется со специфичностью С-домена, но не может объяснить способность N-домена 
расщеплять относительно длинные пептиды с их N-конца, в частности и пептид 
Альцгеймера. Поэтому было предположено, что построенная модель не полностью отражает 
особенность структуры  активного центра N-домена АПФ. Одним из возможных объяснений 
этого может быть  наличие второго входа в активный центр фермента, в результате чего 
активный центр будет представлять собой канал, проходящий через всю белковую глобулу.  
Для проверки данного предположения было проведено моделирование более длительной 

молекулярной динамики при повышенной температуре. Моделирование молекулярной 
динамики было проведено в водном окружении в периодических граничных условиях, при 
постоянном давлении (1 атм), постоянной температуре 1000 К, в течение 200 пс. В этих 
условиях структура белка осталась стабильной. 
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Рис.2. Выравнивание aминокислотных последовательностей  

N-домена АПФ, С-домена АПФ и тестикулярного АПФ человека. Фиолетовый цвет -  
аминокислотные остатки, образующие координационные связи с атомом цинка. Желтый 
цвет – сайты гликозилирования, оранжевый цвет – аминокислоты, взаимодействующие с 

ионом  хлора. 
Анализ поведения модели в процессе такой динамики показал, что в структуре N-домена 

действительно формируется второй вход в активный центр фермента, который в результате 
представляет собой канал. На рисунке 3 представлена динамика формирования второго 
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входа в активный центр фермента. Для наглядности в активный центр помещен ингибитор 
АПФ лизиноприл, выделенный красным цветом. 
В то же время при моделировании молекулярной динамики С-домена при тех же условиях 

формирования второго входа в активный центр не происходило (рис. 4). Это указывает на то, 
что формирование второго входа в активный центр N-домена является его структурной 
особенностью. 

а  б

в г 

д е 
Рис.3. Динамика формирования канала активного центра в модели  N-домена АПФ 

человека. Красным цветом показано расположение ингибитора лизиноприла в активном 
центре фермента. а – 0 пс, б – 100 пс, в – 154 пс, г – 170 пс, д – 200 пс,  

е – кристаллическая структура N-домена АПФ. 
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Рис.4.  Молекулярная поверхность С-домена АПФ человека после молекулярной динамики. 
Когда данная часть работы была уже завершена, в банке трехмерных структур PDB 

появилась структура N-домена АПФ человека, определенная методом РСА [12]. Ее анализ 
показал, что активный центр представляет собой канал (рис. 5). Сопоставление 
пространственной структуры кристаллического N-домена и построенной нами модели 
представлены на рисунке 6. RMSD по Сα-атомам построенной модели и кристаллической 
структуры N-домена АПФ составило 5,3 Å. 

                
Рис.5. Молекулярная поверхность канала  активного центра 

кристаллической структуры N-домена  АПФ человека. Стрелками показаны входы в 
активный центр фермента. 
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Рис.6. Пространственное совмещение модели N-домена (красный) и кристаллической 

структуры N-домена АПФ человека (зеленый). 
Таким образом, наша модель, полученная после длительной динамики, лучше отражает 

структурные особенности N-домена АПФ, чем модель, полученная нами после стандартной 
процедуры оптимизации.  
По-видимому, в ряде случаев для оптимизации модели, даже построенной на основании 

структуры с высокой гомологией, и для предсказания особенностей структуры активного 
центра ферментов, необходимо проведение длительной молекулярной динамики объекта при 
повышенной температуре. Это позволяет выявлять «скрытые» особенности моделируемого 
белка и получать более реалистичную модель его структуры. 
Поскольку в процессе работы появилась пространственная структура N-домена, то 

моделирование его комплекса с Аβ(1-16) проводили с кристаллической структурой. Из 
экспериментальных данных известно, что основное место расщепления 
шестнадцатичленного амилоидного пептида N-доменом АПФ является связь между пятым и 
шестым аминокислотными остатками [С.А. Козин и др, статья готовится к печати].   
Первичную укладку пептида в активном центре при построении модели комплекса 

проводили вручную так, чтобы положение пептида в районе каталитического центра 
совпадало с известным положением ингибитора АПФ лизиноприла. Для остальной цепи 
Аβ(1-16) была выбрана конформация β-тяжа. Построенная первичная модель комплекса N-
домена АПФ человека с Аβ(1-16) была оптимизирована стандартными методами при 
температуре 300 К в течение 50 пс. Полученная модель представлена на рисунке 7.  
В построенной модели комплекса из шестнадцати аминокислотных остатков амилоидного 

пептида Альцгеймера вне фермента находятся только три. Однако для полноразмерного 
амилоидного пептида известно, что основным местом расщепления является связь между 
седьмым и восьмым аминокислотными остатками [7, 8]. В этом случае вне фермента будет 
находиться только один аминокислотный остаток шестнадцатичленного домена 
амилоидного пептида. Что предполагает возможность образования белок-белкового 
комплекса между N-доменом АПФ и участком (17-40/43) Аβ. Тогда различия по сайтам 
расщепления, наблюдаемые для шестнадцатичленного и полноразмерного амилоидного 
пептида, можно объяснить следующим образом. Наиболее предпочтительным местом 
расщепления является связь между пятым и шестым аминокислотными остатками, что и 
реализуется при использовании в качестве субстрата шестнадцатичленного пептида. Однако, 
если в качестве субстрата выступает полноразмерный пептид, то N-конец Аβ способен более 
глубоко проникнуть в белковую глобулу фермента. В результате для такого амилоидного 
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пептида наблюдается преимущественное расщепление между седьмым и восьмым 
аминокислотными остатками (рис. 8). 

  
Рис.7. Модель комплекса N-домена АПФ человека (зеленый) с  Аβ(1-16) (красный). 

     
Рис.8. Схема взаимодействия N-домена АПФ с шестнадцатичленным и полноразмерным 

пептидом Альцгеймера. 
Таким образом, построена модель комплекса N-домена АПФ человека с Аβ(1-16) 

позволяет объяснить различия в местах расщепления N-доменом АПФ полноразмерного 
амилоидного пептида и его шестнадцатичленного домена. 
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