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Болезнь	  Альцгеймера	  (БА)	  
Нейродегенеративное	  заболевание	  
	  
Манифестация:	  	  
прогрессивное	  ухудшение	  когнитивных	  способностей	  
	  
Гистопатоморфологические	  признаки:	  
образование	  амилоидных	  бляшек	  в	  головном	  мозгу,	  
гибель	  нейронов	  



•  Причины	  
возникновения	  
неизвестны	  

	  
•  Амилоидная	  гипотеза	  

•  Белок	  бета-‐амилоид	  
(Аб)	  –	  основной	  
компонент	  
амилоидных	  бляшек	  

Болезнь	  Альцгеймера:	  молекулярный	  механизм	  

*Tycko,	  PNAS,	  2008	  

N	  

C	  

Цитотоксичные	  растворимые	  	  
олигомеры	  Аб	  

Патогенная	  агрегация	  

Нерастворимые	  	  
спиральные	  

фибриллярные	  агрегаты	  



Бета-‐амилоид	  

•  Нормальный	  40	  а.о.,	  патогенный	  	  42	  а.о.	  	  
	  
•  Неструктурированный	  белок*	  

•  Высокая	  концентрация	  цинка	  в	  амилоидных	  бляшках**	  

=>	  Взаимодействие	  с	  цинком	  может	  служить	  индуктором	  
агрегации	  

N	  

C	  
1	   16	  

42	  
Zn-‐связывающий	  домен	  

*Biochemistry,	  Roche	  et	  al.	  2016,	  **ACS	  Chem.	  Neurosci.	  James	  et	  al.	  2016	  
	  
	  



Бета-‐амилоид:	  цинк-‐связывающий	  домен	  

Аб	  1-‐16	   Человеческий	  пептид	  образует	  мономеры	  	  
при	  хелатировании	  цинка,	  которые	  способны	  
олигомеризоваться*	  
	  
Ряд	  мутация	  в	  области	  цинк-‐связывающего	  домена,	  
ассоциированные	  с	  развитием	  БА	  
	  
H6R	  -‐	  английская,	  	  
D7H	  -‐	  тайваньская,	  	  
D7iso	  
	  

*JBC,	  Zirah	  et.	  al.	  2006	  

Крысиный	  пептид:	  отличается	  от	  	  человеческого	  3	  заменами	  
	  
Крысы	  не	  страдают	  БА	  
	  
Все	  замены	  в	  области	  1-‐16	  



•  Добавление	  ионов	  цинка	  индуцирует	  
агрегацию	  Аб	  

•  Блокирование	  цинк-‐связывающего	  домена	  
может	  предотвратить	  агрегацию	  Аб	  

=>	  Исследование	  структурных	  аспектов	  цинк-‐
зависимой	  агрегации	  различных	  форм	  Аб1-‐16	  
	  

Постановка	  задачи	  

Методы:	  ЯМР	  спектроскопия	  и	  молекулярное	  моделирование,	  	  
	   	   	  	  



Определение	  структуры	  белка	  методом	  
спектроскопии	  ЯМР	  в	  растворе	  

•  Отнесение	  сигналов	  в	  спектрах	  
•  Определение	  пространственных	  

ограничений	  
•  Расчет	  структуры	  



Определение	  структуры	  белка	  методом	  ЯМР	  

•  Метод	  моделированного	  отжига	  

•  Экспериментально	  полученные	  
пространственные	  ограничения	  

•  Расчет	  траектории	  МД	  с	  
применением	  потенциала	  для	  
экспериментальных	  ограничений	  

•  Обычно	  в	  вакууме	  без	  потенциала	  
электростатических	  
взаимодействий,	  может	  
проводиться	  финальная	  утряска	  в	  
растворителе	  



Конформационное	  уширение	  пиков	  в	  спектрах	  ЯМР	  
в	  присутствии	  Zn2+	  

Аб	  1-‐16	  isoD7	  

Аб	  1-‐16	  isoD7	  
+ZnCl2	  



Разработка	  протокола	  расчета	  структур	  по	  ограничениям	  ЯМР	  с	  
использованием	  растворителя	  в	  явном	  виде	  

•  Использование	  растворителя	  в	  явном	  виде	  с	  первого	  шага	  
отжига	  позволяет	  получить	  структуры	  более	  высокого	  
качества	  

•  Gromacs,	  SPC/E,	  AMBER-‐03	  
•  20	  структур,	  320	  процессоров,	  16	  мин	  
•  СК	  СКИФ	  

*MolBiol	  (Msc),	  Istrate	  et.	  al.	  2010	  

T	  пептида	  1500	  -‐>	  600	  К	  
Т	  растворителя	  600	  К	  

Шаг	  dT	  100	  К	  
Скорость	  V(dT)	  100	  К/пc	  
Термостатирование	  1	  пс	  
Вес	  ограничений	  0	  -‐>	  1000	  

T	  системы	  600	  -‐>	  0	  К	  
Шаг	  dT	  100	  К	  

Скорость	  V(dT)	  50	  К/пc	  
Термостатирование	  до	  300К	  3	  пс,	  

10пс	  при	  300К	  
Вес	  ограничений	  0	  -‐>	  4000	  

	  

T	  системы	  600	  -‐>	  0	  К	  
Шаг	  dT	  100	  К	  

Скорость	  V	  25	  К/пc	  
Термостатирование	  8	  пс	  
Вес	  ограничений	  4000	  

	  

Нагрев	  до	  600	  К	  
8	  пс	  термостатирование	  

58	  пс	  

84	  пс	  



Стандартный	  протокол	  
(расчет	  в	  вакууме)	  

Новый	  протокол	  
(расчет	  в	  растворителе)	  

PDB	  1D9L	  

*MolBiol	  (Msc),	  Istrate	  et.	  al.	  2010	  

Стандартный	  протокол	  
(расчет	  в	  вакууме)	  

Новый	  протокол	  
(расчет	  в	  растворителе)	  



Расчет	  ЯМР	  структур	  Zn-‐связывающего	  домена	  Аб	  

Аб	  1-‐16	  крысы	  	   Аб	  1-‐16	  человека	  
мутант	  H6R	  	  

Аб	  1-‐10	  человека	  
мутант	  D7H	  

2LI9	   2MGT	   5LFY	  

Biophysical	  J.	  
Istrate	  et	  al.	  2012	  

Scien�fic	  Reports	  
Istrate	  et	  al.	  2016	  

Angewandte	  Chemie	  
Polshakov	  et	  al.	  2017	  

PDB	  code:	  	  



Сравнение	  Zn-‐связывающего	  домена	  Аб	  крысы	  и	  человека	  

JBC,	  Zirah	  et.	  al.	  2006	  
Biophysical	  J.	  Istrate	  et	  al.	  2012	  

Аб	  1-‐16	  человека	   Аб	  1-‐16	  крысы	  	  

DAEFRHDSGY	  EVHHQK	  

6	   11	  13	  14	  

5	   10	   13	  
DAEFGHDSGF	  EVRHQK	  

6	   14	  

5	   10	   13	  



Агрегация	  Zn-‐связывающего	  домена	  Аб	  крысы	  и	  человека	  

Biophysical	  J.	  Istrate	  et	  al.	  2012	  
*Cell	  Yao	  et	  al.,	  2013	  

Укладка	  	  
Аб	  40	  
в	  фибрилле*	   N	  

N	   N	  



Zn-‐связывающий	  домен	  Аб	  человека	  

Аб	  1-‐16	  человека	  
Мутант	  H6R	  

Аб	  1-‐16	  человека	  

	  
JBC,	  Zirah	  et.	  al.	  2006	  
Scien�fic	  Reports	  Istrate	  et	  al.	  2016	  

DAEFRHDSGY	  EVHHQK	  

6	   11	  13	  14	  

DAEFRRDSGY	  EVHHQK	  

11	   14	  

6	  6	  



Исследованные	  пептиды:	  

Zn-‐связывающий	  домен	  Аб	  человека	  

Агрегирует	  	  

Агрегирует	  

Агрегирует	  

Не	  агрегирует	  

Не	  агрегирует	  

Не	  агрегирует	  

Димер	  

Мономер	  
Мономер	  



Zn-‐связывающий	  домен	  Аб	  человека:	  	  
2	  сайта	  олигомеризации	  

DAEFRHDSGY	  EVHHQK	  

6	  

11	  

13	  

14	  Сайт	  1:	  

Сайт	  2:	  



Механизм	  Zn-‐зависимой	  олигомеризации	  Аб	  1-‐16	  человека	  

Scien�fic	  Reports	  Istrate	  et	  al.	  2016	  



Zn-‐связывающий	  домен	  Аб	  человека:	  
влияние	  изомеризации	  D7	  на	  подвижность	  N-‐концевого	  участка	  в	  

димере	  

JBSD,	  Mezentsev	  et	  al.	  2016	  

Аб	  1-‐16	  гомодимер	   Аб	  1-‐16	  /	  Аб	  1-‐16	  D7iso	  	  Аб	  1-‐16	  	  
гомодимер	  

Аб	  1-‐16	  /	  	  
Аб	  1-‐16	  D7iso	  	  



•  2	  иона	  цинка	  
•  Новая	  топология	  
•  Уточнение	  координации	  цинка	  –	  DFT	  функционал	  B3LYP,	  базис	  6-‐311+G(2d,2p)	  	  

Zn-‐связывающий	  домен	  Аб	  человека	  

Аб	  1-‐10	  человека	  мутант	  D7H	  

Angewandte	  Chemie	  Polshakov	  et	  al.	  2017	  

DAEFRHHSGY	  EVHHQK	  

6	  1	   3	   7	  

7	  





Аб	  –	  субстрат	  АПФ	  

•  Ангиотезинпревращающий	  фермент	  
•  Широкая	  субстратная	  специфичность	  
•  Мишень	  для	  антигипертензивных	  средств	  
•  Расщепляет	  Аб	  
•  Мутации	  АПФ	  ассоциированы	  с	  повышенным	  риском	  БА	  
	  



АПФ:	  каталитический	  сайт	  

•  Субстрат	  располагается	  в	  тоннеле	  
•  Активный	  центр	  одержит	  ион	  цинка	  
•  Молекула	  воды	  вовлечена	  в	  катализ	  

J.	  Chem.	  Inf.	  Model.	  Wang	  et	  al.	  2011	  



•  Различные	  сайты	  протеолиза	  Аб	  крысы	  и	  
человека	  

Аб	  1-‐16	  –	  субстрат	  АПФ	  

DAEFRHDSGY	  EVHHQK	  

DAEFGHDSGF	  EVRHQK	  

Аб	  человека	  

Аб	  крысы	  

13	   14	  

5	   6	  



4FRHD7	   12VHHQ15	  

12VRHQ15	  4FGHD7	  

Аб	  человека	  

Аб	  крысы	  

АПФ:	  моделирование	  комплекса	  Михаэлиса	  с	  
пептидами	  Аб	  

!

Суперпозиция	  	  
на	  структуру	  лизиноприла	  

DFT-‐оптимизированная	  	  
координационная	  сфера	  Zn2+	  

!

H2O	  

Zn2+	  

Функционал	  B3LYP,	  	  
базис	  6-‐31G*	  



АПФ:	  моделирование	  комплекса	  Михаэлиса	  с	  
пептидами	  Аб	  

4FGHD7	  

Аб	  крысы	  

Значительно	  большая	  	  
подвижность	  основной	  цепи	  	  
4FGHD7в	  активном	  сайте	  

Gromacs	  5.1;	  Amber	  99SB	  ILDN	  
Параметризация	  к.с.	  Zn2+	  -‐	  DFT	   Scien�fic	  Reports,	  Kugaevskaya	  et	  al.	  2018	  



4FRHD7	   12VHHQ15	  

12VRHQ15	   4FGHD7	  

Аб	  человека	  

Аб	  крысы	  

Аб	  человека	  

Аб	  крысы	  



BK                    RPPGFSPFR 
Des-Arg9 BK            RPPGFSPF 
GnRH                pEHWSYGLRPnG 
Ang I               DRVYIHPFHL 
Ang 1-7                DRVYIHP 
Heptapeptide           YGGFMRF 
Octapeptide           YGGFMRGL 
Substance P         RPKPQQFFGLnM 
Neurotensin      ELYENKPRRPYIL 
  
AB 16 rat      DAEFGHDSGFEVRHQK 
AB 16 hum              DAEFRHDSGYEVHHQK 
AB 16 hum      DAEFRHDSGYEVHHQK 

Scien�fic	  Reports,	  Kugaevskaya	  et	  al.	  2018	  



Спасибо	  за	  внимание!	  



Aб16	  H6R	  

Aб16	  

Aб16	  D7iso	  






