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Аннотация. Нейродегенеративные заболевания представляют группу 

медленно прогрессирующих, наследственных или приобретённых патологий 

нервной системы. Общей чертой является нейродегенерация, что приводит к 

различным неврологическим симптомам, включая деменцию, двигательные 

расстройства, нарушение когнитивных функций и поведенческие изменения. 

В связи с широким распространением в современном обществе 

нейродегенеративных заболеваний растёт количество исследований, 

посвящённых изучению молекулярных основ развития этих заболеваний, что 

открывает перспективы создания новых подходов для ранней диагностики и 

поиска эффективных методов лечения. К биомолекулам, ассоциированным с 

патогенезом нейродегенеративных заболеваний, относятся ацетилхолиновый 

рецептор и бета-амилоид. Перспективной для изучения представляется 

модифицированная форма тетрапептида НАЕЕ (His-Ala-Glu-Glu), которая, 

вероятно, связывает бета-амилоид в присутствии катионов. Методом 

молекулярного моделирования получены комплексы ацетилхолинового 

рецептора и бета-амилоида, а также модифицированной формы тетрапептида 

HAEE и бета-амилоида в присутствии и без катиона цинка. Выполнено 

картирование и характеризация интерфейсов связывания смоделированных 

комплексов, сравнительный анализ стабильности комплексов с применением 

методов молекулярной динамики. Показано, что присутствие иона цинка 

приводит к стабилизации двух типов комплексов. Наиболее стабилен 

комплекс никотиновый ацетилхолиновый рецептор и бета-амилоид в 

присутствии цинка по сравнению с другими изучаемыми комплексами. 

Наименьшую стабильность в экспериментах продемонстрировал комплекс 

тетрапептида НАЕЕ и бета-амилоида. Филогенетический анализ 

происхождения последовательности N-концевой α-спирали nAChR человека 

длиной 18 аминокислотных остатков, содержащей тетрапептид НАЕЕ, 

выявил белки-ортологи высокой гомологии со схожей биологической 

функцией у большинства из самых многочисленных классов царства 

Животных. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Нейродегенеративные заболевания оказывают значительное влияние на смертность 

во всем мире. В 2021 году они составили 2.1 % от всех причин смертности в России. В 

развитых странах расходы на лечение и уход за пациентами с нейродегенеративными 

заболеваниями уже превышают совокупные затраты на онкологические, сердечно-

сосудистые заболевания и диабет. По прогнозам, к 2050 году распространённость 

нейродегенеративных заболеваний значительно возрастёт, что усилит нагрузку на 

системы здравоохранения [1]. По данным ВОЗ, к 2040 году нейродегенеративные 

заболевания станут второй по частоте причиной смерти в развитых странах, уступая 

лишь онкологическим заболеваниям [2].  

 
Таблица 1. Ассоциация nAChR и Аβ с развитием нейродегенеративных заболеваний 

Медицинская 

значимость 
nAChR Аβ  Молекулярный механизм Источник 

Болезнь Альцгеймера 

Аβ и 

фосфорилирован-

ные формы тау-

белка образуют 

нейрофибрилляр-

ные клубки 

да да 

– дегенерация холинергических нейронов, 

активация nAChR по пути Аβ, усиление 

провоспалительных путей и снижение 

когнитивных способностей 

– формирование сенильных бляшек (состав 

Аβ), дегенерация нейронов через 

окислительный стресс 

[8–15] 

Болезнь Паркинсона 

Формирование в 

нейронах «телец 

Леви», 

содержащих α-

синуклеин и 

другие белки 

нет [16] 

да 

 

да 

– отложение Аβ и тау-белка приводит к 

снижению когнитивных функций 

– усиление нейровоспаления и дисбаланс 

метаболизма Аβ  

– снижение экспрессии генов Chrna4 и 

Chrna6, кодирующих субъединицы α4 и α6 

nAChR в черной субстанции 

[14,17–25] 

Болезнь Ниманна-Пика 

Нейродегенерация 

с тау-патологией, 

повышение 

уровня Aβ [26, 27] 

спорно Да 

– мутации de novo в генах, кодирующих 

никотинергические, холинергические 

рецепторы и др, вызывающие аутосомно-

доминантную лобную эртлепсию 

– формирование амилоидогенных 

фрагментов, повышение уровня Аβ и тау-

белка в спинномозговой жидкости 

[28–35] 

Боковой амиотрофический склероз 

Повышение 

мышечного 

тонуса, 

накопление 

неправильно 

свернутого белка, 

нарушение 

аксонального 

транспорта 

Да Да 

– предшественник APP и Аβ одни из самых 

ранних признаков БАС 

– пептид 682YENPTY687 рассматривается 

как активный и критически важный в 

контроле функции APP и предотвращении 

переключения с неамилоидогенного на 

амилоидогенный путь посредством 

фосфорилирования остатка Tyr682 

– мутации в CHRNA (nAChR) – генетический 

фактор риска развития БАС 

[36–45] 

Рассеянный склероз 

APP считается 

маркером 

аксонального 

повреждения 

Да Да 

– Aβ в спинномозговой жидкости (СМЖ) при 

РС коррелирует с тяжестью когнитивных 

дефектов 

[46–53] 
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Понимание молекулярных основ развития этих заболеваний открывает перспективы 

создания новых подходов для ранней диагностики и поиска мишеней для 

терапевтического действия. Исследования показывают, что амилоидные отложения 

начинают накапливаться в мозге за десятилетия до появления симптомов. Важной 

задачей является своевременное выявление патологии на бессимптомной стадии. 

Участниками патогенеза нейродегенеративных заболеваний являются 

ацетилхолиновый рецептор (nAChR) и бета-амилоид (Аβ) (см. таблица 1) [3]. Аβ 

представляет собой фрагмент белка массой 4 кДа, образующийся из более крупной 

молекулы предшественника амилоида (APP, от англ. «англ. amyloid precursor protein»), 

которая продуцируется нейронами мозга, клетками сосудов и крови (включая 

тромбоциты), и в меньшей степени астроцитами [4]. В 1984 году пептид Аβ и его 

аминокислотная последовательность длиной 42 остатка (а.о.) были впервые описаны 

как основной компонент полиморфных отложений в оболочечных сосудах у пациентов 

с синдромом Дауна [5]. Позднее плотные агрегаты Aβ были обнаружены в нейритных 

бляшках неокортекса при болезни Альцгеймера [6]. 

Гетеромер nAChR является рецептором типа ионный канал и состоит из пяти 

трансмембранных субъединиц. Продолжительная стимуляция nAChR вызывает 

отсроченные клеточные реакции, которые обеспечивают нейропротекцию посредством 

внутриклеточных сигнальных путей, вероятно, индуцируемых притоком катионов Ca2+. 

Наиболее распространенными подтипами nAChR, экспрессируемыми в центральной 

нервной системе (ЦНС), являются α4 (известные как α4β2) и α7. Длительное 

воздействие никотина или ингибиторов ацетилхолинэстеразы (AChE) обеспечивает 

защиту от нейротоксичности, вызванной глутаматом, Аβ и другими токсическими 

агентами. Нейропротективные эффекты, вызванные длительной стимуляцией nAChR, 

указывают на важную роль рецепторов в выживании нейронов в патологических 

условиях, таких как ишемия мозга и нейродегенеративные заболевания [7]. 

Раскрытие механизмов нейропротекции, опосредованных nAChR, открывает 

широкие возможности для разработки новых подходов диагностики и поиска 

эффективных терапевтических мишеней. В литературе обсуждается защитная роль 

модифицированной формы тетрапептида His-Ala-Glu-Glu, ацетилированного по N-

концу и амидированного по C-концу (Ac-HAEE-NH2) в патогенезе болезни 

Альцгеймера [54–59]. Последовательность НАЕЕ характерна nAChR, локализована во 

внеклеточном домене. На сегодня считается, что интерфейс взаимодействия со стороны 

nAChR представлен последовательностью НАЕЕ, со стороны Аβ – 11-EVHH-14. 

Вероятно, пептид HAEE посредством конкурентного взаимодействия с Аβ, способен 

проявлять нейропротективный эффект [59].  

Целью настоящего исследования стало изучение и характеризация интерфейсов 

связывания ацетилхолинового рецептора и Аβ, а также модифицированной формы 

тетрапептида HAEE и Аβ; проведение сравнительного анализа стабильности 

комплексов с применением методов молекулярной динамики. 

МЕТОДЫ 

Моделирование трехмерной структуры модифицированной формы тетрапептида 

Ac-HAEE-NH2  

Для моделирования пептида Ac-HAEE-NH2 за основу была выбрана структура 

«structure1.pdb», размещенная в приложении к статье [54]. Пептид HAEE находится в 

данной структуре по координатам D35-D38. Добавление ацетильной группы (ACE) и 

аминогруппы (NH2) в состав пептида производилось по следующему алгоритму: 

– из исходной структуры был вырезан HAEE пептид (D35-D38); 

– с использованием инструментов моделирования PyMOL v.2.5.0 была добавлена 

ацетильная группа (ACE) и аминогруппа (NH2); 
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– с целью нивелирования стерических затруднений и столкновений между атомами 

боковых цепей и добавленными группами все боковые цепи в структуры были 

удалены, а затем восстановлены с использованием программного пакета xLeAP 

AmberTools xLEaP v.24 с параметрами силового поля ff14SB; 

– оптимизация геометрии пептида проводилась в программном пакете Avogadro 

v.1.2.0 с использованием оптимизатора Open Babel и силового поля GAFF. 

Моделирование связывания пептида с ионами цинка производилось с 

использованием WEB-сервиса «Metal Ion-Binding Site Prediction and Docking Server» 

[60].  

Поиск трехмерной структуры nAChR в открытых базах данных трёхмерных 

структур 

Поиск осуществлялся по открытым базам данных полноатомных моделей белков 

Protein Data Bank (www.rcsb.org) и AlphaFold (alphafold.ebi.ac.uk). По результатам 

поиска полноатомных моделей ацетилхолинового рецептора nAChR (UniProt ID 

P43681) сформирован массив данных, содержащий 26 структур. Среди выявленных 

структур для дальнейшего структурного анализа была отобрана 8STO цепь А, как 

структура с предпочтительным разрешением и содержащая целевой фрагмент НАЕЕ, а 

также с наилучшими показателями полноты и совпадения аминокислотной 

последовательности с целевым белком P43681. Данная структура является одной из 

последних экспериментально разрешенных и аннотирована в 2024 году [61]. 

Пространственная структура белка определена с помощью метода электронной 

микроскопии с высоким разрешением 2.4 Å. Структура 8STO – многодоменная, 

количество атомов 26 031. 

Поиск трехмерной структуры Аβ в открытых базах данных трёхмерных структур  

Для решения задачи выбора амилоида проведен поиск трехмерных структур Аβ 

(UniProt ID P05067) в открытых базах данных структур (PDB, AlphaFold). В результате 

поиска получена выборка, состоящая из 740 структур. Важным критерием выбора 

структуры являлось наличие последовательности -EVHH- и полное совпадение по 

аминокислотной последовательности и длине 42 аминокислотных остатка (а.о.) с 

целевым белком. Для дальнейших исследований в качестве Аβ выбрана полноатомная 

модель PDB ID 6SZF (Solution structure of the amyloid beta-peptide (1–42)), 

аннотированная в PDB 2020 году [62]. Молекулярный вес составляет 4.5 кДа, 

количество атомов 318.  

Формирование молекулярных комплексов  

С применением метода молекулярного докинга выполнено моделирование четырех 

вариантов комплексов взаимодействующих факторов в присутствии и отсутствии 

катиона цинка: 

– комплекс №1: HAEE + Аβ + Zn; 

– комплекс №2: HAEE + Аβ; 

– комплекс №3: nAChR + Аβ; 

– комплекс №4: nAChR + Аβ + Zn. 

Моделирование молекулярных комплексов включало три этапа: стыковка 

взаимодействующих молекулярных факторов, анализ результатов молекулярного 

моделирования и поиск оптимальной конформации для целевых комплексов. Стыковка 

выполнялась посредством веб-сервиса HADDOCK [63]. Настройка процесса стыковки 

взаимодействующих молекулярных факторов осуществлялась с учетом литературных 

данных. На сегодня известно, что участками, играющими ключевую роль в связывании 

и стабилизации комплекса Аβ и рецептора nAChR являются последовательность -

https://www.rcsb.org/
https://alphafold.ebi.ac.uk/
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EVHH- с 11-го аминокислотного остатка в Аβ и -HAEE- в N-концевом домене 

рецептора nAChR [54]. При этом, тот же участок описан как являющийся минимальным 

сайтом, отвечающим за связывание ионов цинка [64]. Ион цинка локализован в центре 

интерфейса стыковки взаимодействующих участков HAEE и EVHH [65]. 

Поиск оптимальной конформации из результатов стыковки и молекулярного 

докинга проводился с помощью анализа ключевых показателей: суммарное и среднее 

значение площади, доступной на растворитель (SASA), комплекса и интерфейса 

взаимодействия, SASA отдельных цепей, пространственное попарное выравнивание 

моделей комплекса без цинка и комплекса с участием цинка и определение 

среднеквадратичного отклонения положений Cα-атомов (RMSD), визуальное 

соответствие представлениям о взаимодействии этих структур литературным данным; а 

также на основании критериев ранжирования сервиса MolProbity v4.5.2 (количество 

стерических затруднений, некорректных углов Рамачандрана) [66]. 

Проведение молекулярно-динамического эксперимента 

В рамках подготовки структур после докинга были изменены порядковые номера 

аминокислотных остатков в структурах для строгого разграничения номеров 

аминокислот в составе разных компонентов комплекса. Для комплексов, содержащих 

nAChR, был удален трансмембранный домен, поскольку он не вступает во 

взаимодействие с Аβ, но значительно увеличивает размер структуры и, как следствие, 

затраты вычислительных мощностей на симуляцию. 

Молекулярно-динамическое моделирование выполнялось с использованием 

программного пакета GROMACS 2022.4 и силового поля AMBER99SB-ILDN. 

Моделирование выполнялось в водной среде (модель воды TIP3P) с добавлением ионов 

натрия для нейтрализации системы. Вокруг комплекса рассчитывалась коробка с 

минимальным расстоянием от края коробки до молекулы равным 2 нм. Симуляция 

выполнялась при атмосферном давлении и постоянной температуре среды 310 К. Время 

симуляции составило 100 нс. Для комплексов без участия цинка были выполнены по 

три технических повтора, а для комплексов с присутствием цинка – по четыре 

технических повтора с идентичными условиями симуляции.  

Определение геометрических характеристик выполнялось с использованием 

собственного инструментария GROMACS для анализа траектории: «gmx rmsd», «gmx 

rmsf», «gmx sasa». Расчет энергии связывания выполнялся посредством утилиты 

gmx_MMPBSA [67], являющейся адаптацией инструмента MMPBSA.py [68] для работы 

с траекториями GROMACS. 

Филогенетический анализ 

Филогенетический анализ включал этап поиска белков-ортологов nAChR 

субъединицы 4 человека (P43681) с использованием инструмента BLAST на платформе 

UniProt (www.uniprot.org/blast). Условия поиска: база данных “Uniprot references 

proteomes + Swiss-Prot”, без ограничений по таксонам, алгоритм “blastp”, матрица 

BLOSUM62, количество идентификаций 1000. Результаты поиска схожих 

последовательностей далее отфильтрованы по уровню сходства последовательности 

более 50 %, либо по наличию в последовательности тетрапептида HAEE. В случаях 

обнаружения для одного вида организма более одного белка, в анализ отбирался 

наиболее близкий по аминокислотной последовательности. На втором этапе для 

полученного списка (n = 537) белковых последовательностей выполнено выравнивание 

множественных последовательностей с использованием Clustal-Omega версии 1.2.4, 

алгоритм ClustalW [69]. На этом этапе удалены белки со значительно удлиненными 

начальными/концевыми участками как искажающие общее выравнивание. На третьем 

этапе построена матрица расстояний для участников с использованием Phylip protdist 

https://www.uniprot.org/blast
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версии 3.697. Кластеризация выполнялась с помощью алгоритма агломеративной 

кластеризации из пакета Scikit-Learn для языка программирования Python.  

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Для определения стабильности комплексов проведен анализ полученных в ходе 

молекулярно-динамического эксперимента характеристик комплексов. Средние 

значения величин, вычисленных в результате моделирования для каждого комплекса, 

приведены в таблице 2. 

Из таблицы 2 видим, что значения RMSD для малых комплексов №2 (HAEE + Аβ) и 

№1 (HAEE + Аβ + ZN) 1,4±0,2 и 1,0±0,2 нм, соответственно, значительно превышают 

соответствующие значения для комплексов №3 (nAChR + Аβ) и №4 (nAChR + Аβ + Zn) 

0,3±0,05 и 0,4±0,04 нм, соответственно. Малые комплексы характеризуются малым 

числом атомов (693 и 694), большей свободой в связи с участием в интерефейсе лишь 

четырех аминокислотных остатков, по сравнению с крупными комплексами №3 и №4, 

которые включают 17641 и 17642 атомов. Вычисленные в ходе МД-эксперимента 

значения RMSD говорят о стабильности крупных комплексов (nAChR+Аβ) и 

(nAChR+Аβ+Zn). Нестабильным комплексом среди участников эксперимента является 

№2 (HAEE+Аβ).  

Другая характеристика геометрии комплексов, исследуемая в ходе экспериментов 

молекулярной динамики это – SASA, площадь, доступная растворителю. Исследовали 

SASA для Аβ в каждом из четырех комплексов, для интерфейса связывания и 

комплекса в целом. Наличие иона цинка в комплексах ведет к уменьшению SASA 

интерфейса, что свидетельствует о более плотном контакте аминокислот в составе 

интерфейса. Наблюдается выраженный «локальной» эффект на уровне интерфейса 

комплекса. Однако для полных комплексов наличие катиона не приводит к 

выраженному эффекту изменения SASA. Иными словами, «глобальный» эффект не 

наблюдается. 

 
Таблица 2. Характеристики исследуемых комплексов, полученные в ходе молекулярно-

динамического эксперимента. Представлены средние значения показателей по 3–4 

техническим повторам  

Параметр 

Комплексы 

№2 HAEE + 

Аβ 

№1 HAEE + 

Аβ + ZN 

№3 nAChR + 

Аβ 

№4 nAChR 

+ Аβ + Zn 

RMSD, нМ 1.4 ± 0.2 1.0 ± 0.2 0.3 ± 0.05 0.4 ± 0.04 

SASA (Аβ), нМ² 36.9 ± 2.5 37.3 ± 1.3 39.7 ± 1.5 40.1 ± 1.3 

SASA (Интерфейса), нМ² 14.9 ± 0.7 12.9 ± 1.1 14.4 ± 0.3 13.5 ± 0.3 

SASA (Комплекс), нМ² 43.4 ± 1.6 40.8 ± 1.5 487.8 ± 5.7 489.4 ± 3.9 

Δ вклада неполярных 

взаимодействий, кКал/Моль 
–1.1 ± 1.2 –2.5 ± 0.4 –7.6 ± 1.4 –7.4 ± 2.0 

Δ вклада электростатических 

взаимодействий*, кКал/Моль 
–33.3 ± 14.5 138.1 ± 39.1 –592.3 ± 66.1 108.9 ± 85.1 

Δ вклада Вандерваальсовых 

взаимодействий, кКал/Моль 
–8.6 ± 8.8 –17.2 ± 2.8 –64.3 ± 11.0 –54.9 ± 18.2 

Энергия связывания, 

кКал/Моль 
–6.7 ± 6.9 –25.5 ± 7.9 –28.8 ± 5.9 –33.4 ± 26.4 

*Компонента электростатических взаимодействий по уравнению Пуассона – Больцмана 

 

В таблице 2 представлены термодинамические характеристики для исследуемых 

комплексов, полученные в результате молекулярно-динамического моделирования, 
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которые представляют собой компоненты энергии связывания: изменение вклада 

неполярной, электростатической и полярной, или Вандерваальсовой компоненты. 

Вандерваальсовы силы возникают при поляризации молекул и образовании диполей. 

Вклад электростатической и полярной компоненты в присутствии и отсутствии цинка 

компенсируют друг друга. В природе образование комплекса белка с цинком зачастую 

модулирует функцию белка посредством возникающих эффектов дипольной 

поляризации. Энергия связывания Аβ и рецептора существенно ниже по значению Аβ и 

модифицированной формы тетрапептида HAEE, что свидетельствует о стабильности 

комплекса №3. Показатели энергии связывания для комплексов с ионом Zn также 

являются отрицательными величинами, абсолютные значения которых увеличиваются 

по сравнению со значениями энергии связывания в комплексах без Zn (таблица 2). 

Последнее наблюдение указывает на важную роль цинка в стабилизации комплексов 

№1 и №4.  

Важно отметить, что полученное значение энергии связывания не является 

величиной, напрямую отражающей значение изменения свободной энергии Гиббса и 

поэтому не может быть корректно переведено в константу диссоциации из-за того, что 

данная величина не учитывает ряд факторов энтропии [68]. Тем не менее расчетные 

значения энергии связывания позволяют сравнить стабильность нескольких белковых 

комплексов между собой, оценить изменение энергии связывания при изменении 

физических и химических условий окружения (pH, ионная сила). 

Таким образом, из таблицы 2 можно сделать следующие выводы: 

– присутствие в интерфейсах комплексов иона Zn увеличивает стабильность 

комплексов, как Аβ с пептидом HAEE, так и Аβ с рецептором;  

– наиболее сильное связывание возникает между рецептором и Аβ в присутствии 

иона цинка; 

– комплекс между пептидом HAEE и Аβ без иона цинка является наиболее слабым. 

Этот комплекс показал себя нестабильным: в интервале 30-50 нс симуляции во всех 

технических повторах происходит разрыв взаимодействия между компонентами 

комплекса.  

Такое нарушение стабильности подтверждается показателями, характеризующими 

изменение геометрии – среднеквадратичное отклонение Cα-атомов (RMSD), площадь 

доступной на растворитель для комплекса в целом (SASA), площадь, доступная на 

растворитель интерфейса (см. рис. 1, 2). При этом стабильность комплекса с участием 

иона цинка выше. 

Рисунок 1 демонстрирует временную развертку изменения геометрических 

показателей комплексов №2 HAEE+Аβ и №1 HAEE+Аβ+ZN в ходе МД-эксперимента. 

На рисунке представлены результаты для трех технических повторов. На рисунке 1а 

отображено изменение значений среднеквадратичного отклонения Cα-атомов. Видим, 

что значения RMSD на всем протяжении МД-эксперимента находятся в довольно узком 

диапазоне значений (синим цветом отображены результаты для комплекса HAEE+Аβ, 

красным цветом – HAEE+Аβ+Zn). Но значения RMSD довольно велики, что 

свидетельствует о конформационной нестабильности комплексов. Среднее значение 

RMSD для комплекса HAEE+Аβ составляет 1.4±0.2 нм, для комплекса HAEE+Аβ+ZN – 

1.0±0.2 нм (таблица 1). Следует отметить, что присутствие иона цинка в комплексе дает 

возможность уменьшить величину RMSD на 4 Å, что позволяет сохранить комплекс на 

всем периоде эксперимента.   

Рисунок 1,б иллюстрирует для тех же комплексов изменение площади, доступной на 

растворитель, комплекса в целом, рисунок 1,в – интерфейса HAEE-EVHH. Видим, что в 

присутствии цинка значения SASA комплекса несколько ниже по сравнению со 

значениями для комплекса без цинка. Косвенно это указывает на большую 

компактность комплекса с цинком. 
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Рис. 1. Сравнение геометрических показателей комплексов HAEE+Аβ и HAEE+Аβ+ZN: 

геометрические показатели стабильности структуры во времени симуляции: среднеквадратичное 

отклонение (а), площадь, доступная на растворитель для комплекса в целом (б) и площадь, 

доступная на растворитель для аминокислот в составе интерфейса HAEE-EVHH (в). На рисунках 

представлены результаты по всем выполненным техническим повторам МД моделирования: синим 

цветом – для HAEE+Аβ (в легенде HAEE+Abeta (no Zn)), красным – для HAEE+Аβ+ZN (в легенде 

HAEE+Abeta (with Zn)); диапазон изменений расчетных значений указан в виде полупрозрачной 

области вокруг графиков.  

 

Рисунок 2 визуализирует для комплексов №1 и №2 средние значения RMSF, SASA 

для аминокислотных остатков, находящихся на расстоянии не более 15Å от интерфейса 

связывания.  
 

а) 

 

б) 

 

Рис. 2. Анализ геометрических показателей: (а) – среднеквадратичное отклонение Cα-атомов 

(RMSF) и (б) – площадь, доступная на растворитель (SASA) для аминокислотных остатков 

интерфейса комплексов №1 (HAEE+Аβ +ZN) и №2 (HAEE+Аβ) по всем выполненным 

техническим повторам (медиана и СКО). По оси Х – аминокислотные остатки, находящиеся в 

интерфейсе связывания и на расстоянии не более 15Å от интерфейса связывания. Аминокислотные 

остатки, выделенные жирным шрифтом, принадлежат интерфейсу связывания. Синим цветом 

выделены вычисленные в ходе МД эксперимента значения для комплекса №2 (в легенде: 

HAEE+Abeta (no Zn)), красным цветом – для комплекса №1 (в легенде: HAEE+Abeta (with Zn)).  

 

Первая строка рисунка 2 иллюстрирует средние значения RMSF для каждого 

аминокислотного остатка, находящегося в интерфейсе связывания и на расстоянии не 

более 15Å от интерфейса связывания. Таких аминокислот для комплексов HAEE+Аβ и 

HAEE+Аβ+ZN оказалось 22. Слева по оси ОХ отложены а.о. Ac-HAEE-NH2, далее 

справа представлен интерфейс Аβ (Аβ42 на рисунке). Из рисунка видим, что средние 

значения среднеквадратичного отклонения (RMSF) для каждого остатка Ac-HAEE-NH2 
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в комплексе HAEE+Аβ ≈ 2.2 нм, а в комплексе HAEE+Аβ+ZN ≈ 1.3 нм. То есть для 

комплекса с цинком средние значения RMSF для аминокислот модифицированной 

формы тетрапептида. Ac-HAEE-NH2 почти вдвое ниже, чем величины средних 

значений RMSF для комплекса без цинка. Такое же соотношение величин сохраняется и 

для а.о. интерфейса Аβ с той лишь разницей, что средние значения RMSF а.о. для 

комплекса HAEE+Аβ ≈ (0.8–0.9) нм, а средние значения RMSF для соответствующих 

а.о. для комплекса HAEE+Аβ+ZN ≈ 0.5 нм. Таким образом, участие цинка в комплексе 

обуславливает уменьшение флуктуации аминокислотных остатков интерфейса почти 

вдвое. 

Вторая строка рисунка 2 представляет гистограмму средних значений SASA для 

аминокислотных остатков в составе интерфейса и на удалении не более 15Å. Средние 

значения SASA для аминокислотных остатков Ac-HAEE-NH2 для обоих комплексов 

находятся в диапазоне (0.2 – 1.5) нм2, причем нужно отметить, что значения SASA для 

аминокислотных остатков Ac-HAEE-NH2 комплекса с участием цинка всегда меньше 

соответствующих значений для комплекса HAEE+Аβ. Средние значения SASA для 22 

аминокислотных остатков интерфейса Аβ42 распределены следующим образом: 

абсолютное большинство указанных значений SASA для комплекса с цинком меньше, 

чем для комплекса без цинка.  

Аналогичный сравнительный анализ геометрических показателей аминокислотных 

остатков интерфейса выполнен для комплексов №3 и №4.  
 

(

а) 

 

(

б) 

(

в) 

Рис. 3. Сравнение геометрических показателей комплексов №3 nAChR+Аβ и №4 nAChR+Аβ+Zn: 

среднеквадратичное отклонение Cα-атомов (а), площадь, доступная на растворитель для комплекса 

в целом (б) и площадь, доступная на растворитель для аминокислот в составе интерфейса 

связывания (в). На рисунках представлены результаты по всем выполненным техническим 

повторам МД моделирования: синим цветом – для nAChR+Аβ (в легенде: nAChR+Abeta (no Zn)), 

красным – для nAChR+Аβ+Zn (в легенде: nAChR+Abeta (with Zn)); диапазон изменений расчетных 

значений указан в виде полупрозрачной области вокруг графиков.  

 

Рисунок 3 отражает изменение во времени геометрических показателей комплексов 

№3 и №4 в ходе МД-эксперимента. На рисунках представлены результаты также для 

трех технических повторов. Рисунок 4,а демонстрирует изменение значений 

среднеквадратичного отклонения Cα-атомов в рамках эксперимента. Из рисунка 3,а 

видно, что средние значения RMSD для обоих комплексов быстро стабилизируются и 

на всем протяжении МД моделирования находятся примерно на одном уровне: для 

комплекса nAChR+Аβ – 0.3 ± 0.05 нм; для комплекса nAChR+Аβ+Zn – 0.4 ± 0.04 нм. 

Величины значений RMSD говорят о стабильности обоих комплексов. 
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Рисунок 3,б иллюстрирует изменение площади, доступной на растворитель, 

комплекса в целом, и рисунок 3,в – интерфейса связывания. Видно, что указанные 

характеристики для обоих комплексов быстро стабилизируются и сохраняются на всем 

протяжении МД моделирования примерно на одном уровне, не демонстрируя большие 

выбросы. При этом величины средних значений SASA комплекса в целом для 

nAChR+Аβ и nAChR+Аβ+Zn сопоставимы. А величины средних значений SASA 

интерфейса связывания (рисунок 3,в) для комплекса с цинком (13.5 ± 0.3 нм2) чуть 

меньше, чем соответствующие значения для комплекса без цинка (14.4 ± 0.3 нм2). 

Вероятно, наличие иона цинка в комплексе уменьшает значение SASA интерфейса 

связывания и дополнительно стабилизирует комплекс.  

В первой строке рисунка 4 представлены средние значения RMSF для каждого 

аминокислотного остатка, находящегося в интерфейсе связывания и на расстоянии не 

более 15 Å от интерфейса связывания для комплексов nAChR+Аβ и nAChR+Аβ+Zn. 

Анализируя представленные данные RMSF, можем отметить, что флуктуации всех 

исследуемых аминокислотных остатков рецептора как для комплекса с цинком, так и 

для комплекса без участия цинка – малы. Расчетные средние значения RMSF ниже 

0.2 нм (кроме одного аминокислотного остатка – для 5Glu ≈ 3.7–3.8 Å для комплекса 

без цинка и с цинком).  
 

(а) 

 

(б) 

Рис. 4. Анализ геометрических показателей: (а) среднеквадратичное отклонение Cα-атомов 

(RMSF) и (б) площадь, доступная на растворитель (SASA) для аминокислотных остатков 

интерфейса комплексов №3 nAChR+Аβ и №4 nAChR+Аβ+Zn по всем выполненным техническим 

повторам (медиана и СКО). По оси Х – аминокислотные остатки, находящиеся в интерфейсе 

связывания и на расстоянии не более 15 Å от интерфейса связывания. Аминокислотные остатки, 

выделенные жирным шрифтом, принадлежат интерфейсу связывания. Синим цветом выделены 

вычисленные в ходе МД эксперимента значения для комплекса №3 (в легенде рисунка: 

nAChR+Abeta (no Zn)), красным – для комплекса №4 (в легенде: nAChR+Abeta (with Zn)).  

 

Другая картина для Аβ42 – средние значения RMSF для исследуемых аминокислот 

комплекса без цинка варьируют от 0.2 нм до 0.5 нм, тогда как флуктуации аминокислот 

комплекса с участием цинка гораздо выше: от 0.4 нм до 1 нм. Аβ включает небольшой 

участок альфа-спирали и относительно протяженные неструктурированные участки, 

что обуславливает в целом высокие показатели флуктуации аминокислот. 

Во второй строке рисунка 4 даны гистограммы средних значений SASA для 

аминокислотных остатков, находящихся в интерфейсе связывания и на расстоянии не 

более 15 Å от интерфейса связывания для комплексов №3 и №4. Видим, что значения 
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SASA для исследуемых аминокислотных остатков сильно различаются друг от друга. И 

такая картина свойственна как для комплекса с участием цинка, так и для комплекса 

без цинка. Средние значения SASA для исследуемых аминокислотных остатков сильно 

варьируют и находятся в диапазоне от 0.3 до 1.3 нм для комплекса без цинка; от 0.1 до 

1.45 нм. Сказать, что цинк своим участием уменьшает флуктуации аминокислотных 

остатков, находящихся в интерфейсе связывания и на расстоянии не более 15 Å от 

интерфейса связывания, мы не можем.  
 

(а) 

 

(б) 

(в) 

(г) 

Рис. 5. Сравнение вклада аминокислотных остатков в энергию связывания комплексов 

HAEE+Аβ+Zn и nAChR+Аβ+Zn. По оси Y указана величина энергетической компоненты в 

Ккал/моль. Приведены значения для взаимодействий Ван-дер-ваальса (а), электростатических 

взаимодействий (б), полярных взаимодействий (в) и суммарное значение (г). По оси X — номер и 

обозначение аминокислотного остатка. Отображаются только аминокислотные остатки, 

находящиеся в интерфейсе связывания и на расстоянии не более 15 Å от интерфейса связывания. 

Первым блоком идут аминокислотные остатки модифицированной формы тетрапептида Ac-

HAEE-NH2, далее – Zn, затем отражены аминокислотные остатки nAChR. Жирным шрифтом 

выделены аминокислотные остатки, находящиеся непосредственно в интерфейсе (11Glu – 14His). 
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Интересно отметить, что наличие цинка не уменьшает геометрические флуктуации 

структур в целом и друг относительно друга, но при этом понижает энергию 

связывания. 

Наиболее перспективными для сравнительного анализа показали себя комплексы 

HAEE+Аβ+Zn и nAChR+Аβ+Zn. Рассмотрим детально вклад аминокислотных остатков 

интерфейсов этих комплексов в сравнении друг с другом (рис. 5). 

Важным моментом является тот факт, что в тетрапептиде HAEE наибольший вклад 

в связывание вносит остаток гистидина (1H), в то время как в соответствующей 

последовательности рецептора наибольший вклад вносит второй остаток глутамата 

(4E). Стоит отметить, что белковое окружение интерфейса связывания в области НАЕЕ 

рецептора ограничивает число степеней свободы а.о. по сравнению с тетрапептидом 

НАЕЕ, который лишен подобных стерических затруднений.  

Интерфейсы комплексов по области HAEE схожи: наблюдается вклад 

Вандерваальсовых и электростатических взаимодействий (рис. 5). Интерфейсы со 

стороны Аβ для малого №1 и большого №4 комплексов очень схожи. В стабилизации 

этих комплексов участвует прежде всего область EVHH (Вандерваальсовы 

взаимодействия), а также электростатические взаимодействия по 5R и 16K (со стороны 

Аβ) и сольватационные взаимодействия по 11E, 22E и 23D (рис. 5). 
 

(а) 

 

(б) 

(в) 

(г) 

 

Рис. 6. Декомпозиция вклада аминокислотных остатков в энергию связывания только для 

рецептора nAChR (цепи A, E). На всех рисунках по оси Y указана величина энергетической 

компоненты в Ккал/моль. Приведены значения для взаимодействий Ван-дер-ваальса (а), 

электростатических взаимодействий (б), полярных взаимодействий (в) и суммарное значение (г). 

По оси X — номер и обозначение аминокислотного остатка. Отображаются только 

аминокислотные остатки, находящиеся в интерфейсе связывания и на расстоянии не более 15 Å от 

интерфейса связывания. Первым блоком отражены аминокислотные остатки nAChR, цепь А. 

Жирным шрифтом выделены аминокислотные остатки, находящиеся непосредственно в 

интерфейсе 9HIS-12GLU, вторым блоком – аминокислотные остатки nAChR, цепь Е. 

 

По результатам МД экспериментов в рецепторе nAChR помимо области -HAEE- 

участвуют в стабилизации комплекса №4 за счет Вандерваальсовых взаимодействий 

аминокислоты в составе двух областей 13K-23D и 71K-80E и за счёт 

электростатических взаимодействий 15L, 17K, 71K-78D (рис. 6). Вероятно, эти 

взаимодействия также определяют более низкие значения энергии связывания 
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комплекса №4 по сравнению с комплексом №1. 

ОБСУЖДЕНИЕ 

Небольшие пептиды – ди-, три-, тетрапептиды обладают значительным 

терапевтическим потенциалом. Источником циркулирующих пептидов в крови 

является процессинг, созревание и деградация эндогенных белков. Другим источником 

циркулирующих пептидов является микробиом. В кровотоке здорового человека может 

содержатся 900 и более пептидов, которые представляют фрагменты бактериальных 

белков преимущественно кишечной биоты. Интересно, что содержание бактериальных 

пептидов не является следовым и соответствует диапазону средне представленных 

белков плазмы от 0.1 нМ до 1 мкМ, которые успешно детектируются методами 

тандемной масс-спектрометрии [70].  

Циркулирующий пептидом крови является индикатором состояния здоровья и 

патологии организма. Биоактивные пептиды активно участвуют в регуляции 

биологических процессов. Ряд пептидов обладают широким спектром терапевтических 

эффектов, как антиоксидантные, антитромботические, противомикробные и 

иммуномодулирующие, противодиабетические [71]. В последние годы в литературе 

активно обсуждаются малые пептиды в качестве перспективных диагностических и 

прогностических маркеров нейродегенеративных заболеваний. Уровень содержания 

некоторых ди- и три-пептидов изменяется в плазме крови, спинномозговой жидкости и 

тканях мозга при нейродегенеративных заболеваниях. Так, дипептиды карнозин (β-

аланил-L-гистидин) и гомокарнозин (γ-аминомасляная кислота - гистидин) участвуют в 

защите нейронов от окислительного стресса [72–75]. Снижение уровня этих 

дипептидов обнаружено в спинномозговой жидкости у пациентов с болезнью 

Альцгеймера [76–78]. Другой дипептид ансерин (β-аланил-3-метил-L-гистидин) 

участвует в протекции нейроваскулярных структур, состоящих из эндотелиальных 

клеток, перицитов и глиальных клеток [79, 80], а также предотвращает накопление 

токсичных α-синуклеиновых агрегатов при болезни Паркинсона [81, 82]. При боковом 

амиотрофическом склерозе выявлены изменения в концентрации трипептида 

глутатиона (γ-глутамил-цистеинил-глицин), участвующего в регуляции 

глутаматергической передачи и нейровоспаления. Глутатион является ключевым 

антиоксидантом, защищающим мотонейроны от оксидативного повреждения [83, 84]. 

Также глутатион играет ключевую роль в защите олигодендроцитов от повреждения 

при рассеянном склерозе, а его снижение коррелирует с прогрессированием 

заболевания [85, 86]. 

Кровь обеспечивает обмен и доставку биомолекул между всеми органами и 

тканями. Биоактивные пептиды могут преодолевать гистогематические барьеры, а 

также гематоэнцефалический барьер (ГЭБ). Так, большинство нейропептидов 

присутствует как в центральной нервной системе, так и в крови [87, 88]. В ряде 

исследований показано, что несмотря на серьезные ограничения некоторые пептиды и 

регуляторные белки способны преодолевать ГЭБ посредством транспортных систем и 

выполнять функцию информационных молекул между периферией и мозгом. Такой 

транспорт может происходить в одном направлении кровь-мозг, мозг-кровь или в 

обоих направлениях [89].  

Объектом нашего исследования является модифицированная форма пептида НАЕЕ, 

ацетилированная по N-концу и амидированная по C-концу. Данный пептид с 

соответствующими модификациями является диагностическим биомаркером крови для 

нейроденегеративных заболеваний, в том числе болезни Альцгеймера [90, 91]. Такое 

сочетание посттрансляционного модифицирования, вероятно, может осуществляться 

ферментативными системами микробиома. Ацетилирование гистидина в присутствии 

ацетил-КоА осуществляет гистидин N-ацетилтрансфераза (EC 2.3.1.33, HICAT). На 

сегодня этот фермент обнаружен только у холоднокровных, у человека известен 
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ортолог NAT16, который проявляет лишь следовую активность HISAT [92]. Процесс 

амидирования остатков D-глутамата известен у бактерий и важен в поддержании 

целостности клеточной стенки [93]. Однако данная гипотеза требует 

экспериментальной проверки. 

Можно предположить, что независимо от происхождения и локализации (кровоток 

или мозг) НАЕЕ в присутствии цинка способен связывать Аβ. Подобное 

взаимодействие с Аβ реализуется у рецептора nAChR, который также содержит в 

качестве интерфейса взаимодействия участок HAEE. Интерфейс локализован во 

внеклеточном N-концевом домене рецептора nAChR с координатами 35–38 (P43681) и 

доступен для Аβ. HAEE локализован в α-спирали и относится к функциональному 

домену Acetylcholine Binding Protein (2.70.170) по иерархической аннотации CATH 

(www.cathdb.info). Наше исследование показало, что комплексы пептида НАЕЕ и 

рецептора nAChR с Аβ в присутствии цинка устойчивы, природа взаимодействия и 

стабилизации комплексов схожа. При этом многоатомный комплекс nAChR+Аβ более 

устойчив, в том числе благодаря более обширному региону взаимодействия. 

 

 

Рис. 7. Филогенетический анализ. (А) Выровненные ленточные модели структуры nAChR 

человека P43681 (зеленый цвет) и белка P02711 ската (красный цвет). Результаты выравнивания 

аминокислотных последовательностей шаблона и белка P02711 ската (совпадение аминокислотной 

последовательности, %), а также элементов вторичной структуры (совпадение вторичной 

структуры, %). Желтым цветом указаны совпадения символов. (Б) Организмы, протеом которых 

содержит белок с последовательностью ETRAHAEERLLKKLFSGY по результатам поиска BLAST 

на платформе UniProt. (В) Сведения о консервативных областях аминокислотной 

последовательности nAChR у животных. (Г) Выравнивание полной последовательности белка 

nAChR человека P43681 для других организмов: китоглав (Птицы), тегу (Ящерицы), гуда 

(Черепахи), лейшанская жаба (Жабы), морская камбала (Камбала) в виде сравнения полной 

последовательности и приближения области, содержащей НАЕЕ. Представители видов были 

выбраны случайным образом из результатов поиска BLAST на платформе UniProt. 

 

 

В филогенетическом отношении анализ происхождения функционального элемента 

рецептора nAChR, содержащего участок HAEE, показал высокий уровень сходства по 

топологии, а также по аминокислотной последовательности ортологов у организмов 

различной сложности организации (рис. 7). Поиск схожих трехмерных структур по 

отношению к ацетилхолин-связывающему домену человека (P43681) выявил 1264 

структуры белков, совпадение по топологии для которых составило 80 % и выше, а 

совпадение аминокислотной последовательности с шаблоном около 40 % (пример 

https://www.cathdb.info/
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представлен на рис. 7,а). Топология крупного функционального домена рецептора 

nAChR встречается в разных формах организации от млекопитающих, амфибий, рыб до 

червей, моллюсков и даже бактерий. Выявленные белки являются участниками 

глицинергической синаптической и ацетилхолиновой передачи сигнала, связывания 

глутамата и ацетилхолина, регуляции активности трансмембранного сигнального и 

нейротрансмиттерного рецептора. 

Анализ происхождения участка НАЕЕ выполнен для N-концевой 

последовательности α-спирали ETRAHAEERLLKKLFSGY, содержащей 

последовательность HAEE в генетической базе данных белковых последовательностей 

Swiss-Prot (Release 2024_06). Такая последовательность α-спирали nAChR обнаружена 

у широкого круга таксономических групп организмов, в том числе у термофильных 

грамотрицательных бактерий класса Chloroflexia. Начиная с холоднокровных 

животных и далее по филогенетическому дереву у теплокровных, обнаруживаются 

ортологи высокой степени гомологии (рис. 7,б). При этом аминокислотная 

последовательность внеклеточного домена nAChR является крайне консервативной при 

наличии изменений в линкерной N-концевой последовательности (перед спиралью 

HAEE) и в трансмембранной и внутриклеточной частях белка (рис. 7,в). Область с 

HAEE при этом является одним из наиболее стабильных участков этого 

консервативного региона (рис. 7,г). 

Филогенетический анализ происхождения последовательности 

ETRAHAEERLLKKLFSGY (N-концевая α-спираль) nAChR человека показал, что 

последовательность может быть выявлена в различных по сложности организации 

организмах, начиная с бактерий. Анализ полной последовательности nAChR 

субъединицы 4 человека выявил высокогомологичные ортологи со схожей 

биологической функцией у большинства из самых многочисленных классов царства 

Животные. Белки, гомологичные по последовательности субъединице 4 nAChR 

человека (P43681) были выявлены в 537 организмах, в том числе млекопитающие 

(N = 105), птицы (N = 308), пресмыкающиеся (N = 27), земноводные (N = 19) и рыбы 

(N = 78). В результате кластеризации гомологи белка разделены на четыре кластера. 

Первый кластер (N = 101) содержит белки исключительно млекопитающих, включая 

человека, при этом включает практически всех исследованных млекопитающих. Для 

этого кластера среднее внутреннее генетическое расстояние составляет 0.17, что 

свидетельствует о некоторой разнородности полной последовательностей nAChR 

субъединицы 4 среди участников кластера, при этом среднее расстояние до организмов, 

не отнесенных к первому кластеру, составляет 0.36. Второй кластер (N = 354) состоит 

преимущественно из таксономических групп класса птиц, пресмыкающихся и 

земноводных. Второй кластер однороден (среднее генетическое расстояние внутри 

кластера – 0.095). Практически все лучепёрые рыбы вошли в третий кластер (N = 63), 

внутри которого наблюдается достаточно низкая однородность при наибольшей 

отдаленности от других (среднее генетическое расстояние внутри кластера – 0.29, вне 

кластера – 0.44). Отдельные виды рыб, птиц и земноводных сформировали четвертый 

кластер (N = 19). 

Необходимо отметить, что во всех кластерах, кроме четвертого, подавляющее число 

последовательностей содержит участок HAEE в неизменном виде. В четвертом 

кластере последовательность найдена только для белков 12 организмов. Полная 

последовательность α-спирали (ETRAHAEERLLKKLFSGY) найдена в 52 % и 87 % 

белков первого и второго кластера, соответственно, но не выявлена в третьем и 

четвертом. Последовательность α-спирали встречается у 93 % видов птиц, 53 % 

млекопитающих, 81–90 % пресмыкающихся (в зависимости от отряда). Абсолютные 

совпадения последовательности не выявлены у земноводных и рыб. Таким образом, 

последовательность α-спирали является консервативной у исследованных видов, 

несовпадения обусловлены возникновением аминокислотных замен (точечных 
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мутаций). Данный N-концевой участок является частью высококонсервативного домена 

(рис. 7,г). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ  

Данная работа посвящена исследованию возможности модифицированной формы 

тетрапептида HAEE конкурировать с ацетилхолиновым рецептором по 

взаимодействию с Аβ: изучению интерфейсов связывания ацетилхолинового рецептора 

и Аβ, а также модифицированной формы тетрапептида HAEE и Аβ; изучению 

стабильности комплексов с помощью молекулярно-динамического моделирования. 

Эндогенные молекулярные факторы белковой природы ацетилхолиновый рецептор и 

Аβ ассоциированы с патогенезом широкого спектра нейродегенеративных заболеваний. 

Вовлеченность nAChR и Аβ в патогенез нейродегенеративных заболеваний определяет 

их высокую медицинскую значимость. Модифицированная форма тетрапептида HAEE 

рассматривается как кандидатный маркер нейродегенеративных заболеваний с 

нейропротекторными свойствами. 

В ходе настоящего исследования нами с помощью молекулярного моделирования 

построена трехмерная структура модифицированной формы тетрапептида Ac-HAEE-

NH2; методом молекулярного докинга построены комплексы модифицированной 

формы тетрапептида и Аβ, а также рецептора nAChR и Аβ в присутствии и без катиона 

цинка; для сравнительной оценки стабильности сформированных белковых комплексов 

проведены молекулярно-динамические эксперименты.  

Нами было показано, что комплекс №2 (НАЕЕ+Аβ) не стабилен в молекулярно-

динамическом эксперименте: комплекс диссоциирует на 40–60 нс. Наличие в 

комплексе цинка приводит к стабилизации и понижению значения энергии связывания 

по сравнению с комплексом без цинка. Стабилизирующий эффект цинка на комплекс 

№1 (НАЕЕ+Аβ+Zn) подтверждается изменением геометрических и термодинамических 

показателей. Так, снижается существенно значение флуктуаций Сα-атомов в МД 

эксперименте (снижение RMSD ~30 %), понижается в интерфейсе площадь, доступная 

на растворитель (снижение SASA ~13 %), по сравнению с аналогичными показателями 

комплекса без цинка. Наблюдается изменение величины энергии связывания в 

комплексе с цинком (–25.5 кКал/моль по сравнению с -6.7 кКал/моль без цинка).  

В большом комплексе №4 (nAChR+Аβ+Zn) ион цинка обуславливает подобные 

малому комплексу эффекты, но они менее выражены в абсолютных значениях 

геометрических показателей (RMSD, SASA интерфейса). Комплекс №3 (nAChR+Аβ) 

стабилен независимо от наличия в интерфейсе цинка. Однако в присутствии цинка 

комплекс более стабилен. Среди исследованных комплексов комплекс №4 

(nAChR+Аβ+Zn) является наиболее стабильным, комплекс №2 (НАЕЕ+Аβ) – наименее 

стабильным. Проведенный сравнительный анализ стабильности исследуемых 

комплексов указывает на важную роль цинка в стабилизации комплексов. 

Важным результатом филогенетического анализа происхождения N-концевой 

последовательности nAChR (длиной 18 аминокислот) стало выявление высокой 

гомологии ортологов среди организмов царства Животные. При этом аминокислотная 

последовательность внеклеточного домена nAChR является крайне консервативной как 

в области N-концевой последовательности, содержащей HAEE (за исключением 

сигнальной последовательности), так и в трансмембранных и внутриклеточной 

областях белка. 
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Investigation of the Beta-Amyloid Binding Interface with a 

Candidate Marker for Neurodegenerative Diseases 

Nikolsky K.S.1, Kulikova L.I.1, Rudnev V.R.1, Petrovskiy D.V.1, 

Gabestro I.S.2, Kaem S.L.2, Karpova E.M.2, Kopylov A.T.1, Kaysheva A.L.1 

1V.N. Orekhovich Institute of Biomedical Chemistry, Moscow, Russia 
2LLC Lifemission, Moscow, Russia 

 
Abstract. Neurodegenerative diseases represent a group of slowly progressive, 

hereditary or acquired pathologies of the nervous system. Their common feature is 

neurodegeneration, which leads to various neurological symptoms, including 

dementia, movement disorders, cognitive impairment, and behavioral changes. Due 

to the increasing prevalence of neurodegenerative diseases in modern society, there 

is a growing number of studies focused on exploring the molecular mechanisms 

underlying these diseases, which opens prospects for developing new approaches 

for early diagnosis and effective treatment methods. The biomolecules associated 

with the pathogenesis of neurodegenerative diseases include the acetylcholine 

receptor and beta-amyloid. A modified form of the HAEE tetrapeptide (His-Ala-

Glu-Glu), which likely binds to beta-amyloid in the presence of cations, appears 

promising for investigation. Using molecular modeling methods, complexes of the 

acetylcholine receptor with beta-amyloid, as well as the modified form of HAEE 

tetrapeptide with beta-amyloid, were obtained both in the presence and absence of 

zinc cation. Mapping and characterization of binding interfaces in the modeled 

complexes were performed, along with comparative analysis of complex stability 

using molecular dynamics methods. It was demonstrated that the presence of zinc 

ions leads to the stabilization of two types of complexes. The nicotinic 

acetylcholine receptor- beta-amyloid complex in the presence of zinc showed the 

highest stability compared to other studied complexes. The HAEE tetrapeptide-

beta-amyloid complex exhibited the lowest stability in the experiments. 

Phylogenetic analysis of the origin of the 18-amino acid residue long N-terminal α-

helix sequence of human nAChR containing the tetrapeptide HAEE revealed 

highly homologous orthologous proteins with similar biological function in the 

majority of the most abundant animal classes. 

 

Key words: neurodegenerative diseases, molecular modeling, binding interface, complex 

stability, peptide modification, phylogenetic analysis of protein sequence 


