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Ионы цинка и гликозаминогликаны входят в состав амилоидных отложений и могут модулировать
агрегацию β-амилоидного пептида (Аβ), которая рассматривается как ключевое событие в патоге-
незе болезни Альцгеймера. C помощью метода корреляционной спектроскопии исследовано влия-
ние мутаций H6R и D7H в металлсвязывающем домене Аβ42 на модулирование цинк-индуциро-
ванной агрегации пептида таким гликозаминогликаном, как гепарин. Показано, что мутация H6R
снижает, а D7H повышает способность Аβ42 к агрегации в присутствии ионов цинка. Также уста-
новлено, что мутация H6R снижает, а D7H усиливает модулирующий эффект гепарина. Различия
во влиянии мутаций на модулирующий эффект гепарина связаны с координацией ионов цинка в
металлсвязывающем домене мутантных пептидов. Это предполагает определяющую роль анион-
связывающих сайтов, формируемых комплексами ионов цинка с металлсвязывающим доменом Аβ,
во взаимодействии гепарина с цинк-индуцированными агрегатами пептида.
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ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Альцгеймера (БА) – прогрессирую-
щее нейродегенеративное заболевание, затраги-
вающее десятки миллионов человек. Возникно-
вение и развитие БА связывают, как правило, с
переходом β-амилоидного пептида (Аβ) из моно-
мерного состояния в агрегированное, что запус-
кает цепь патогенных молекулярных событий [1].
Однако причины и молекулярные механизмы
этого перехода остаются неясными. Предполага-
ется, что агрегация Аβ может опосредоваться
ионами цинка (Zn2+) [2, 3]. Действительно, in vivo
процесс агрегации Аβ приводит к формированию
в паренхиме головного мозга отложений Аβ, со-
держащих в значительном количестве цинк [4, 5].
Известно также, что Zn2+ вызывает быструю агре-
гацию Аβ in vitro [2, 3], которая включает две ста-
дии – формирование высокомолекулярных оли-
гомеров Аβ как первый шаг, и последующую ас-
социацию этих олигомеров в крупные агрегаты
микронного размера [6].

Наряду с Zn2+, в состав амилоидных отложе-
ний входят протеогликаны, содержащие такой
полианионный компонент, как гликозаминогли-
каны (ГАГ) [7, 8]. In vivo агрегация Аβ происходит
в окружении разнообразных природных полиа-
нионов, включая ГАГ. Способность ГАГ стиму-
лировать самоагрегацию Аβ in vitro хорошо из-
вестна и подробно изучена (см., например, обзо-
ры [9, 10]). Однако вопрос о том, каким образом
ГАГ модулируют цинк-индуцированную агрега-
цию Аβ, изучен слабо, несмотря на особое место,
которое Zn2+ может занимать в патогенезе БА [3,
11]. Известно, что такой ГАГ, как гепарин, спосо-
бен дестабилизировать цинк-индуцированные
агрегаты Аβ40 (Аβ длиной 40 а.о.) [12]. Недавно
мы показали, что гепарин замедляет кинетику
цинк-индуцированной агрегации изоформы Аβ
длиной 42 а.о. (Аβ42,) in vitro, что проявляется в
уменьшении скорости роста среднего размера аг-
регатов пептида [13]. Предполагается, что взаимо-
действие полимерных молекул гепарина с поверх-
ностью растущих агрегатов, создающее стерическое

Сокращения: БА – болезнь Альцгеймера; ГАГ – гликозаминогликан; Аβ – β-амилоидный пептид; МСД – металлсвязыва-
ющий домен; а.о. – аминокислотный остаток (при цифре).
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препятствие для присоединения олигомеров Аβ42,
является одним из факторов, определяющих замед-
ление кинетики цинк-индуцированной агрегации
пептида. Наиболее вероятно, что связывание про-
исходит за счет многовалентного взаимодействия
отрицательно заряженных сульфогрупп полимер-
ной молекулы гепарина с анионсвязывающими
сайтами на поверхности агрегатов Аβ42, которые
формируются при образовании комплексов Zn2+ с
металлсвязывающим доменом пептида (МСД, N-
концевой участок Аβ, состоящий из а.о. 1–16) [13].
Интересно, что ранее, используя пептид Аβ16 как
модель МСД Аβ, мы обнаружили противополож-
ный эффект замен H6R и D7H (замены остатка
гистидина в положении 6 полипептидной цепи на
остаток аргинина и аспарагиновой кислоты в по-
ложении 7 на остаток гистидина, известные соот-
ветственно как “английская” [14] и “тайвань-
ская” [15] мутации) на взаимодействие комплек-
сов Zn2+-Аβ16 с рядом природных полианионов
(оцДНК и такие ГАГ, как хондроитинсульфат) –
первая замена подавляла, а вторая усиливала это
взаимодействие [16, 17].

В представленной работе мы исследовали вли-
яние аминокислотных замен H6R и D7H на
цинк-индуцированную агрегацию полноразмер-
ных пептидов в отсутствие и в присутствии такого
распространенного ГАГ, как гепарин. Изучена
роль взаимодействия гепарина с комплексами
Zn2+-МСД Аβ в модуляции гепарином цинк-инду-
цированной агрегации Аβ42. Поскольку цинк-ин-
дуцированная агрегация Аβ не приводит к форми-
рованию хорошо выраженной β-структурной ор-
ганизации пептидов в составе агрегатов [2], в
качестве меры агрегации использовали средний
характеристический размер агрегатов, который
оценивали методом корреляционной спектроско-
пии. Этот метод широко используется для монито-
ринга агрегации Аβ, в том числе для изучения
цинк-индуцированной агрегации [18]. Нами впер-
вые показано, что мутации H6R и D7H по-разному
влияют на способность гепарина модулировать
цинк-индуцированную агрегацию Аβ42. Получен-
ные результаты указывают на определяющую роль
взаимодействия гепарина с анионсвязывающими
сайтами, которые формируются при образовании
комплексов Zn2+-МСД, в модулирующем эффек-
те гепарина. Также показано, что мутация H6R
снижает, а D7H повышает способность Аβ42 аг-
регировать под воздействием Zn2+.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы. В работе использованы синте-
тические пептиды Аβ42 (NH2-DAEFRHDS-
GYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVG-
GVVIA-COOH), D7H-Аβ42 (NH2-DAEFRHHS-
GYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGG

VVIA-COOH), H6R-Аβ42 (NH2-DAEFRRDS-
GYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGV-
VIA-COOH), Аβ16, D7H-Аβ16 и H6R-Аβ16 чисто-
той >95%, синтезированные компанией “Bio-
peptide” (США). Точечные мутации выделены
жирным шрифтом. Пептиды Аβ16, D7H-Аβ16 и
H6R-Аβ16 были ацетилированы и амидированы
по N- и С-концам соответственно. Аминокис-
лотные последовательности коротких пептидов
соответствуют последовательностям МСД Аβ и
его мутантных изоформ (подчеркнуты). Лиофили-
зированные пептиды хранили при –20°C. Гепарин
из слизистой оболочки кишок свиней приобретен
в компании “Sigma-Aldrich” (США). Остальные
реактивы, приобретенные в компаниях “Acros Or-
ganics” (Бельгия) и “Sigma-Aldrich”, имели чисто-
ту, соответствующую квалификации х.ч. или вы-
ше. Для приготовления растворов использовали
деионизованную воду (diH2O), полученную на
установке Milli-Q (“Millipore”, США). diH2O и бу-
ферные растворы перед использованием пропус-
кали через фильтр с размером пор 0.22 мкм (“Mil-
lipore”).

Приготовление растворов гепарина и пептидов.
Растворы гепарина требуемой концентрации в
буфере А (10 мМ HEPES, 50 мM NaCl, pH 6.8) го-
товили, смешивая концентраты буфера А и сто-
ковый раствор гепарина в diH2O. Стоковый рас-
твор гепарина концентрацией 10 мг/мл готовили
гравиметрическим способом.

Лиофилизаты полноразмерных пептидов для
приготовления их растворов растворяли в гек-
сафторизопропаноле в концентрации 3 мг/мл в
течение 30 мин при 37°С. Аликвоты раствора вы-
сушивали в вакуумном испарителе Vacufuge 5301
(“Eppendorf”, Германия) и хранили при –20°C до
использования. Для получения водных растворов
пептиды Аβ42, D7H-Аβ42 и H6R-Аβ42, обрабо-
танные гексафторизопропанолом, растворяли в
диметилсульфоксиде в концентрации 3 мМ. Рас-
твор разводили diH2O до конечной концентрации
пептидов 100 мкМ и хранили во льду. Раствор ис-
пользовали в течение 3 ч.

Для получения цинк-индуцированных агрега-
тов пептидов растворы разводили концентратом
буфера A, после чего концентрацию пептида до-
водили до 50 мкМ, добавляя буфер A или раствор
гепарина. Инкубировали при комнатной темпе-
ратуре в течение 15 мин и добавляли равный
объем буфера А, содержащего/не содержащего
хлорид цинка. Размер агрегатов пептидов опре-
деляли через 10 мин после добавления Zn2+. Ко-
нечная концентрация пептида в пробе составля-
ла 25 мкМ, весовое отношение пептид : гепарин =
= 1 : 1 (110 мкг/мл гепарина), а концентрация
Zn2+ варьировала в диапазоне от 1.6 до 150 мкМ.

Пептиды Аβ16, D7H-Аβ16 и H6R-Аβ42 раство-
ряли в diH2O. Концентрацию пептидов определя-
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ли спектрофотометрическим методом, основыва-
ясь на значении коэффициента молярной экс-
тинкции тирозина z276 = 1450 М–1 см–1. Растворы
пептидов разводили концентратом буфера А, со-
держащего/ не содержащего хлорид цинка, и сме-
шивали с раствором гепарина в буфере А, содер-
жащем Zn2+ в такой же концентрации. Конечная
концентрация пептидов составляла 150 мкМ.

Корреляционная спектроскопия и турбидимет-
рия. Размер цинк-индуцированных агрегатов
пептидов Аβ42, D7H-Аβ42 и H6R-Аβ42 определя-
ли методом корреляционной спектроскопии, ис-
пользуя анализатор размера частиц Zetasizer Nano
ZS (“Malvern Instruments”, Великобритания), поз-
воляющий измерять диаметр частиц в диапазоне от
0.6 нм до 10 мкм. Измерения проводили при темпе-
ратуре 25°С согласно [19]. Метод корреляционной
спектроскопии основан на определении коэффи-
циента диффузии дисперсных частиц в жидкости
путем анализа корреляционной функции флукту-
аций интенсивности рассеянного света. Форма
частицы аппроксимируется сферой, и ее гидро-
динамический радиус (диаметр) определяется по
формуле Стокса–Эйнштейна. Программное обес-
печение анализатора Zetasizer Nano ZS позволяет
получить распределение частиц в полидисперс-
ной популяции по размеру и определить значение
среднего диаметра частиц в популяции.

Мутность растворов Аβ16, D7H-Аβ16 и H6R-
Аβ42 в присутствии различных концентраций
цинка и гепарина измеряли на спектрофотометре
HP-8453 (“Agilent”, США), определяя их оптиче-
скую плотность на длине волны 405 нм через
10 мин после добавления раствора, содержащего
гепарин.

Определение концентрации цинкона и комплек-
сов цинкон-цинк. В 1 мл diH2O растворяли 1 мг
цинкона (2-карбокси-2-окси-5-сульфоформа-
зилбензол). Концентрацию цинкона в растворе
контролировали спектрофотометрически, ис-
пользуя значение коэффициента молярной экс-
тинкции ε488 = 26900 М–1 см–1 [20]. Концентра-
цию комплексов цинкон-цинк ([Zi-Zn]) в при-
сутствии и в отсутствие пептидов в буфере А
определяли по величине оптического поглоще-
ния растворов на 620 нм, основываясь на значе-
нии коэффициента молярной экстинкции ε620 =
= 25050 М–1 см–1 [20].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Зависимости среднего диаметра цинк-инду-

цированных агрегатов пептидов Аβ42, D7H-Аβ42
и H6R-Аβ42 от концентрации Zn2+ представлены
на рис. 1. Очевидно, что в случае Аβ42 и H6R-
Аβ42 зависимости имеют сигмоидный характер.
При проведении сравнительных исследований все
три экспериментальные зависимости были аппрок-

симированы методом наименьших квадратов с ис-
пользованием сигмоидной кривой, описываемой
уравнением:

(1)

где Dmax – максимальное значение характеристи-
ческого диаметра агрегатов, достигаемое в усло-
виях эксперимента; С – молярная концентрация
ионов цинка; С1/2 – концентрация ионов цинка,
при которой средний диаметр агрегатов достигает
половины значения Dmax; k – нормировочная кон-
станта. Аппроксимацию проводили с помощью
программы SigmaPlot, полагая Dmax, С1/2 и k сво-
бодными параметрами. Сигмоидные кривые, по-
казанные на рис. 1, получены в результате аппрок-
симации. Значения Dmax и С1/2 приведены в табл. 1.
Как видно, значение С1/2 для H6R-Аβ42 прибли-
зительно в 2 раза больше, чем для Аβ42, а для
D7H-Аβ42 – меньше почти в 3 раза (табл. 1). Та-
ким образом, точечная замена D7H делает пептид
значительно более склонным к цинк-индуциро-
ванной агрегации, в то время как замена H6R – бо-
лее устойчивым. При этом не выявлено существен-
ных различий в максимальных размерах агрегатов
(Dmax) исследованных пептидов на момент измере-
ния (табл. 1 и рис. 1).

На рис. 2 представлены зависимости среднего
диаметра цинк-индуцированных агрегатов пепти-
дов Аβ42, D7H-Аβ42 и H6R-Аβ42 от концентрации
Zn2+ в присутствии гепарина (весовое соотноше-
ние пептид : гепарин = 1 : 1). При проведении
сравнительных исследований эксперименталь-
ные зависимости, полученные в присутствии ге-
парина, также аппроксимировали сигмоидной
кривой (уравнение 1), как описано выше. Вид-
но, что присутствие гепарина в равном весовом

− −= + 1/2(
max

)1( ),C C kD D e

Рис. 1. Зависимость среднего диаметра цинк-индуциро-
ванных агрегатов Аβ42 и его изоформ от концентрации
Zn2+ в растворе. Кривые 1, 2 и 3 – Аβ42, H6R-Аβ42 и
D7H-Аβ42 соответственно. Буфер А; концентрация
пептидов – 25 мкМ. Показаны средние арифметиче-
ские значения и стандартные отклонения для трех из-
мерений.

3000

2500

2000

Д
иа

м
ет

р 
аг

ре
га

то
в,

 н
м

1500

1000

500

0 20 40
[Zn2+], мкМ

60 80

1

2

3



1052

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 53  № 6  2019

РАДЬКО и др.

соотношении с пептидом Аβ42 (рис. 2) приводит
к сдвигу зависимости размера агрегатов в область
более высоких концентраций Zn2+ (величина С1/2
возрастала более чем в 6 раз, табл. 1), при этом
значение Dmax также меняется, хотя и не столь зна-
чительно (Dmax уменьшался менее чем в 1.5 раза,
табл. 1). Мутация H6R приводила к меньшему
сдвигу зависимости диаметра агрегатов от концен-
трации Zn2+ под влиянием гепарина: С1/2 увеличи-
валась в 2.5 раза, при этом конечный диаметр агре-
гатов практически совпадал (табл. 1 и рис. 2). Му-
тация D7H более чем в 2 раза меняет значение
Dmax в присутствии гепарина (950 vs. 2225 нм,
табл. 1), а также приблизительно в 2 раза умень-
шает значение С1/2 (табл. 1).

На рис. 3 представлено относительное количе-
ство комплексов Zi-Zn в растворе, содержащем
60 мкМ цинкона и 30 мкМ Zn2+, при разных кон-
центрациях Аβ42 и его мутантных форм. Видно,

что для связывания одинакового количества Zn2+

в присутствии цинкона концентрация H6R-Аβ42
должна быть практически в 2 раза выше, чем в
случае Аβ42, тогда как у Аβ42 и D7H-Аβ42 зави-
симости практически одинаковы.

Ранее мы показали [13], что в присутствии Zn2+

(1 мМ) гепарин вызывает агрегацию пептида
Аβ16, что проявлялось в помутнении смесей пеп-
тид-цинк-гепарин. Мутность смесей резко воз-
растала и выходила на плато при концентрации
гепарина ≈10 мкг/мл [13]. Добавление Zn2+ в рас-
творы пептидов Аβ16 и D7H-Аβ16, содержащих
гепарин в концентрации 10 мкг/мл, также приво-
дило к увеличению их оптической плотности,
причем мутность раствора пептида D7H-Аβ16
возрастала гораздо быстрее, выходя на насыще-
ние при концентрации цинка ≈350 мкМ (рис. 4).
Ни цинк, ни гепарин, взятые отдельно в исполь-
зованных концентрациях, не вызывали помутне-
ния раствора пептидов. Агрегация комплексов
Zn2+ с Аβ16 и D7H-Аβ16 однозначно указывает на
их взаимодействие с молекулами гепарина, при-

Таблица 1. Значения максимального диаметра (Dmax) и концентраций ионов цинка (С1/2), при которых средний
диаметр цинк-индуцированных агрегатов Аβ42, D7H-Аβ42 и H6R-Аβ42 достигает половины значения Dmax в от-
сутствие и в присутствии гепарина (110 мкг/мл)

Гепарин Пептид С1/2, мкМ Dmax, нм

В отсутствие
гепарина

Аβ42 8.5 ± 0.4 2255 ± 70

H6R-Аβ42 16.6 ± 0.2 2495 ± 43

D7H-Аβ42 3.0 ± 0.3 2225 ± 57

В присутствии
гепарина

Аβ42 52 ± 15 1639 ± 286

H6R-Аβ42 42 ± 3 2253 ± 155

D7H-Аβ42 1.2 ± 0.5 950 ± 37

Рис. 2. Влияние гепарина на зависимость среднего диа-
метра цинк-индуцированных агрегатов Аβ42 и его изо-
форм от концентрации Zn2+ в растворе. Кривые 1, 2 и
3 – Аβ42, H6R-Аβ42 и D7H-Аβ42 соответственно. Буфер
А; концентрации гепарина и пептидов – 110 мкг/мл и
25 мкМ соответственно (весовое соотношение гепа-
рин/пептид = 1 : 1). Показаны средние арифметические
значения и стандартные отклонения для трех измерений.
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чем в случае D7H-Аβ16 это взаимодействие про-
является при более низких концентрациях Zn2+.
В отличие от пептидов Аβ16 и D7H-Аβ16 раство-
ры H6R-Аβ16 практически не мутнели при добав-
лении Zn2+ в присутствии гепарина (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
На сегодняшний день предложено два механиз-

ма цинк-индуцированной олигомеризации Аβ, в
рамках которых олигомеризация может иницииро-
ваться либо межмолекулярным, либо внутримоле-
кулярным связыванием Zn2+ с Аβ [21–23]. Предпо-
лагается, что в первом случае олигомеризация Аβ
происходит через образование “цинковых мости-
ков”, где каждый ион цинка в комплексе с пепти-
дами координирован парами аминокислотных
остатков Н6/Н13 или Н14/Е11 двух пептидов [21],
а во втором – через структурную реорганизацию
С-концевого участка пептида (вызванную струк-
турированием МСД при координации Zn2+), ко-
торая усиливает склонность пептида к агрегации
[22, 23]. Возможно, что эти два механизма не ис-
ключают, а дополняют друг друга. Цинк-индуци-
рованная олигомеризация Аβ, по-видимому,
определяет первую (быструю, менее 1 мин в усло-
виях in vitro) фазу агрегации, после которой на-
ступает вторая фаза, в которой происходит отно-
сительно медленная ассоциация сформирован-
ных высокомолекулярных олигомеров в большие
(диаметром 1–2 мкм) агрегаты Аβ [6]. Следует от-
метить, что МСД Аβ не имеет упорядоченной
пространственной структуры в водных растворах
при рН ~ 7, но приобретает ее при координации
Zn2+ [24]. Это приводит к неравномерному распре-
делению плотности положительного заряда и фор-
мированию анионсвязывающего сайта [16, 24].
Структура сайта может различаться у разных изо-
форм Аβ, что проявляется в различной эффектив-
ности взаимодействия природных полианионов с
соответствующими изоформами пептида Аβ16 в
комплексе с Zn2+ [16].

Изучение формирования мономерных ком-
плексов Zn2+-Аβ16 показало, что Zn2+ координи-
рован в МСД Аβ остатками гистидина (Н6, Н13 и
Н14) и глутаминовой кислоты (Е11) [25]. В отсут-
ствие Н6, как в случае мутации H6R, координа-
ционная сфера не может быть завершена, что
должно приводить к формированию менее ста-
бильного комплекса. Известно также, что замена
H6R вызывает образование димеров Zn2+-(H6R-
Аβ16)2, неспособных к последующей олигомери-
зации через “цинковые мостики” из-за дефект-
ности пары Н6/Н13 [21]. Следует отметить, что
отсутствие Н6 может быть компенсировано дру-
гими аминокислотными остатками (такими, как
D1, E3, D7), которые потенциально могут участ-
вовать в координации Zn2+, хотя и с меньшей эф-

фективностью [26]. Таким образом, наблюдаемое
нами двукратное увеличение концентрации Zn2+,
требуемой для формирования цинк-индуциро-
ванных агрегатов H6R-Аβ42, сопоставимых по
размеру с агрегатами Аβ42 на момент измерения
(рис. 1 и табл. 1), по-видимому, связано с мень-
шей стабильностью комплексов H6R-Аβ42 с Zn2+

в сравнении с Аβ42. Это предположение поддер-
живается тем, что для связывания одинакового
количества Zn2+ в присутствии цинкона концен-
трация H6R-Аβ42 должна быть практически в
2 раза выше, чем в случае Аβ42 (рис. 3).

Мутация H6R “смягчает” влияние гепарина на
цинк-индуцированную агрегацию: относитель-
ный сдвиг зависимости размера агрегатов H6R-
Аβ42 от концентрации Zn2+ меньше, чем у Аβ42, и
они успевают достигнуть максимальных разме-
ров при высоких концентрациях цинка (кривые 1
и 2, рис. 1 vs. рис. 2 и табл. 1). В рамках предло-
женного нами ранее механизма ингибирования
гепарином цинк-индуцированной агрегации Аβ
[13] через мультивалентное взаимодействие отри-
цательно заряженных полимеров гепарина с ани-
онсвязывающими сайтами на поверхности агрега-
тов – “смягчение” модулирующего эффекта гепа-
рина указывает на то, что он связывается с цинк-
индуцированными агрегатами H6R-Аβ42 менее
эффективно, чем с агрегатами Аβ42. Действитель-
но, эффективность мультивалентного взаимодей-
ствия определяется эффективностью взаимодей-
ствия сульфогрупп гепарина с отдельными анионс-
вязывающими сайтами на поверхности агрегата.
Как видно из рис. 4, гепарин не взаимодействует с
H6R-Аβ16 в присутствии Zn2+ в использованных
условиях, вероятно, в силу недостаточной стабиль-

Рис. 4. Зависимость мутности (оптическая плотность
на длине волны 405 нм) растворов Аβ16, H6R-Аβ16 и
D7H-Аβ16 от концентрации Zn2+ в присутствии гепа-
рина (10 мкг/мл). Кривые 1, 2  и 3 – Аβ16, H6R-Аβ16 и
D7H-Аβ16 соответственно. Буфер А; концентрация
пептидов – 150 мкМ. Показаны средние арифметиче-
ские значения и стандартные отклонения для трех из-
мерений.
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ности комплекса Zn2+-(H6R-Аβ16) в сравнении с
интактным Аβ16, Значение Kd такого комплекса
в 7 раз выше [25, 27]. Очевидно, комплексы Zn2+ с
H6R-Аβ42, экспонированные на поверхности
цинк-индуцированного агрегата (а, следователь-
но, и анионсвязывающие сайты, формируемые
координацией цинка в МСД пептида), будут так-
же характеризоваться низкой стабильностью
(при этом сами пептиды могут удерживаться в со-
ставе агрегата в силу дополнительных взаимодей-
ствий между их С-концевыми доменами). Сниже-
ние стабильности анионсвязывающих сайтов в
цинк-индуцированных агрегатах H6R-Аβ42 в срав-
нении с агрегатами Аβ42 должно уменьшить эф-
фективность связывания гепарина, что может
объяснить различия во влиянии гепарина на ха-
рактер цинк-индуцированной агрегации пепти-
дов H6R-Аβ42 и Аβ42.

В отличие от H6R, замена D7H не приводила к
видимому изменению сродства Zn2+ к Аβ (рис. 3),
но, тем не менее, существенно сказывалась на
цинк-индуцированной агрегации пептида (кри-
вая 1 vs. кривой 3, рис. 2). Известно, что такая за-
мена может значительно изменить характер связы-
вания Zn2+ с пептидом. Действительно, как мы не-
давно показали [28], фрагменты 1–7 или 1–10 МСД
Аβ с аминокислотной заменой D7H формируют
стабильные димеры в присутствии Zn2+, в кото-
рых не один, а два иона цинка координированы
остатками D1, E3, H6 и H7 двух пептидов. Можно
предположить, что такая координация Zn2+ в
МСД с мутацией D7H стимулирует более эффек-
тивную олигомеризацию D7H-Аβ42 и/или ассо-
циацию олигомеров пептида в агрегаты микрон-
ного размера, сдвигая таким образом зависимость
размера агрегатов в область более низких значе-
ний концентраций цинка (рис. 1 и табл. 1).

Формальный анализ влияния замены D7H на
модуляцию цинк-индуцированной агрегации Аβ
гепарином показывает, что эта замена имеет дво-
який эффект. С одной стороны, величина Dmax
для D7H-Аβ42 существенно ниже в присутствии
гепарина, чем в его отсутствие. С другой стороны,
зависимость сдвигается в область более низких
значений концентрации Zn2+ под воздействием ге-
парина, если судить по значениям С1/2, в противо-
положность влиянию гепарина на цинк-индуциро-
ванную агрегацию Аβ42 (табл. 1). Однако сниже-
ние С1/2 может быть артефактом, связанным с
выбранным способом обработки эксперименталь-
ных данных. Действительно, в присутствии гепа-
рина размер агрегатов D7H-Аβ42 фактически пе-
рестает меняться как функция концентрации Zn2+,
начиная с 3 мкМ (рис. 2), что формально проявля-
ется как сдвиг С1/2 в сторону меньшего значения
при аппроксимации экспериментальной зависи-
мости сигмоидной кривой. Тем не менее, суще-

ственная разница в размерах агрегатов D7H-Аβ42
(достигнутых ко времени измерения) в присут-
ствии и в отсутствие гепарина, наблюдаемая в ин-
тервале концентраций Zn2+ от ≈6 до 75 мкМ, не
вызывает сомнений (кривая 3, рис. 1 vs. рис. 2).
Очевидно, она отражает более эффективное свя-
зывание отрицательно заряженных полимеров
гепарина с поверхностью цинк-индуцированных
агрегатов D7H-Аβ42 в сравнении с Аβ42. Наибо-
лее вероятная причина этого – другая структур-
ная организация комплекса Zn2+ с МСД в случае
D7H-Аβ42. Действительно, координация двух
ионов цинка вместо одного должна привести к
более высокой локальной плотности положитель-
ного заряда, тем самым усиливая взаимодействие
каждого отдельного анионсвязывающего сайта на
поверхности агрегатов D7H-Аβ42 с сульфогруппа-
ми гепарина. Это предположение находится в со-
гласии с наблюдаемым нами более выраженным
взаимодействием гепарина с D7H-Аβ16 в присут-
ствии Zn2+ (рис. 4).

Таким образом, в представленной работе
впервые показано, что аминокислотные замены
H6R и D7H, известные как “английская” и “тай-
ваньская” мутации, по-разному влияют на моду-
лирующий эффект гепарина на цинк-индуциро-
ванную агрегацию Аβ. Эти различия могут быть
объяснены различиями в координации Zn2+ при
его связывании с МСД исследованных изоформ
Аβ42, что подчеркивает определяющую роль ани-
онсвязывающих сайтов, формируемых комплек-
сами Zn2+-МСД Аβ, во взаимодействии гепарина
с цинк-индуцированными агрегатами пептида.

В работе использовано оборудование ЦКП
“Протеом человека” (ИБМХ).
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РАДЬКО и др.

EFFECTS OF H6R AND D7H MUTATIONS ON THE MODULATION 
OF ZINC-INDUCED AGGREGATION OF AMYLOID-β BY HEPARIN

S. P. Radko1, 2, *, S. A. Khmeleva2, Y. Y. Kiseleva3, S. A. Kozin1,
V. A. Mitkevich1, A. A. Makarov1

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Orekhovich Institute of Biomedical Chemistry, Moscow, 119121 Russia

3Russian Scientific Center of Rentgenoradiology, Moscow, 117485 Russia
*e-mail: radkos@yandex.ru

Zinc ions and glycosaminoglycans (GAGs) are found in amyloid deposits and known to modulate the β-am-
yloid peptide (Аβ) aggregation which is considered as a key event of the Alzheimer’s disease pathogenesis.
Using correlation spectroscopy, we have studied effects of H6R and D7H mutations in the metal-binding do-
main (MBD) of Аβ42 on the modulation of its zinc-induced aggregation by heparin, a model GAG. The
H6R mutation was shown to decrease, while D7H to increase the Аβ42 propensity to aggregate in the pres-
ence of zinc ions. It was also found that H6R mutation diminishes whereas the D7H mutation enhances the
modulating effect of heparin. Differential impacts of these mutations on the heparin modulation arise from
alterations in the coordination of zinc ions within MBDs of the mutant peptides. This study suggests essential
role of anion-binding sites formed by complexes of zinc ions with Аβ MBD in the interaction zinc-induced
Аβ aggregates with heparin.

Keywords: Alzheimer disease, beta-amyloid, zinc, aggregation, glycosaminoglycans
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