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Ангиотензин-превращающий фермент (АПФ, 
пептидил-дипептидаза А, КФ 3.4.15.1) – цинк-
зависимая пептидаза, метаболизирующая различ-
ные биологически активные пептиды (Ангиотен-
зин 1, Брадикинин, Ac-SDKP и др.) и играющая 
ключевую роль в регуляции кровяного давления и 
во многих сердечно-сосудистых патологиях. Кро-
ме того, этот фермент вовлечен в метаболизм ней-
ропептидов, иммунную и репродуктивную функ-
ции, передачу сигнала внутрь клетки и др. [1–3]. 

АПФ является гликопротеином и интеграль-
ным мембранным белком I типа. Основные функ-
ции АПФ в организме выполняет мембранно-свя-
занная форма фермента на поверхности эндоте-
лиальных, эпителиальных, нейроэпителиальных 
клеток, а также иммунных клеток – макрофагов 
и дендритных клеток. Под действием сопутству-
ющего фермента (металлозависимой секретазы, 
которая до сих пор не идентифицирована) АПФ 
переходит в растворимое состояние путем отще-
пления якорной последовательности [4, 5]. Такой 
растворимый АПФ содержится в крови, семенной 
жидкости и других биологических жидкостях. 
Концентрация АПФ в биологических жидкостях 
является весьма важным параметром клиническо-
го наблюдения. В то время как у здоровых индиви-

дуумов уровень АПФ в крови достаточно стаби-
лен [6], при развитии некоторых заболеваний на-
блюдается значительное повышение этого уровня 
(например, при саркоидозе [7, 8] или болезни Гоше 
[9]); кроме того, изменение концентрации АПФ в 
биологических жидкостях, связанное с нарушени-
ем экспрессии гена АПФ, наблюдается при поли-
морфизме гена фермента [10]. 

Соматическая (тканевая) форма АПФ состоит 
из двух гомологичных доменов (N и С) в составе 
одной полипептидной цепи, каждый из которых 
содержит активный центр [11]. Точная трехмер-
ная структура соматического АПФ пока не из-
вестна, но были предложены ее модели [12–14], 
основанные на расшифрованных кристалличе-
ских структурах отдельных доменов АПФ [15, 
16], эпитопном картировании АПФ [12] и данных 
электронной микроскопии полноразмерного фер-
мента [13].

Ранее был получен набор из около 40 моно-
клональных антител (мАт), как направленных к 
различным последовательностям аминокислот в 
составе полипептидной цепи АПФ, так и распозна-
ющих конформационные эпитопы на поверхности 
фермента человека, крысы и мыши [12, 17–25]. Эти 
мАт с успехом применялись для количественного 
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определения АПФ методами ELISA и проточной 
цитометрии [26, 27]. Более того, использование на-
бора из 16 мАт, направленных к различным эпито-
пам на поверхности обоих доменов АПФ человека, 
позволило получить новые данные о структуре и 
механизме действия АПФ [12, 17, 20, 21, 28, 29], 
а также выявить носителей новых мутаций гена 
АПФ [30–34].

Проведенные структурные исследования по-
казали, что «рисунок» («конформационный фин-
герпринтинг»), характеризующий эффективность 
связывания набора мАт, направленных к различ-
ным эпитопам на поверхности обоих доменов 
АПФ, является очень чувствительным маркером 
локальной конформации фермента, которая мо-
жет меняться при денатурации, связывании ин-
гибиторов и пр. [21, 25]. Поскольку в настоящее 
время эпитопы связывания всех мАт из этого 
набора уже охарактеризованы, то по изменению 
связывания того или иного мАт с АПФ можно су-
дить о том, на каком именно участке поверхности 
белка произошли изменения.

Проведенные нами пилотные исследования по 
фенотипированию АПФ человека из разных тка-
ней (плазма/сыворотка крови, легкие, почки, селе-
зенка, сердце) убедительно показали, что связыва-
ние панели мАт, направленных к различным эпи-
топам на поверхности АПФ, различается для АПФ 
из разных тканей. Полученные данные позволяют 
заключить, что конформация поверхности АПФ, 
экспрессируемого разными тканями/клетками, 
также различается. 

В нормальных условиях АПФ в составе плазмы 
крови практически на 75% происходит из эндоте-
лиальных клеток капилляров легких [35]. Капил-
ляры легких демонстрируют почти 100%-ю экс-
прессию АПФ по сравнению с 10–15%-м вкладом 
АПФ-продуцирующих капилляров сосудистого 
русла [36]. Как мы уже упоминали, у здоровых до-
норов уровень АПФ в крови довольно стабилен, в 
то время как при развитии саркоидоза или болезни 
Гоше наблюдается значительное повышения уров-
ня АПФ в крови. 

Саркоидоз и болезнь Гоше являются си-
стемными заболеваниями, которые достаточ-
но тяжело диагностировать. Причина болез-
ни Гоше – снижение активности лизосомного 
фермента кислой β-D-глюкозидазы, что ве-
дет к накоплению негидролизованного β-D-
глюкоцереброзида во всех клетках организма, 
но преимущественно в макрофагах. При этом 
измененные макрофаги активируются и стиму-
лируют синтез АПФ. Саркоидоз – системное 

гранулематозное заболевание, при котором по-
ражаются в основном легкие. Показано, что в 
лимфатических узлах, содержащих саркоидные 
гранулемы, уровень АПФ в 12 раз выше, чем в 
нормальных лимфатических узлах [37]. Пред-
полагается, что именно саркоидные гранулемы 
могут являться источником повышенного со-
держания АПФ в крови. Таким образом, можно 
ожидать, что при развитии этих заболеваний в 
крови, помимо АПФ, поступающего из эндоте-
лиальных клеток легких, будет присутствовать 
фермент, продуцируемый другими типами кле-
ток, конформация поверхности которого может 
быть другой. 

Мы провели исследования, направленные на 
выявление присутствия в крови АПФ с иной, чем 
в норме, топографией поверхности при развитии 
болезни Гоше (образцы любезно предоставлены 
Медико-генетическим научным центром РАМН) 
и саркоидоза (образцы любезно предоставлены 
Институтом фтизиопульмонологии РАМН). Для 
этого мы провели «конформационный фингер-
принтинг» АПФ в составе плазмы здоровых до-
норов (48 образцов) и показали, что связывание 
мАт варьирует лишь незначительно при перехо-
де от одного образца к другому (данные не при-
ведены). Анализ образцов плазмы пациентов с 
болезнью Гоше показал, что уровень активности 
АПФ в них превышал в 2–7 раз значения актив-
ности АПФ в норме. Анализ данных по связы-
ванию мАт с АПФ в составе плазмы пациентов 
с болезнью Гоше в сравнении с данными, полу-
ченными для здоровых доноров, показал, что 
связывание большинства мАт с АПФ в норме и 
при патологии не изменяется. Однако все же на-
блюдалось статистически достоверное увеличе-
ние связывания одного мАт (3G8), специфично-
го к N-домену фермента, с АПФ в плазме боль-
ных (рисунок).

Анализ данных по связыванию мАт с АПФ в 
составе плазмы пациентов с саркоидозом (уровень 
активности АПФ повышен в 2–4 раза по сравне-
нию с нормой) в сравнении с данными, получен-
ными для здоровых доноров, показал, что связы-
вание нескольких мАт отличается от связывания 
с АПФ в норме (рисунок), а именно: при патоло-
гии продемонстрировано более высокое стати-
стически достоверное связывание мАт 3G8, 1G12 
и 6A12 к N-домену фермента, а также мАт 1В3 и 
1E10 к С-домену.

Какова может быть природа этих различий? 
Прежде всего, различия в поверхности фермента 
могли бы быть обусловлены заменами аминокис-
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лотных остатков в полипептидной цепи молекулы 
белка. Однако синтез АПФ кодируется одним ге-
ном, а известные к настоящему времени мутации 
АПФ, затрагивающие его белковую часть, доста-
точно редки и никак не могут быть связаны с раз-
личиями поверхности фермента, экспрессируемо-
го в разных тканях одного и того же индивидуума. 
Гораздо более вероятно, что наблюдаемые разли-
чия происходят вследствие посттрансляционной 
модификации глобулы белка, которая, по образ-
ному выражению, представляет собой «functional 
decorating», т.е. «украшение со смыслом». Пост-

трансляционные модификации могут включать в 
себя фосфорилирование, сульфатирование, мети-
лирование, ацетилирование и др. Но для такого 
белка, как АПФ, который является типичным гли-
копротеином с высоким содержанием углеводов, 
такой посттрансляционной модификацией явля-
ется в первую очередь гликозилирование, которое 
может отличаться у белков, синтезируемых в раз-
ных тканях, как по степени гликозилирования, так 
и по структуре гликанов. 

Известно, что молекула АПФ человека содер-
жит 17 потенциальных сайтов гликозилирования 

«Конформационный фингерпринтинг» АПФ. Представлено соотношение величин эффек-
тивности связывания мАт, направленных к разным эпитопам на двух доменах фермента, с 
АПФ в составе плазмы крови при патологиях (болезнь Гоше, саркоидоз, уремия) к величи-
нам эффективности связывания тех же мАт с АПФ в составе плазмы крови здоровых до-
норов, а также соотношение эффективности связывания мАт с АПФ в составе гомогенатов 
тканей сердца и легких. Результаты в каждом случае представлены как среднее из трех–девя-
ти независимых экспериментов, в которых каждое определение эффективности связывания 
одного и того же мАт с одним и тем же АПФ проводили дважды. Звездочками отмечены 

статистически достоверные различия, р < 0,05



402 ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 2. ХИМИЯ. 2015. Т. 56. № 6

[11], причем о реальном гликозилировании сома-
тического двудоменного АПФ человека известно 
чрезвычайно мало. Тщательное и интенсивное 
исследование гликозилирования АПФ было вы-
полнено лишь на рекомбинантном однодоменном 
тестикулярном АПФ (С-домен), экспрессирован-
ном в клетках яичников китайского хомячка [38]. 
Безусловно, полученные данные никак не могут 
быть экстраполированы на АПФ, продуцируемый 
в организме человека. Что касается АПФ, экспрес-
сируемого в тканях человека, то имеются только 
очень ограниченные сведения о гликозилировании 
фермента. Сообщалось, что в соматическом АПФ 
в составе семенной жидкости семь из 17 потенци-
альных участков гликозилированы (в частности 
Asn9). Два олигосахарида представляли собой 
высокоманнозные структуры и пять – структуры 
комплексного типа, преимущественно биантен-
ные [39]. Кроме того, для соматического АПФ из 
почек человека [38] было показано, что из 17 по-
тенциальных сайтов гликозилирования 6 сайтов 
(Asn9, Asn25, Asn82, Asn117, Asn480 и Asn913) яв-
ляются гликозилированными, при этом все сайты 
гликозилирования (кроме Asn913) располагаются 
на N-домене, а один сайт (Asn1196) на С-домене 
АПФ оказался негликозилированным. Для осталь-
ных 10 сайтов не было получено данных о их гли-
козилировании. Исследования протеома человека 
показали, что АПФ в составе плазмы крови чело-
века содержит три сайта гликозилирования – Asn 
480, 666 и 685 [40].

Таким образом, наиболее вероятно, что для 
АПФ, продуцируемого тканью легких и изменен-
ными макрофагами при болезни Гоше или сарко-
идными гранулемами при саркоидозе, характерно 
различное гликозилирование. Следует отметить, 
что эпитоп связывания мАт 3G8 (связывание это-
го антитела с АПФ крови изменено и при болезни 
Гоше, и при саркоидозе) содержит два потенци-
альных сайта гликозилирования (Asn25 и Asn82) 
на N-домене фермента. Эпитопы связывания мАт, 
эффективность связывания которых изменяется 
при саркоидозе, содержат следующие потенциаль-
ные сайты гликозилирования: Asn416 (мАт 1G12 и 
6A12) на N-домене фермента, а также Asn666 (мАт 
1E10) и Asn1196 (мАт 1B3) на С-домене. Таким 
образом, можно заключить, что отличия в степени 
гликозилирования и/или структуре олигосахарид-
ных цепей в указанных сайтах являются основой 
наблюдаемых различий в связывании мАт с АПФ 
крови в норме и при развитии указанных патоло-
гий. Полученные данные могут служить основой 
для разработки клинически значимых лаборатор-

ных биохимических методов диагностики болезни 
Гоше и саркоидоза.

Мы проанализировали также возможность 
присутствия конформационно измененного АПФ 
в крови больных уремией – заболеванием, харак-
теризующимся чрезвычайно высоким уровнем 
токсинов в крови. Образцы плазмы больных уре-
мией до гемодиализа были любезно предостав-
лены нам Московским государственным медико-
стоматологическим университетом. Оказалось, 
что и в этом случае эффективность связывания 
двух мАт с АПФ в составе плазмы больных уре-
мией отличалась от эффективности связывания 
этих мАт с АПФ в составе плазмы крови здоро-
вых доноров (рисунок), а именно: отмечены ста-
тистически значимые отличия в эффективности 
связывания мАт 1G12 к N-домену и мАт 1В3 к 
С-домену фермента у 4 пациентов из 20. Харак-
теристика конформационно измененного АПФ в 
плазме крови больных уремией показала, что из-
менения не только затронули поверхность белка, 
но и повлияли на его каталитические функции. 
Оказалось, что конформационно измененный 
АПФ характеризуется повышенной активностью 
(до 4 раз) по отношению к природному субстрату 
ангиотензину I, менее эффективно ингибирует-
ся специфическим ингибитором эналаприлатом 
(аналог трипептида, широко применяется в кли-
нике в качестве гипотензивного средства) и почти 
не ингибируется специфическим ингибитором – 
нонапептидом тепротидом.

Мы также провели анализ широкой выборки 
плазмы крови здоровых доноров (48) и больных 
без диагноза уремии (63) и обнаружили еще 8 слу-
чаев конформационного изменения АПФ, такого 
же, как при уремии.

Таким образом, пациентам, в крови которых 
присутствует такой конформационно изменен-
ный АПФ, вероятно, следует назначать при необ-
ходимости лечения гипертонии более интенсив-
ную терапию ингибиторами АПФ либо заменять 
ингибиторы АПФ на другой класс гипотензивных 
препаратов.

Важно, что «конформационный фингерприн-
тинг» АПФ в крови больных разными заболева-
ниями (болезнь Гоше, саркоидоз, уремия) позво-
ляет выявить присутствие в крови АПФ, топогра-
фия поверхности которого характерна именно для 
этого заболевания. Как видно из рисунка, все три 
случая характеризуются своим индивидуальным 
«рисунком» эффективности связывания панели 
из 16 антител, что подтверждает возможность ис-
пользования метода в клинике.
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В заключение отметим возможности примене-
ния «конформационного фингерпринтинга» АПФ 
в кардиологии.

Известно, что у пациентов с фибрилляцией 
предсердий увеличена экспрессия АПФ в тка-
нях сердца (в частности в предсердии) [41]. 
Ранее было показано, что экспрессия АПФ уве-
личивается в гипертрофированном сердце и в 
мелких сосудах миокарда у больных, умерших 
в результате внезапной смерти (Bohle, Danilov, 
et al., неопубликованная работа). Важную роль 
АПФ сердца в развитии сердечной патологии 
показали исследования, проведенные на транс-
генных мышах, у которых уровень экспрессии 
АПФ в тканях сердца был повышен в 100 раз 
по сравнению с обычным. Оказалось, что у этих 
мышей оба предсердия (левое и правое) были 
увеличены в 3 раза. Анализ ЭКГ продемонстри-
ровал фибрилляцию предсердий. Более того, эти 
мыши имели высокую предрасположенность 
к внезапной смерти [42, 43]. Таким образом, 
именно увеличение экспрессии АПФ в сердце 
может быть причиной развития фибрилляции 
предсердий и в конечном счете приводить к вне-
запной смерти. 

Доля АПФ из сердца в общем содержании АПФ 
в крови составляет не более 1%. Таким образом, 
даже увеличение содержания АПФ из сердца в 
крови в 3 раза не может оказать заметного влияния 
на общую активность фермента, определяемую в 
крови. Однако долю АПФ сердца, «приходящую» 

в кровь и «дополняющую» АПФ, поступивший в 
кровь из легких, можно было бы оценить и таким 
образом выявить больных с увеличенной экспрес-
сией АПФ в сердце, если бы удалось получить 
антитела, специфически «узнающие» только АПФ 
сердца человека. 

Аналогично вышеизложенному мы провели 
сравнительное фенотипирование АПФ из легких, 
которые являются основным поставщиком фер-
мента в крови, и АПФ из сердца, содержание ко-
торого в крови может быть повышено при арит-
мии. Сравнительный «конформационный фин-
герпринтинг» этих двух представителей АПФ 
человека представлен на рисунке. Показано, что 
эффективность связывания ряда мАт как к N, так 
и к С-домену АПФ, с ферментом из тканей серд-
ца значительно и статистически достоверно отли-
чается от эффективности связывания тех же мАт 
с АПФ из тканей легких. Различия в эффектив-
ности связывания этих мАт мы можем отнести 
прежде всего к различиям в гликозилировании 
следующих потенциальных сайтов гликозилиро-
вания: Asn25 и Asn289 на N-домене фермента, а 
также As666 и Asn731 на С-домене. 

Продемонстрированные различия могут слу-
жить основой для получения мАт, специфично 
распознающих АПФ, продуцируемый определен-
ным типом клеток/определенным органом, а имен-
но тканями сердца, для дальнейшей разработки 
клинического лабораторного метода ранней диа-
гностики аритмии. 
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CONFORMATIONAL «FINGERPRINTING» 
OF ANGIOTENSIN-CONVERTING ENZYME IN THE BLOOD 
IN HEALTH AND DISEASE

O.A. Kost, M.N. Petrov, I.A. Naperova, V.A. Tikhomirova, O.V. Kryukova,                        
I.V. Gachok, N.I. Bulaeva, E.Z. Golukhova, S.M. Danilov

(Department of Chemical Enzymology, Faculty of Chemistry, M.V. Lomonosov                          
Moscow State University)

The pattern of binding of the set of 16 monoclonal antibodies to the different epitops 
on the surface of two domains of angiotensin-converting enzyme – “conformational 
fi ngerprinting” – allows to reveal in the blood the presence of the enzyme, which is not 
produced by lung endothelial cells, but by other cells, e.g. by Gaucher’s cells and sarcoid 
granuloma cells. We showed the existence of conformationally changed angiotensin-
converting enzyme in the blood of patients with uremia, this enzyme being characterized 
by the enhanced activity towards angiotensin I and decreased ability to be inhibited 
by specifi c inhibitors. The perspectives of the discovering of conformationally changed 
enzyme in the blood at atrial fi brillation are also discussed.

Key words: angiotensin-converting enzyme, monoclonal antibodies, conformation, tissue 
specifi city.
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