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Заболевания сердечно-сосудистой системы – главная причина смертности среди населения по всему 
миру. Разработка новых препаратов, позволяющих нормализовать артериальное давление, является перспек-
тивным направлением в области фармации и медицины. Сейчас широкое распространение для лечения ар-
териальной гипертензии и хронической сердечной недостаточности нашли ингибиторы ангиотензинпревра-
щающего фермента (АПФ). Главный механизм ингибиторов АПФ заключается в блокировании превращения 
ангиотензина I в ангиотензин II, что опосредует расширение сосудов. Целью данной работы является   под-
бор методики моделирования взаимодействия лизиноприла с активным центром ангиотензинпревращающе-
го фермента с использованием метода молекулярной динамики. Материалы и методы. В качестве лиганда 
была использована молекула лизиноприла, заряды атомов которой были рассчитаны методом теории функ-
ционала плотности (ТФП) ub3lyp с базисными наборами 6-31G* и 6-311G**. Моделирование 75 нс молекуляр-
ной динамики взаимодействия лизиноприла с активным центром АПФ проводилось в программе Биоэврика. В 
результате моделирования молекулярной динамики была получена траектория системы «лизиноприл-АПФ». 
После этого было произведено сравнение конформаций лиганда в различные моменты времени моделирова-
ния с экспериментальной конформацией по величине среднеквадратического отклонения координат атомов. 
Результаты и обсуждение. Результаты моделирования показали, что лизиноприл с зарядами, соответ-
ствующими базисному набору 6-311G**, ведет себя в активном центре АПФ в соответствии с данными 
рентгеноструктурного анализа, в отличие от лизиноприла с зарядами, рассчитанными базисным набором 
6-31G*. Заключение. Была разработана методика моделирования молекулярной динамики взаимодействия 
лизиноприла с активным центром ангиотензин-конвертирующего фермента. Полученная методика может 
быть использована для изучения взаимодействия веществ, сходных по структуре с лизиноприлом с активным 
центром АПФ.

Ключевые слова: ангиотензинпревращающий фермент, активный центр, лизиноприл, ингибитор, моле-
кулярная динамика, заряд, базисный набор 
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Nowadays cardiovascular diseases are the main cause of death among the population around the word. The 
development of new drugs, giving a possibility to normalize blood pressure, is a promising direction in the fi eld of 
pharmacy and medicine. Now inhibitors of angiotensinconverting enzyme (ACE) are widely adopted for the treatment 
of hypertension and chronic heart failure. The principle of action of ACE inhibitors is based on blocking the conver-
sion of angiotensin I into angiotensin II, which mediates vasodilation. The aim of the work is a selection of methods 
of lisinopril interaction with the active center of angiotensin-converting enzyme by molecular dynamics methods. 
Materials and methods. Lisinopril molecule was used as a ligand; the charges of that ligand were calculated with the 
density functional theory (DFT) and ub3lyp method with the basis sets 6-31G* and 6-311G**. Simulation of 75 ns of 
molecular dynamics of lisinopril interaction with the active center of ACE was carried out in the Bioevrica program. 
As a result of molecular dynamics simulation, the trajectory of the “lisinopril-ACE” system was obtained. After that 
a comparison of ligand conformations at different points in simulation time with the experimental conformation of the 
value of standard deviation of coordinates of atoms was made. Results and discussion. The results of simulation have 
showed that lisinopril with the charges corresponding to basis set 6-311G** behaves consistent with the x-ray data in 
the active center of the ACE, in contrast to lisinopril with the charges calculated by basis set 6-31G*. Conclusion. The 
methods of lisinopril interaction modeling with the active center of angiotensin-converting enzyme has been selected. 
The obtained technique can be used for studying the interaction of substances, similar in structure to lisinopril with 
the active center of the enzyme (ACE). 

Keywords: angiotensinconverting enzyme (ACE), active site, lisinopril, inhibitor, molecular dynamics, charge, 
basis set

Введение. Ингибиторы ангиотензинпревращаю-
щего фермента (АПФ) – группа химических соеди-
нений, применяемых непосредственно для лечения 
гипертонической болезни и хронической сердечной 
недостаточности. Принцип действия ингибиторов 
АПФ основан на блокировании превращения ангио-
тензина I в ангиотензин II, что опосредует расширение 
сосудов. При этом также снижается секреция альдо-
стерона корой надпочечников и происходит увеличе-
ние концентрации брадикинина за счет уменьшения 
его инактивации АПФ. В свою очередь, брадикинин, 
взаимодействуя с B2-кининовыми рецепторами со-
судистого эндотелия, провоцирует высвобождение 
других вазодилатирующих факторов, вызывая ещё 
большее расслабление гладких мышц [1]. 

На современном этапе лечения гипертонической 
болезни ингибиторы ангиотензинпревращающего 
фермента получили широкое применение. При их 
приеме нормализуется коронарное, почечное, мы-
шечное и мозговое кровообращение, что является 
важным преимуществом данной группы препаратов. 
Ингибиторы АПФ понижают общее периферическое 
сосудистое сопротивление, пост- и преднагрузку на 
миокард, снижается частота возникновения аритмий, 

улучшается работа сердца в фазу диастолы. Также 
наблюдается предупреждение развития гипертрофии 
левого желудочка, минимизируется вероятность и 
степень развития ишемии и фиброза миокарда. Пред-
упреждается гипертрофия гладкомышечных стенок 
артерий [2].

В связи со скачками артериального давления и 
нарастающей внутриклубочковой гипертонии проис-
ходит повреждение сосудов почек. Ингибиторы АПФ 
обеспечивают защиту почек при лечении гипертони-
ческой болезни. У больных с хронической формой по-
чечной недостаточности отмечаются признаки улуч-
шения работы почек при приеме ингибиторов АПФ 
при условии отсутствия резких скачков давления. В 
случае приема препаратов, увеличивающих диурез, 
помимо ингибиторов АПФ, возникает возможность 
надёжно контролировать уровень артериального дав-
ления на продолжительный период времени у боль-
ных гипертонической болезнью. Также ингибиоры 
АПФ воздействуют на продукцию и высвобождение 
альдостерона из надпочечников, что ведет к увеличе-
нию диуреза, повышению уровня калия и снижению 
уровня натрия в организме, нормализации водно-э-
лектролитного обмена [1].
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У ингибиторов АПФ в спектре биологической ак-
тивности присутствует антисклеротический эффект, 
который обуславливается торможением образования 
на поверхностях клеток эндотелия ангиотензина ІІ, 
увеличение образование оксида азота – главного ди-
латирующего фактора сосудистых стенок. Также при 
приеме ингибиторов АПФ в крови повышается уро-
вень липопротеинов высокой плотности и снижается 
уровень атерогенных фракций липидов [3].

Препараты, обладающие способностью инги-
бировать АПФ, оказывают влияние на углеводный 
обмен. Наблюдается повышение чувствительности 
тканей к инсулину, улучшается метаболизм глюкозы 
из-за нормализации тканевого кровообращения и по-
вышения уровня брадикинина [4]. 

В середине 70-х годов 20 века был получен син-
тетическим путем новый ингибитор АПФ – лизи-
ноприл, который является лизиновым производным 
эналаприла (другого ингибитора АПФ). У лизино-
прила есть ряд особенностей, которые отличают его 
от подавляющего большинства ингибиторов АПФ. 
Лизиноприл не является пролекарством, это актив-
ное вещество; лизиноприл не метаболизируется в 
организме и выводится почками, поэтому его можно 
рекомендовать при болезнях печени. Также данное 
вещество в малой степени связывается с белками 
плазмы крови (5–10%), что делает лизиноприл со-
вместимым в приеме с другими препаратами, всту-
пающими в конкурентное взаимодействие с белками 
плазмы крови [5]. В связи с данными преимущества-
ми лизиноприла он находит широкое применение 
в медицине, а поиск новых ингибиторов с такими 
свойствами расширит ассортимент препаратов для 
лечения гипертонической болезни.

Лизиноприл, как и другие ингибиторы АПФ, 
благодаря наличию особой химической структуры, 
способен взаимодействовать с ионом цинка и амино-
кислотами внутри активного центра АПФ, и, таким 
образом, уменьшать активность фермента, связан-
ную с конвертированием ангиотензина I в биологи-
чески активный ангиотензин II. Учитывая сложность 
связи между химической структурой и сродством к 
активному центру АПФ, целесообразным представ-
ляется детальное изучение молекулярного механизма 
связывания новых ингибиторов с данным фермен-
том. Одним из широко используемых в настоящее 
время методов изучения механизма взаимодействия 
лиганда с активным центром фермента является мо-
лекулярное моделирование [6].

Молекулярное моделирование – это современ-
ный теоретический метод изучения молекулярных 
систем, широко применяемый при поиске новых био-
логически активных веществ и включающий в себя 
такие направления исследований, как сравнительный 
анализ молекулярного поля, использование молеку-
лярных дескрипторов, молекулярный докинг и моле-
кулярная динамика.

Сравнительный анализ молекулярного поля осно-
ван на подборе лиганда, способного взаимодейство-

вать с биологической мишенью, путем сопоставле-
ния в пространстве молекулярных полей, служащих 
фармакофорным признаком. Главный недостаток 
данного метода заключается в том, что он применим 
только для веществ со сходными структурами [7].

Использование  молекулярных дескрипторов по-
зволяет прогнозировать биологическую активность 
веществ с использованием характеризующих их 
свойств (дескрипторов). К достоинствам данного ме-
тода можно отнести возможность быстрого подбора 
большого количества веществ с предполагаемой ак-
тивностью. Однако данный метод не позволяет до-
стичь высокой достоверности [8].

Метод молекулярного докинга предназначен для 
определения энергетически выгодных ориентаций 
исследуемых молекул в центре связывания макромо-
лекулы-мишени. Однако в данном методе существен-
но упрощены схемы расчета межмолекулярных и 
внутримолекулярных взаимодействий, что наклады-
вает ограничения на конформационную подвижность 
элементов системы лиганд-мишень [9].

Более точным подходом является метод моле-
кулярной динамики, позволяющий в большей мере 
учесть конформационную подвижность, но примене-
ние данного метода требует больше вычислительных 
ресурсов по сравнению с методом молекулярного 
докинга. Метод молекулярной динамики основан на 
моделировании движения атомов в исследуемой си-
стеме, при этом атомы перемещаются согласно ос-
новным законам механики с учетом Ван-дер-Вааль-
совых и электростатических взаимодействий [10].

В настоящее время для моделирования методами 
молекулярной динамики становятся доступны систе-
мы размером до миллионов атомов, что делает дан-
ный метод применимым для прогнозирования био-
логической активности на уровне взаимодействия 
лиганд-мишень.

Цель работы. Подбор методики моделирования 
взаимодействия лизиноприла с активным центром 
ангиотензинпревращающего фермента с использова-
нием метода молекулярной динамики.

Материалы и методы. Ангиотензинпревраща-
ющий фермент является Zn2+-зависимой пептида-
зой. Данный фермент содержит два домена (N- и 
С-домены) в составе одной полипептидной цепи. 
При каждом домене имеется каталитически актив-
ный центр. С- и N-домены являются гомологичны-
ми (гомология около 60%), они разделены между 
собой мостиковой последовательностью [11]. Вы-
деляют две формы АПФ: соматический и тестику-
лярный. Соматическая форма встречается во многих 
органах человека. Тестикулярная форма экспресси-
руется в семенниках. Эти два вида АПФ отличаются 
формой строения, у тестикулярного она сфериче-
ская, а у соматического – несферическая. Также су-
ществуют изоформы АПФ, представляющие собой 
однодоменные формы фермента: свободные С- и 
N-домены, образующиеся после разрушения связей 
между собой.



490

Фармация и фармакология Т. 5 № 5, 2017Информационные технологии в фармации
Informational Technologies in Pharmacy

Структура N-домена образована 621 аминокис-
лотами, которые формируют эллипсоидную форму 
домена. В середине глобулы имеется туннель, деля-
щий белок на два субдомена. Внутри этой полости 
располагается активный центр N-домена. В суже-
нии канала находится ион цинка активного центра. 
При этом происходит разделение канала активного 
центра на две части длиной 8 Å и 17 Å. Предпола-
гается, что длина канала является лимитирующим 
фактором при связывании и гидролизе длинных 
пептидов [12].

С-домен имеет аналогичную эллипсоидную фор-
му, как и N-домен. Размеры С-домена 72х57х48 Å. В 
центре белка проходит узкий канал длиной около 30 

Рисунок 1 – Схематическая структура АПФ

А Б

Рисунок 2 – Расположение лизиноприла в молекуле АПФ в активном центре
 N-концевого домена по данным рентгеноструктурного анализа (PDB: 1O86) (А – общий вид N-домена, 

Б – расположение молекулы лизиноприла в активном центре)

Для исследования взаимодействия низкомоле-
кулярных соединений (лигандов) с активным цен-
тром ангиотензинпревращающего фермента нами 
использована пространственная структура комплек-
са белок-лиганд, представленная в базе данных rcsb.
org (идентификационный код – 2x91) [14]. В данной 
модели содержится в качестве лиганда молекула ли-
зиноприла, расположенная в активном центре АПФ.

Пространственная модель лизиноприла была 
построена в программе HyperChem 6.09. В этой же 
программе проведена оптимизация геометрии ме-
тодом молекулярной механики MM+ [15]. Далее 
проводилась оптимизация геометрии неограничен-

ным методом Хартри-Фока в базисе 3-21G*. Для 
учета электростатического взаимодействия лиганда 
с сольватированным ферментом были рассчитаны 
заряды атомов лиганда методом теории функцио-
нала плотности (ТФП) ub3lyp (Unrestricted Becke, 
3-parameter, Lee-Yang-Parr) [16] с базисными набора-
ми 6-31G* и 6-311G** [17].

В программе Биоэврика [18, 19] было осущест-
влено моделирование взаимодействия лигана с актив-
ным центром АПФ методом молекулярной динамики 
в силовом поле Amber94 [20]. Расчет потенциальной 
энергии в данном силовом поле производится в соот-
ветствии с формулой:

где Ki – константа упругости связи, ; ri – 
длина связи i, нм; r0,i – равновесная длина связи, нм;  

 – константа упругости валентного угла, ; 
θi – валентный угол, радиан; θ0,i – равновесный угол 

Å, он делит фермент на 2 субдомена. В этом тунне-
ле находится активный центр фермента, включающий 
молекулу цинка, необходимую для катализа АПФ [13].

связи, радиан; Vi – константа двугранного угла, ; 
φi – двугранный угол, радиан; φ0,i – равновесный дву-
гранный угол, радиан; ni – множитель (1, 2, 3, … , i); 
rij – межатомное расстояние, нм; Ɛ0 – электрическая 
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постоянная, ; qi и qj– заряды ионов, Кл; σij и σij – кон-
станты потенциала Леннарда-Джонса.

Данная математическая модель эмпирически 
учитывает валентные, Ван-дер-Ваальсовы и электро-
статические взаимодействия в исследуемой системе, 
имея при этом низкую вычислительную сложность. 

В дальнейшем было произведено добавление ато-
мов водорода в соответствии с валентностями. После 
этого белок встраивался в водное окружение с помо-
щью программы Gromacs (свободно распространя-
емая программа). Для учета влияния растворителя 
была использована модель воды TIP3P (three point 
transferable intermolecular potentials) [21]. Данная 
модель воды имеет жесткую геометрию из 3 атомов, 
расположенных под углом. Для учета электроста-
тического взаимодействия у каждого атома имеется 
свой определенный заряд, но суммарный заряд моле-
кулы воды равен нулю. Взаимодействие неполярных 
молекул описывается согласно парному потенциалу 
Леннард-Джонса. Параметры для данного взаимо-
действия были получены путем воспроизведения 
энтальпии испарения и плотности жидкой воды при 
стандартной температуре [22]. Модель воды TIP3P 
получила широкое распространение в молекулярном 
моделировании, т.к. позволяет получить достаточно 
точные результаты при моделировании гидратиро-
ванных белковых структур.

Таблица 1 – Температура моделирования

Время (фс) Температура (К)
1 0

300000 10
500000 310

В результате моделирования молекулярной ди-
намики была получена траектория системы «лизи-
ноприл-АПФ». После этого было произведено срав-
нение конформаций лиганда в различные моменты 
времени моделирования с экспериментальной кон-
формацией. Для этой цели была использована сво-
бодно распространяемая программа AutoDockTools 
[24]. В ней одновременно отображались два варианта 
расположения лизиноприла в активном центре АПФ 
– теоретический и экспериментальный (табл. 3).

Для количественной оценки отличия расположе-
ния молекулы лизиноприла в активном центре АПФ 
по результатам моделирования от расположения по 
данным рентгеноструктурного анализа была произ-
ведена оценка среднеквадратического отклонения 

[25] лиганда относительно его экспериментальной 
конформации. Расчет среднеквадратического откло-
нения производился по формуле:

где СКО – среднеквадратическое отклонение; 
N – количество атомов; ri – расстояние между соот-
ветствующими атомами i, нм.

Результаты и обсуждение. Заряды атомов ли-
зиноприла, рассчитанные методом теории функ-
ционала плотности ub3lyp с использованием двух 
базисных наборов 6-31G* и 6-311G** приведены в 
таблице 2.

Рисунок 3 – Заряды атомов модели воды TIP3P

В качестве начальных условий лиганд был распо-
ложен в полости активного центра фермента. 

Для оптимизации геометрии структуры был ис-
пользован метод градиентного спуска. Градиент ха-
рактеризует направление максимального возрастания 
функции с переменными (в данном случае роль пере-
менных выполняют координаты атомов в простран-
стве). Таким образом, взяв антиградиент, можно 
найти направление наибольшего убывания. При оп-
тимизации геометрии производится поиск минимума 
потенциальной энергии молекулярной системы, ко-
торый соответствует энергетически наиболее выгод-
ному положению атомов в пространстве.

На следующем этапе производилось моделирова-
ние молекулярной динамики исследуемой системы. 
Длительность моделирования молекулярной дина-
мики составляла 75 нс, при этом использовался шаг 
интегрирования 1 фс. Термостатирование осущест-
влялось с использованием алгоритма Берендсена [23] 
с температурой до 310 K (табл. 1).
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 Таблица 2 – Заряды атомов молекулы лизиноприла вычисленные методом теории функционала 
плотности ub3lyp с использованием базисных наборов 6-31G* и 6-311G**

№ Атом Заряды 
6-31G*

Заряды 
6-311G**

1 O -0,534 -0,412
2 O -0,589 -0,472
3 O -0,601 -0,488
4 O -0,586 -0,470
5 N -0,624 -0,328
6 N -0,434 -0,421
7 N -0,718 -0,320
8 C  0,635  0,467
9 C -0,122 -0,121
10 C  0,509  0,325
11 C -0,016 -0,082
12 C -0,007 -0,014
13 C -0,294 -0,218
14 C -0,304 -0,269
15 C -0,130 -0,012
16 C  0,573  0,361
17 C -0,166 -0,152
18 C -0,102 -0,075
19 C -0,351 -0,244
20 C -0,248 -0,171
21 C -0,287 -0,187
22 C -0,359 -0,201
23 C  0,159 -0,114
24 C -0,180 -0,052
25 C -0,128 -0,088
26 C -0,131 -0,085
27 C -0,128 -0,088
28 C -0,183 -0,054
29 H  0,385  0,277

№ Атом Заряды 
6-31G*

Заряды 
6-311G**

30 H  0,427  0,303
31 H  0,436  0,311
32 H  0,225  0,187
33 H  0,172  0,152
34 H  0,156  0,141
35 H  0,166  0,134
36 H  0,130  0,100
37 H  0,160  0,130
38 H  0,133  0,108
39 H  0,123  0,094
40 H  0,168  0,134
41 H  0,151  0,112
42 H  0,250  0,183
43 H  0,168  0,132
44 H  0,172  0,139
45 H  0,281  0,222
46 H  0,227  0,185
47 H  0,158  0,115
48 H  0,161  0,133
49 H  0,147  0,120
50 H  0,181  0,144
51 H  0,135  0,089
52 H  0,125  0,082
53 H  0,116  0,077
54 H  0,120  0,079
55 H  0,135  0,085
56 H  0,381  0,264
57 H  0,427  0,302
58 O -0,669 -0,549

В процессе моделирования молекулярной дина-
мики в программе Биоэврика молекула лизиноприла 
была помещена в активный центр АПФ. По завер-
шении моделирования был осуществлён экспорт 
траектории лизиноприла и проведено сравнение те-
оретической и экспериментальной конформаций в 
программе AutoDockTools. Конформации лизинопри-
ла для зарядов атомов, рассчитанных с использовани-
ем базисных наборов 6-31G* и 6-311G**, приведены 
в таблице 3. 

По результатам моделирования молекулярной 
динамики с зарядами, соответствующими базисному 
набору 6-31G*, лизиноприл теряет конформационную 
устойчивость в активном центре АПФ. С 70.0 нс моде-
лирования молекулярной динамики АПФ лизиноприл 
теряет устойчивую связь с аминогруппой аминокисло-
ты лизина Lys-495, находящуюся в активном центре 
АПФ. Две карбоксильные группы в данном случае 

притягиваются к атому цинка, что не соответствует 
данным рентгеноструктурного анализа. При использо-
вании зарядов атомов лизиноприла, соответствующих 
базисному набору 6-311G**, карбоксильная группа, 
расположенная у пептидной группы лизиноприла, свя-
зывается с ионом цинка, а другая карбоксильная груп-
па лизиноприла, находящаяся в орто-положении от 
атома азота пирролидинового гетероцикла, связывает-
ся с аминогрупой лизина Lys-495. Такое расположение 
молекулы лизиноприла в активном центре АПФ, соот-
ветствующее данным рентгеноструктурного анализа, 
сохраняется после 70,0 нс моделирования молекуляр-
ной динамики АПФ. 

Для полученных в результате моделирования мо-
лекулярной динамики конформаций лизиноприла, 
был произведен расчет среднеквадратического от-
клонения молекулы относительно эксперименталь-
ной конформации (табл. 4). 
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Таблица 3 – Расположение молекулы лизиноприла в активном центре АПФ 
по результатам моделирования молекулярной динамики (базисный набор 6-31G* 

и базисный набор 6-311G**) в сравнении с экспериментальными данными 
(молекулярная динамика  , рентгеноструктурный анализ   )

Время (нс) Базисный набор 6-31G* Базисный набор 6-311G** 
10,5

20,4

30,3

40,1

50,0

60,5

70,0

70,5
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Таблица 4 – Среднеквадратическое отклонение молекулы лизиноприла по результатам моделирования 
молекулярной динамики относительно экспериментальной конформации

 Время (нс)
Среднеквадратическое 

отклонение, базисный набор 
6-31G*, нм 

Среднеквадратическое 
отклонение, базисный набор 

6-311G**, нм
10,5 4,584 5,110
20,4 6,625 3,302
30,3 5,779 3,352
40,1 5,651 3,122
50,0 6,047 3,780
60,5 6,284 3,322
70,0 9,893 3,480
70,5 9,703 3,190

Рисунок 4 – Динамика изменения среднеквадратического отклонения молекулы лизиноприла 
по результатам моделирования молекулярной динамики относительно 

экспериментальной конформации

Результаты моделирования взаимодействия ли-
зиноприла с активным центром АПФ с использова-
нием зарядов атомов, рассчитанных в разных базис-
ных наборах (базисный набор 6-31G* и базисный 
набор 6-311G**) оказались различны. Применение 
базисного набора 6-311G** для расчета зарядов 
атомов лиганда при моделировании молекулярной 
динамики связывания с активным центром АПФ 
позволяет достичь результатов близких к экспери-
ментальным данным. При этом сохраняется распо-
ложение молекулы лизиноприла в активном центре 
АПФ соответствующее данным рентгеноструктур-
ного анализа.

Заключение. Из результатов проведенного моде-
лирования молекулярной динамики взаимодействия 
лизиноприла с активным центром АПФ можно сде-

На рисунке 4 (табл. 4) видно, что среднеквадра-
тическое отклонение для базисного набора 6-31G*, 
начиная с 70,0 нс моделирования молекулярной 
динамики, резко возрастает, в то время, как при 

использовании базисного набора 6-311G** сред-
неквадратичное отклонение в течении всего време-
ни моделирования колеблется в пределах десятых 
долей нм.

лать вывод о том, что метод расчета зарядов атомов 
является важным параметром, который следует учи-
тывать при исследовании взаимодействия веществ с 
активным центром АПФ. П  редположительно базис-
ный набор 6-311G** может быть использован в дан-
ной методике для расчета зарядов атомов молекул 
сходных по химической структуре с лизиноприлом и 
имеющих нулевой заряд.

По результатам проведенного исследования был 
подобран квантово-химический метод расчета заря-
дов атомов лиганда, а также метод и параметры мо-
делирования молекулярной динамики, позволяющие 
добиться теоретического воспроизведения характе-
ристик связывания молекулы лизиноприла методом 
молекулярной динамики в соответствии с данными 
рентгеноструктурного анализа.
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Introduction. Inhibitors of angiotensinconverting 
enzyme (ACE) are a group of chemical substances, used 
directly for treatment of hypertension and chronic heart 
failure. The principle of action of ACE inhibitors is based 
on blocking the conversion of angiotensin I into angio-
tensin II, which mediates vasodilation. This also reduces 
the secretion of aldosterone by adrenal cortex and in-
creases concentration of bradykinin by decreasing its in-
activation by the enzyme (ACE). Bradykinin, in its turn, 
interacting with B2-kinin receptors in vascular endothe-
lium, triggers the release of other vasodilating factors, 
causing even more relaxation of smooth muscles [1].

At the present stage of hypertension treatment an-
giotensin converting enzyme inhibitors are widely used. 
When they are taken, a coronary, renal, muscle and ce-
rebral blood circulation becomes normal, which is an 
important advantage of this group of drugs. Angioten-
sin-converting-enzyme inhibitors decrease total periph-
eral vascular resistance, post - and preload on the myo-
cardium, reduce the incidence of arrhythmias, improve a 
cardiac function in the diastolic phase.

Along with this, there is prevention of development 
of left ventricular hypertrophy, and minimization of 
probability degree of ischemia and fi brosis of the myo-
cardium development. Hypertrophy of smooth muscles 
of arterial walls is also prevented [2]. Due to blood pres-
sure jumps and increasing intra-cerebral hypertension 
the damage of blood vessels in kidneys takes place. ACE 
inhibitors protect kidneys in treatment of hypertension. 

The signs of improvement in renal function are 
marked by patients with chronic renal failure while re-
ceiving ACE inhibitors in the absence of pressure jumps. 
While taking drugs increasing diuresis, in addition to 
ACE inhibitors, it becomes possible to reliably control 
the blood pressure level for a long period of time in pa-
tients with essential hypertension. ACE inhibitors also 
affect the production and release of aldosterone from the 
adrenal glands, causing the increase of urine output, the 
increase of the potassium level and the increase of the 
sodium level of the body, normalization of water-electro-
lyte metabolism [1].

ACE inhibitors have an antisclerotic effect in the 
spectrum of biological activity caused by the inhibition 
of the formation of angiotensin II on the surfaces of en-
dothelial cells and the increase of nitric oxide formation, 
the main dilatation factor of vascular walls. While taking 
ACE inhibitors, the level of high density lipoprotein also 
increases in the blood and the level of atherogenic frac-
tions of lipids decreases [3]. The substances having the 
ability to inhibit ACE also infl uence carbohydrate metab-
olism. There is an increase in the sensitivity of tissues to 
insulin, and the glucose metabolism improves as a result 
of normalization of tissue circulation and an increase of 
the bradykinin level [4].

In the middle of the 70s of the 20th century a new 
ACE inhibitor, lisinopril which is a lysine derivative of 
enalapril (another ACE inhibitor), was obtained syntheti-
cally. Lisinopril has a number of features that set it apart 
from the vast majority of ACE inhibitors. Lisinopril is not 

a prodrug, it is the active substance; lisinopril is not me-
tabolized in the body and excreted by kidneys, so it can 
be recommended in liver diseases. This substance is mar-
ginally associated with blood plasma proteins (5-10%), 
making lisinopril compatible with other drugs, coming 
into a competitive interaction with blood plasma proteins 
[5]. Caused by these benefi ts, lisinopril is widely used 
in medicine, and the search for new inhibitors with such 
properties will expand the range of drugs for hyperten-
sion treatment. Due to the presence of special chemical 
structures, Lisinopril, like other ACE inhibitors, is able to 
interact with zinc ion and amino acids within the active 
enzyme site, and thus reduces the activity of the enzyme, 
which is associated with the conversion of angiotensin I 
into biologically active angiotensin II.

Taking into consideration the complexity of the re-
lationship between chemical structure and affi nity to the 
active center of ACE, it seems appropriate to carry out a 
detailed study of molecular mechanism of binding new 
inhibitors with the enzyme. At present one of the widely 
used methods of studying the mechanism of ligand inter-
action with the enzyme active site is molecular modeling 
[6].

Molecular modeling is a modern theoretical methods 
of studying different molecular systems widely applied 
in search for new biologically active substances. It com-
prises such research areas as comparative molecular fi eld 
analysis, molecular descriptors, molecular docking and 
molecular dynamics.

A comparative molecular fi eld analysis is based on 
the selection of a ligand that can interact with a biologi-
cal target, by comparing molecular fi elds being pharma-
cophoric indicators in space. The main drawback of this 
methods is that it is only applicable for substances with 
similar structures [7].

The use of molecular descriptors allows predicting bi-
ological activity of substances using their describing prop-
erties (descriptors). The advantages of this method could 
include the possibility of rapid selection of a large number 
of substances with suspected activity. However, this meth-
od does not allow achieving a high reliability [8].

A molecular docking method is designed to determine 
the energetically favorable orientations of the explored 
molecules in the binding site of the macromolecule-tar-
get. However, this method is signifi cantly simplifi ed in 
the calculation of intermolecular and intramolecular in-
teractions that imposes restrictions on the conformational 
mobility of the ligand-target system elements [9]. Mo-
lecular dynamics is a more correct approach that allows 
taking into account a far greater degree of the conforma-
tional mobility, but the use of this method requires more 
computational resources compared to the method of mo-
lecular docking. The method of molecular dynamics is 
based on modeling of atoms movement in the system, 
hereby atoms move according to the basic laws of me-
chanics and electrostatics [10].

Nowadays a molecular dynamics simulation meth-
ods could be available for the systems of the size up to 
millions of atoms making this method applicable for 



496

Фармация и фармакология Т. 5 № 5, 2017Информационные технологии в фармации
Informational Technologies in Pharmacy

predicting biological activity at the level of ligand-target 
interaction.

The aim of the work is a selection of methods of 
lisinopril interaction modeling with the active center of 
angiotensin-converting enzyme by molecular dynamics 
methods.

Materials and methods. An angiotensinconverting 
enzyme is a Zn2+-dependent peptidase. The enzyme con-
tains two domains (N- and C-domains) consisting of one 
polypeptide chain. Each domain has a catalytically active 
center. The C- and N-domains are homologous (the ho-
mology is about 60%), they are separated by a bridging 
sequence [11]. 

There are two forms of ACE: somatic and testicular. 
The somatic form is found in many human organs. The 
testicular form is expressed in testes. These two types of 
ACE differ in their shape of structure: the testicular has a 
spherical form, the somatic has an aspherical form. There 
are also isoforms of the enzyme, which are single-do-
main forms: free C- and N-domains are formed after the 
destruction of links between them.

The structure of the N-domain is made up by 621 
amino acids that form the ellipsoidal shape of the do-
main. In the middle of the globule a tunnel is located 

that divides the protein into two subdomains. Inside this 
cavity the active site of the N-domain is situated. In the 
channel narrowing of the active site a zinc ion is situated. 
Hereby the separation of the channel into two parts hav-
ing lengths of 17 Å and 8Å takes place. It is assumed that 
the channel length is the limiting factor in binding and 
hydrolysis of long peptides [12].

The S-domain has the same ellipsoidal shape as the 
N-domain. The sizes of the S-domain are 72х57х48Å. In 
the center of the protein there is a narrow channel having 
the length of about 30Å, it divides the enzyme into 2 sub-
domains. The active site of the enzyme is located in this 
tunnel; the active site includes a zinc ion, essential for 
catalysis of ACE [13].  

А B

Figure 2 – Location of lisinopril in the molecule of the enzyme in the active site of the N-terminal domain 
according to the x-ray results (PDB: 1O86) (A – general view of the N-domain, B is the location of the lisinopril 

molecule in the active site)

For studying low molecular substances (ligands) 
with the active site of the angiotensin-converting enzyme 
(ACE) we used a three-dimension structure of the pro-
tein-ligand complex, represented in the rcsb.org database 
(PDB ID is 2x91) [14]. In this model a molecule of lis-
inopril is represented as a ligand in the active center of 
ACE.

A spatial model of lisinopril was built in the Hyper-
Chem 6.09 program. With this program the geometry 
optimization with use of the molecular mechanics force 
fi eld MM+ was also carried out [15]. Further the geom-
etry optimization using the unrestricted Hartree-Fock’s 

method (UHF) in 3-21G* basis set was carried out. To 
take into account the electrostatic interaction of the li-
gand with the enzyme, the atomic charges of the ligand 
were calculated on the basis of the density functional 
theory (DFT) method UB3LYP [16]. Hereby basis sets 
6-31G* and 6-311G** [17] were used.

Using the Bioeurica program [18, 19] the interaction 
of the ligand with the active center of the enzyme was 
simulated by the molecular dynamics method with the 
use of Amber94 force fi eld [20]. The calculation of the 
potential energy for this force fi eld is produced in accor-
dance with the following equation:

Figure 1 – Schematic structure of ACE
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where Ki is an elasticity constant of bond, ; ri 
is a bond i length, nm; r0,i is an equilibrium bond length, 
nm;  is a valence angle elasticity constant, ; θi 
is a valence angle, radian; θ0,i is an equilibrium angle, ra-
dian; Vi is a dihedral angle constant, ; φi is a dihedral 
angle, radian; φ0,i is an equilibrium dihedral angle, radian; 
ni is a multiplier 1, 2, 3, … i); rij is an interatomic dis-
tance, nm; Ɛ0 is a dielectric constant, ; qi and qj is an 
atom charges, C; σij and σij are Lennard-Jones’ potential 
constants.

This mathematical model takes into account the em-
pirical valence, Van der Waals’ and electrostatic interac-
tions in the researched system, hereby having low com-
putational complexity.

The structure of protein was subsequently produced by 
adding hydrogen atoms in accordance with valences. Fur-
ther on the protein was embedded into the aqueous envi-
ronment on the basis of Gromacs program. To take into ac-
count the solvent effects the TIP3P water model (three point 
transferable intermolecular potentials) was used [21]. This 
model has a rigid geometry of 3 atoms, which are placed at 
an angle. Each atom of this model has a certain charge but 
the total charge of the water molecule is equal to zero.

The interaction between nonpolar molecules is de-
scribed according to the pair Lennard-Jones’ potential. 
The parameters for this interaction were obtained by 
reproducing the enthalpy of vaporization and density of 
liquid water at the standard temperature [22]. The TIP3P 
water model is widespread in molecular modeling, be-

cause it allows to obtain suffi ciently accurate results in 
the simulation of the hydrated protein structures.

Figure 3 – Atomic charges of TIP3P water model

As the initial condition, the ligand was located in the 
cavity of the active center of the enzyme. 

The gradient descent methods was used for the ge-
ometry optimization of the structure. The gradient de-
scribes the direction of the maximum increase of the 
function with variables (in this case, the coordinates of 
the atoms in space play the role of variables). Thus, tak-
ing antigradient, it is possible to fi nd the direction of the 
greatest decrease. In case of geometry optimization the 
minimum of the potential energy of the molecular system 
is searched for, which corresponds to the energetically 
most favorable arrangement of atoms in space.

In the next stage  the molecular dynamics simulation 
of the researched system was performed. The duration 
of molecular dynamics simulation was 75 ns and the 
integration step was 1 fs. The temperature control was 
carried out using Berendsen’s algorithm [23] with the 
temperature up to 310 K (Table 1).

Table 1 – Simulation temperature

Time (fs) Temperature (К)
1 0

300000 10
500000 310

As a result of a molecular dynamics, a trajectory of 
the system of «lisinopril-ACE » was obtained. After that 
a comparison of the ligand conformations at different 
points in simulation time with the experimental confor-
mation was made. For this purpose the AutoDockTools 
program [24] was used. It simultaneously displayed two 
locations of lisinopril in the active center of ACE – theo-
retical and experimental (Table 3).

For quantifying the differences of the lisinopril mol-
ecule location in the active center of ACE according to 
the results of simulation from the location known from 
the x-ray analysis results the calculation of the root mean 
square deviation [25] of the ligand relative to the exper-

imental conformation was carried out. Calculating the 
root mean square deviation (RMSD) was made according 
to the equation:

where RMSD is a root mean square deviation, nm; N 
is a number of atoms; ri is a distance between the corre-
sponding atoms i, nm.

Results and discussion. The atomic charges of the 
ligand, calculated on the basis of the density functional 
theory (DFT) method ub3lyp using the basis sets 6-31G* 
and 6-311G**, are presented in Table 2.
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Table 2 – The atomic charges of the lisinopril molecule calculated by the density functional theory method 
ub3lyp using basis sets 6-31G* and 6-311G**

№ Atom Charges 
6-31G*

Charges 
6-311G**

1 O -0.534 -0.412
2 O -0.589 -0.472
3 O -0.601 -0.488
4 O -0.586 -0.470
5 N -0.624 -0.328
6 N -0.434 -0.421
7 N -0.718 -0.320
8 C  0.635  0.467
9 C -0.122 -0.121
10 C  0.509  0.325
11 C -0.016 -0.082
12 C -0.007 -0.014
13 C -0.294 -0.218
14 C -0.304 -0.269
15 C -0.130 -0.012
16 C  0.573  0.361
17 C -0.166 -0.152
18 C -0.102 -0.075
19 C -0.351 -0.244
20 C -0.248 -0.171
21 C -0.287 -0.187
22 C -0.359 -0.201
23 C  0.159 -0.114
24 C -0.180 -0.052
25 C -0.128 -0.088
26 C -0.131 -0.085
27 C -0.128 -0.088
28 C -0.183 -0.054
29 H  0.385  0.277

№ Atom Charges 
6-31G*

Charges 
6-311G**

30 H  0.427  0.303
31 H  0.436  0.311
32 H  0.225  0.187
33 H  0.172  0.152
34 H  0.156  0.141
35 H  0.166  0.134
36 H  0.130  0.100
37 H  0.160  0.130
38 H  0.133  0.108
39 H  0.123  0.094
40 H  0.168  0.134
41 H  0.151  0.112
42 H  0.250  0.183
43 H  0.168  0.132
44 H  0.172  0.139
45 H  0.281  0.222
46 H  0.227  0.185
47 H  0.158  0.115
48 H  0.161  0.133
49 H  0.147  0.120
50 H  0.181  0.144
51 H  0.135  0.089
52 H  0.125  0.082
53 H  0.116  0.077
54 H  0.120  0.079
55 H  0.135  0.085
56 H  0.381  0.264
57 H  0.427  0.302
58 O -0.669 -0.549

Using Bioeurica’ program, in the process of mo-
lecular dynamics simulation, the lisinopril molecule 
was placed into the active center of the ACE. At the 
end of the simulations the trajectory was exported 
and then the comparison between theoretical and 
experimental conformations in the program AutoDo-
ckTools was made. The conformations of lisinopril 
in the active center for charges of atoms, calculated 
using the basis sets 6-31G* and 6-311G**, are shown 
in Table 3.

According to the results of molecular dynamics simu-
lation with the charges corresponding to basis set 6-31G*, 
lisinopril does not lose its conformational stability in the 
active center of the enzyme. At 70.0 ns lisinopril is los-
ing its stable bond with the amino group of lysine Lys-495 
located in the active center of the ACE.  In this case two 

carboxyl groups are attracted to the zinc ion which does 
not correspond to the results of the x-ray analysis. 

When using 6-311G** basis set for the lisinopril 
atomic charges calculation, the carboxyl group located 
near the peptide group of lisinopril binds with the zinc 
ion and the other carboxyl group of lisinopril, which is in 
the ortho-position relatively to the nitrogen atom of the 
heterocycle pyrrolidinone, is connected with the amino-
group of lysine Lys-495. This location of the lisinopril 
molecule in the active site of the ACE corresponds to the 
results of x-ray analysis and the location is retained after 
70.0 ns of molecular dynamics of ACE.

For the obtained results of molecular dynamics sim-
ulation, the root mean square deviation of simulation 
lisinopril conformation, regarding to the experimental 
conformation, was calculated (Table 4).
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Table 3 – Location of the lisinopril molecule in the active center of ACE according to the results 
of molecular dynamics simulation (basis set 6-31G* and basis set 6-311G**) in comparison 

with the experimental results (molecular dynamics               ,  x-ray analysis            )

Time (ns) Basis set 6-31G* Basis set 6-311G**

10.5

20.4

30.3

40.1

50.0

60.5

70.0

70.5
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Table 4 – Root mean square deviation of lisinopril conformation according to the results 
of molecular dynamics simulation regarding to the experimental conformation

Time (ns) Root mean square deviation 
(basis set 6-31G*), nm

Root mean square deviation 
(basis set 6-311G**), nm

10.5 4.584 5.110
20.4 6.625 3.302
30.3 5.779 3.352
40.1 5.651 3.122
50.0 6.047 3.780
60.5 6.284 3.322
70.0 9.893 3.480
70.5 9.703 3.190

Figure 4 (Table 4) shows that the root mean square 
deviation for the basis set 6-31G* beginning with 70.0 ns 
of molecular dynamic simulation makes a sharp increase, 

while the root mean square deviation corresponding to 
the basis set 6-311G** stays is in the range of the tenths 
parts during all time of the simulation.

Figure 4 – Changes of root mean square deviation of lisinopril conformation according to the results 
of molecular dynamics simulation regarding to the experimental conformation

The results of the simulation of lisinopril interac-
tion with the active center of the ACE with the usage of 
atomic charges calculated in different basis sets (basis set 
6-31G* and basis set 6-311G**) were different. Basis set 
6-311G** is more suitable for the calculation of atomic 
charges of the ligand in of molecular dynamics of the 
ACE. In this case, the correct location of lisinopril in the 
active center of ACE retained stable and corresponded to 
the results of the x-ray analysis.

Conclusion. Based on the results of molecular dy-
namics simulation of lisinopril interaction with the en-
zyme active center it can be concluded that the method of 
calculation of atomic charges is an important parameter, 

which should be considered in the studying of substanc-
es interaction with the active center of the enzyme. Pre-
sumably, 6-311G** basis set can be used in this method 
to calculate atomic charges of the molecules, which are 
similar in the chemical structure with lisinopril and the 
ones having a zero charge.

According to the results of the study, a quantum 
chemical method suitable for the calculation of atom-
ic charges of the ligand has been selected, and also the 
methods and parameters of molecular dynamics sim-
ulation allowing to achieve the theoretical playback of 
ligand binding with the active center according to the 
x-ray analysis results.
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