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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ

АПФ — ангиотензинпревращающий фермент

ГАМКБ — рецептор γ-аминомасляной кислоты класса Б

КМ — квантово-механические расчеты

КМ/MM — гибридное квантово-механическое/молекулярно-

механическое моделирование

МД —молекулярная динамика

ПО — программное обеспечение

РСА — рентгено-структурный анализ

ЯМР — ядерно-магнитный резонанс

API — программный интерфейс приложения (англ.

application programming interface)

DFT — теория фукнционала плотности (англ. density

functional theory)

MHP — молекулярный гидрофобный потенциал (англ.

molecular hydrophobicity potential)

PDB — Protein Data Bank, банк данных пространственных

структур биомолекул

RMSD — среднеквадратичное отклонение позиций атомов (ан-

гл. root-mean-square deviation of atomic positions)

MPI — интерфейс передачи сообщений между программами

(англ. message passing interface)
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ВВЕДЕНИЕ

1. Актуальность

Тромбин — ключевой фермент каскада свертывания кро-

ви, что делает его привлекательной фармакологической мише-

нью как для академических исследователей, так и для предста-

вителей фармацевтической индустрии. На сегодняшний день

накопленпоражающийвоображение объембиохимических, ге-

нетических и структурных данных, демонстрирующий связь

тромбина не только с гемостазом, но и с регуляцией воспаления

и регенерации. Все это делает тромбин, упомянутый более чем

в 50 000 статей в базе данных PubMed, одним из самых исследо-

ванных ферментов. Что, тем не менее, не означает, что мы во

всех деталях понимаем все аспекты его работы. Одним из таких

белых пятен является механизм катион-зависимой активации

тромбина. В отличие от большинства представителей семей-

ства химотрипсиновых протеаз, активность тромбина зависит

от присутствия ионов натрия — Na+. Причем появление катио-

на в натрий-связывающем сайте затрагивает как кинетику фер-

мента, увеличивая скорость реакции расщепления белковых и

пептидных субстратов почтинапорядок, так и субстратную спе-

цифичность. Более того, из-за весьма умеренной степени срод-

ства белкакнатрию, прифизиологических условиях только 60%

белка находится в активной “быстрой” форме. Остальные же
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40%, как считается, находятся в “медленной” форме, проявляю-

щей антикоагулянтную активность. Таким образом, детальное

понимание особенностей обеихформимеханизмов переключе-

ния между ними может быть использовано при создании анти-

коагулянтных препаратов нового поколения.

2. Цели и задачи

Целью данной работы является выявление атомистиче-

ских деталей механизма влияния катиона натрия на фермента-

тивную активность тромбина.

Для достижения обозначенной цели необходимо решить

следующие задачи:

• Проанализировать структуры человеческого тромбина, до-

ступные в банке структур биомолекул PDB, и выделить

структурныйпризнак, характерныйдля быстройимедлен-

ных форм фермента;

• С помощьюметодов молекулярного моделирования проде-

монстрировать влияние катиона натрия на поведение об-

наруженного признака;

• Продемонстрировать, что переход между формами также

вызывает изменение субстратной специфичности фермен-

та.

3. Научная новизна

В данной работе впервые произведен автоматический кла-

стерный анализ всех структур человеческого тромбина, до-



8

ступных в банке данных PDB. Полученный результат позво-

лил сформулировать гипотезу о наличии ранее не наблюдав-

шейся водородной связи в активном центре фермента. Для

проверки данной гипотезы были специально разработаны ин-

струменты, использующие различные методы молекулярно-

го моделирования: от мультиуровнего гибридного квантово-

механического/молекулярно-механического, до пептидного до-

кинга. Все инструменты исходно разрабатывались из соображе-

ний оптимизации для работы в массивно-параллельном супер-

компьютерном окружении.

С помощью разработанных инструментов удалось про-

демонстрировать наличие ингибирующей водородной связи

Ser195 OG — Ser214 O в активном центре фермента, отсутству-

ющей в системе с катионом натрия. Продемонстрирована роль

сети молекул воды, соединенных водородными связями, в пере-

даче структурирующего сигнала от натрий-связывающего кар-

мана к активному центру фермента.

Наконец, с помощью моделирования молекулярного до-

кинга комбинаторных пептидных библиотек, продемонстриро-

вано, что появление ингибирующей водородной связи также

кардинальнымобразомизменяет профиль специфичностифер-

мента.

Таким образом, совокупность наблюдений, сделанных в

ходе вычислительных экспериментов, позволяет расширить

представление о медленной форме тромбина, добавив к нему
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новое состояние, обладающее характерной ингибирующей во-

дородной связью.

4. Практическая значимость

Данные о новой медленной форме тромбина могут быть

использованы при разработке про- или антикоагулянтных пре-

паратов, действие которых будет основано на целенаправлен-

ном воздействии на ингибирующую водородную связь. Такие

молекулы должны будут избирательно связываться с медлен-

нойформой тромбинаификсировать внейбелок, либочерез ал-

лостерические взаимодействия нарушать сеть водородных свя-

зей между натрий-связывающим сайтом и активным центром.

5. Положения, выносимые на защиту

1. Новая реализация непараметрического алгоритма кла-

стеризации Affinity Propagation, оптимизированная для струк-

тур биомолекул, позволяет выявлять биологически релевант-

ные кластеры.

2. Сравнение кластеров, полученных из 400 записей тром-

бина в банке структур PDB, выявило возможность существова-

ния ранее не описанной ингибирующей водородной связи меж-

ду Oγкаталитического Ser195 и остовным кислородом Ser214.

3. С помощью нового пакета для гибридного КМ/ММ моде-

лирования продемонстрировано влияние наличия иона Na+ на

образование ингибирующей водородной связи. Дополнитель-

ный энергетический барьер для переключения ингибирующей
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водородной связи в присутствии пептидного субстрата состав-

ляет ~0.8 ккал/моль, что соответствует экспериментальнымдан-

ным о замедлении реакции в 3-10 раз.

4. Предложенный метод ранжирования аффинности биб-

лиотек пептидов к белковым мишеням позволяет идентифици-

ровать новые биоактивные пептиды.

5. Образование ингибирующей водородной связи изменяет

субстратную специфичность тромбина.

6. Личный вклад автора

Личный вклад автора заключается в разработке инстру-

ментов для биоинформатического анализа пространственных

структур и гибридного квантово-механического/молекулярно-

механического моделирования тромбина, биологической ин-

терпретации полученных результатов, представлении резуль-

татов на научных конференциях, публикации в рецензируемых

научных журналах.

7. Степень разработанности темы

С момента открытия феномена зависимости активности

тромбина от концентрации катионов натрия, в этой области

было напечатано большое экспериментальных и теоретиче-

ских работ, получено много качественных структурных дан-

ных. Наибольший вклад в описание особенностей отличия

быстрой и медленной форм тромбина внесли профессора E. Di

Ceraи J.Huntington. Большоеколичествокристаллографических
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данных получено группами V. De Filippis, E. Di Cera, J. Huntington,

G. Klebe.

В область разработки быстрых квантово-химических мето-

дов большой вклад внесли профессора J. Stewart и S. Grimme.

8. Степень достоверности данных

Данные, представленные в работе, получены с исполь-

зованием современных вычислительных методик. Результаты

воспроизводимы, исходные коды разработанных инструментов

опубликованы. Обзор литературы и обсуждение подготовлены

с использованием актуальной литературы.

9. Публикации по теме диссертации

По материалам диссертации опубликовано 5 статей в ре-

цензируемых журналах, индексируемых в наукометрических

базах данных Web of Science или Scopus.

10. Апробация результатов

Результаты диссертационной работы были представле-

ны на международных конференциях: 12th INTERNATIONAL

CONFERENCE “BIOCATALYSIS. FUNDAMENTALS & APPLICATIONS”

(Россия, теплоход Леонид Соболев, 2019), Russian Supercomputing

Days (Россия, Москва, 2018), Информационные технологии и си-

стемы (ИТиС-1́8) (Россия, Казань, 2018), Bioinformatics of Genome

Regulation and Structure/BGRS-2016 (Россия, Новосибирск, 2016).
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11. Структура диссертации

Диссертационная работа состоит из введения, обзора лите-

ратуры, методов и материалов исследования, полученных ре-

зультатов и их обсуждения, выводов и списка цитируемой ли-

тературы. Работа изложена на 125 страницах, иллюстрирована

32 рисунками и 5 таблицами. Список цитируемой литературы

включает 145 наименований.
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ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1. Тромбин

Система свертывания крови является одним из результа-

тов эволюции системыкомплeментаииммунного ответа и важ-

ным элементом защитного комплекса организма [1]. Ключевым

ферментомкаскада свертываниякрови является сериноваяпро-

теаза — тромбин [2] (Рис. 1). Тромбин образуется из неактив-

ного предшественника — протромбина в результате протеоли-

тического расщепления [3], при этом в качестве интермедиатов

могут образовываться мейзотромбин [4], претромбин-1 [5] или

претромбин-2 [6].

Тромбин — глобулярный белок, состоящий из двух цепей

— “легкой” и “тяжелой” (36 и 259 аминокислотных остатков,

соответственно), соединенных дисульфидныммостиком между

аминокислотными остатками Cys1 “легкой” и Cys122 “тяжелой”.

1.1. Механизм катализа тромбина

Активный центр фермента представлен канонической ка-

талитической триадой — His57, Asp102, Ser195 [3]. Весь катали-

тический акт гидролиза пептидной делится на две стадии: аци-

лирование и деацилирование (Рис. 2). Во время первой стадии

происходит перенос протона с каталитического серина на ги-

стидин с образованиемнуклеофила, который затем атакует кар-

бонильный углерод разрываемой пептидной связи. В результа-
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Рисунок 1. Cхема каскада свертывания крови человека [7].

те образуется ковалентный коньюгат, а уходящая группа захва-

тывает протон с гистидина. Во время второй стадии нуклеофи-

ломвыступаетмолекула воды, анапоследнемшаге каталитиче-

ский серинвозвращает себе протон с гистидина [8]. Несмотряна

то, что основные событияпроисходятмежду сериноми гистиди-

ном, аспартат также является участником триады, он образует

низкобарьерную водородную связь с гистидином, что приводит

к сдвигу pKa гистидина, позволяя ему принимать дополнитель-

ный протон с серина [9,10].

В непосредственной близости от активного центра так-

же расположены области, участвующие в связывании субстра-

та и его расщеплении (Рис. 4). Первая из них — оксианион-

ный центр, сформированный остовными атомами азота остат-
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Рисунок 2. Схема механизма катализа сериновых протеаз.
Воспроизведено из Chem. Rev.2002, 102, 12, 4501-4524 [8].

©American Chemical Society (2019).

ков Ser195 и Gly193 и стабилизирующий переходное состояние

в ходе протеолитического расщепления субстрата. Вторая — S1

карман специфичности, расположенный между 180-й и 220-й

петлями. В глубине этого кармана расположен Asp189, образу-

ющий солевой мостик с P1 остатком аргинина субстрата. Гид-

рофобный карман S2, сформированный остатками 60й петли:

Tyr60A, Pro60B, Pro60C, Trp60D, имеет сродство к небольшой гид-

рофобной боковой цепи остатка в позиции P2 (Рис. 3). Арил-

связывающий сайт, образованный остатками Leu99, Ile174 и

Trp215, взаимодействуют с ароматическими и гидрофобными

остатками в позиции P4, в то время как остаток субстрата в по-

зиции P3 обращен кнаружи от поверхности белка.

На поверхности глобулы тромбина также находятся две по-

ложительно заряженные области связывания с лигандами: эк-

зосайты I и II. Экзосайт I расположен в области 70-й петли и, в

дополнение к заряду, имеет гидрофобный характер. Его назна-

чение— связывание и ориентация фибриногена, основного суб-
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Рисунок 3. Расположение субстрат связывающих карманов S1 и
S2. Сферами отмечены атомы радикалов аминокислот,

формирующих карман S2. Пунктирными линиями отмечены
водородные связи. Символом * отмечен атакуемый атом

субстрата.

страта тромбина, участвующего в формировании тромба [11].

Помимо фибриногена, по этому же экзосайту связывается тром-

бомодулин — мембранный белок, рецептор тромбина, который

в составе комплекса с тромбином также участвует в каскаде

свертывания крови, активируя протеин C [12]. Кроменего, по эк-

зосайту I связывается природный пептидный ингибитор — ги-

рудин [13], выделенный из секрета медицинской пиявкиHirudo

medicinalis, и протеазо-активируемый рецептор 1 (PAR 1) [14]. Эк-

зосайт II, расположенный на противоположной стороне белка,

включает в себяC-терминальнуюальфа-спиральиокружающие

ее остатки 99-й и 170-й петель. Он имеет более основную при-

роду и взаимодействует с полианионными лигандами, такими
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как гепарин — серосодержащий гликозаминогликан, использу-

емый как прямой антикогулянт, и другие гликозоаминоглика-

ны [15].

В структуре белка выделяется несколько петель, располо-

женных в непосредственной близости от активного центра фер-

мента: 37-я, 60-я, 99-я и 148-я — считается, что они участвуют во

взаимодействии с субстратами, а последняя также выполняет

роль ауторегуляторного сайта [16].

1.2. Катион-зависимая активация

Помимо упомянутых сайтов, большое значение имеет сайт

связывания Na+, образованный 180-й и 220-й петлями и участ-

вующий в регуляции активности фермента. Катион Na+ в нем

координируется октаэдрически: карбонильными атомами кис-

лорода остатков Arg221A и Lys224, четырьмя молекулами воды,

ориентированными боковыми цепями Asp189 и Asp221, и остов-

ными атомами Gly223 и Tyr184A. Na+-свободный тромбин имеет

низкую активность по отношению к некоторым хромогенным

субстратам in vitro. Связывание натрия повышает протеолити-

ческую активность тромбина приблизительно в 10 раз [17].

Натрий-свободныйтромбин существует в равновесиимеж-

ду двумя формами, одна из которых не способна к дальнейшему

связываниюкатиона, а такженекоторыхингибиторовпо актив-

ному сайту и пептидов по экзосайту I. Вторая форма способна к

связыванию катиона и упомянутых лигандов. Ниже приведена
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схема, отражающая равновесие между формами in vivo: [18]

E∗ ⇌ E ⇌ E : Na+ (1)

где E∗ — форма, не способная к связыванию натрия, E —

медленная форма, способная к связыванию лигандов, E :

Na+ — быстрая форма, стабилизированная катионом

При этом “E∗” форма представляет собой ансамбль различ-

ных конформаций, в отличие от двух других, имеющих “жест-

кую” структуру и практически не отличающихся между собой

[19].

Рисунок 4. Топология тромбина. Молекула тромбина
изображена в стандартной ориентации Бодэ (Bode) [20]. Петли
изображены в упрощенном виде и выделены темным цветом.

Отсутствующие остатки 148-й петли изображены
окружностями в нижней части рисунка.
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Считается [19], что представителями “E” формы Na-

свободных структур являются записи PDB 1SGI [21] и 1HXF [22],

а “E∗” форма представлена записями 1RD3 [23], 2AFQ [24] и

2GP9 [25]. При этом к ключевым событиям, происходящим при

связывании иона натрия, относят непосредственно изменение

положения остатков в натрий-связывающем кармане [3], а

также переориентацию ароматических остатков, в частности

Trp215 в карманах S2 и S3, что существенно уменьшает раз-

мер полости активного центра [26]. Выделяют также и менее

амплитудные изменения, затрагивающие остатки Asp189 и

Glu192, отвечающие за специфичность в S1 и S1/S2 положениях

соответственно [3]. Другие структуры, относящиеся к E и E*

формам, преимущественно представлены мутантами, напри-

мер D102N или D189A, и демонстрируют более существенные

изменения структуры. Например, в случае D189A, происходит

коллапс S1 субстрат-связывающего кармана, что приводит к

невозможности продуктивного связывания субстрата [27]. В

случае мутанта D102N по каталитическому аспартату, Trp215

занимает полость активного центра, Arg221a смещается более

чем на 10Å, а Arg187 проникает внутрь натрий-связывающего

сайта и занимает его место [25]. В целом же, изменения, со-

пряженные со связыванием натрия, обычно характеризуют

как “затвердевание” структуры. Соответственно, все структуры

быстрой формы должны быть достаточно однообразны. Мед-

ленная форма, по всей видимости, представлена ансамблем
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конфигураций, которые составляют сложный конформаци-

онный ландшафт и находятся в динамическом равновесии.

При этом они могут сочетать уже описанные особенности, но,

возможно, иметь и уникальные, еще не описанные [28].

В Protein Data Bank [29] находится более 400 записей, содер-

жащих трехмерные структуры человеческих тромбина и про-

тромбина. Такому пристальному вниманию со стороны иссле-

дователей тромбин обязан своей клинической значимостью:

тромбин не только является ключевой точкой каскада сверты-

вания крови [3], но и важным элементом регуляции процессов

воспаления [30] и регенерации [31], в том числе при травмах

головного мозга [32]. Такое огромное функциональное разнооб-

разие делает его популярной фармакологической мишенью для

разработки как ингибиторов — антикоагулянтов, так и актива-

торов — прокоагулянтов, а также тестовых систем активности

тромбина (например, для детекции внутренних кровотечений)

самых различных конструкций. На сегодняшний день многооб-

разие антикоагулянтов покрывает практически все классы ве-

ществ: от малых молекул до пептидов и даже нуклеиновых кис-

лот [33, 34]. В свою очередь, сенсоры и системы in vivo визуали-

зации тромбина используют весь доступный арсенал физико-

химических методов: от ультрачувствительных флюоресцент-

ных методов [35,36], до электро-химических сенсоров на основе

углеродных нанотрубок или графена [36].

Тем не менее, такое обилие структурной информации, на-
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копленной за несколько десятилетий, требует классификациии

систематизации. Последний максимально полный разбор этого

многообразия был предпринят в 2008 году профессором Ди Сера

(Di Cera), соавтором более пятидесяти из обсуждаемых структур

[3]. Однако информация продолжает накапливаться и новые по-

пытки систематизации не могут опираться только на эксперт-

ное знание. А потому они требуют применения новых вычис-

лительных подходов, которые, возможно, помогут обнаружить

особенности структур, ранее не замеченные исследователями.

2. Кластеризация

Одним из таких подходов является кластерный анализ. В

его задачи входят [37]:

• группировка объектов на основе некоторой выбраннойме-

ры сродства (метрики);

• поиск новизны, то есть объектов, которые нельзя присо-

единить ни к одной из существующих групп.

Применение кластерного анализа к существующим струк-

турным данным тромбина, в перспективе, может позволить вы-

брать из большого количества трехмерных структур небольшое

подмножество, которое будет описывать основные конформа-

ции белка. Подобный набор структур, в свою очередь, может

быть использован для оптимизации процесса разработки ле-

карственных препаратов при помощи интенсивного использо-

вания вычислительных методов, таких как молекулярный до-
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кинг и моделирование молекулярной динамики.

2.1. Метрика сходства

Кластерный анализ строится на предположении, что, имея

некоторую метрику, описывающую меру сродства двух струк-

тур, и применяя специальные алгоритмы, можно разделить

множество объектов на набор подмножеств [38] объектов, схо-

жих с друг с другом в терминах выбранной метрики. Поэтому

выбор метрики, равно как и алгоритма, имеет решающее зна-

чение для получения корректных результатов.

Одной из наиболее широко используемых метрик в струк-

турной биоинформатике является RMSD— среднеквадратичное

отклонение [39], рассчитываемое согласно выражению (Выра-

жение 2). В случае белков, чаще всего используют значение

RMSD, вычисленное по Cαатомам, значительно реже — по ато-

мам остова (N, C, Cα, и иногда — O) [40] :

RMSD = 2

√√√√ 1

N

N∑
i=1

δ2 (2)

где δ — расстояние между парой эквивалентных атомов, N

— количество атомов.

Однако повсеместное использование этой метрики сопря-

жено с рядом нюансов: зачастую авторы, подразумевая Cα, не

указывают, по какому набору атомов или при помощи какого

инструмента вычислялось значение. Оба этих нюанса имеют

определяющее значение: у структур с одинаковым ходом осто-
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ва могут сильно отличаться конформации боковых цепей, а для

выравнивая трехмерных структур существует целый ряд алго-

ритмов [41,42], результаты работы которых могут отличаться.

К недостаткамRMSDчасто относят то, что оно чувствитель-

но к незначительнымотклонениямпозиций атомов, например,

наличие подвижных петель нередко приводит к большим зна-

чениям. Это является существенным недостатком при решении

стандартных задач поиска близких структур в массиве разно-

родных объектов: при анализе фолдинга белков и нуклеино-

вых кислот, при поиске белков с одинаковыми структурными

мотивами и т.д. [43]. Для преодоления этой особенности было

разработано большое количество различных метрик: GDT [44],

TM-Score [45], MaxSub [46] и другие. Как правило, для устране-

ния влияния небольших отклонений, они используют сравне-

ние только по опорным атомам, например Cα, а также применя-

ют большое количество нормировочных параметров, чтобы ни-

велировать эффекты различной длины последовательностей,

атомной массы и общего размера, определяемого гидродинами-

ческим радиусом (или радиусом гирации).

2.2. Алгоритмы кластеризации

Вторымважнымшагомприкластеризацииявляется выбор

подходящего алгоритма. Ранее, для решения подобного рода за-

дач, возникающих, например, в ходе фолдинга белков, приме-

нялись разнообразные алгоритмы, от K-средних [47], до различ-
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ных вариантов иерархических алгоритмов [48].

Однако эти подходы подразумевают, что исходно имеется

представление о структуре данных: количестве групп, их раз-

мерах, гипотетических центрах кластеров и т.д., либо же они

требуют подбора параметров, которые порой связаны с данны-

ми весьма косвенным образом или же просто подбираются эм-

пирически. К тому же некоторые алгоритмы, например алго-

ритм K-средних, зависят от выбора стартовых параметров, по-

этому для достижения качественного результата необходимо

производить множество запусков со случайной инициализаци-

ей и последующим отбором консенсусных результатов. При ис-

пользовании иерархических методов кластеризации неизбеж-

но возникает необходимость разбиения дерева на отдельные

кластеры. Разбиения на основе предварительно заданных абсо-

лютных длин ветвей или количества объектов в кластере часто

не учитывают внутреннюю структуру кластеров, которыемогут

сильноразличаться в случае работы с биологическимиобъекта-

ми [49].

Альтернативой могут служить непараметрические алго-

ритмы [50, 51] В этом случае, полученный результат зависит

только от самих данных.

3. Гибридные КМ/ММ вычисления

В данном разделе используются материалы из [52].

Кластерный анализ сам по себе вряд ли сможет перевер-
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нутьили хотя бы существенноизменитьпредставления о струк-

турных особенностях тромбина. Тем не менее, он способен

предоставить максимально релевантные стартовые точки для

методовмолекулярного моделирования. Например, гибридного

квантово-механического/молекулярно-механического (КМ/ММ)

моделирования.

ГибридноеКМ/ММмоделирование былопредложенов 1976

году [53], но лишь недавно стало активно использоваться для

моделирования молекулярной динамики (МД), став популяр-

ным инструментом для изучения биомолекулярных систем. Со-

четание принципиально разных подходов к моделированию

биомолекул, основанных на разных физических моделях, мо-

жет происходить разными способами, но одной из самых попу-

лярных и технически простых схем является ONIOM.

В рамках подхода ONIOM [54] можно разделить систе-

му на несколько слоев с независимым описанием взаимодей-

ствий внутри индивидуального слоя. В случае КМ/ММ гради-

енты силы сначала оцениваются для изолированной квантово-

механической (КМ) подсистемы с использованием выбранной

полуэмпирической или ab initioмодели. Затем градиентыипол-

ная потенциальная энергия системы рассчитываются с исполь-

зованием соответствующего силового поляММи добавляются к

полученным для изолированной подсистемы КМ. Наконец, что-

бы избежать дублирования вклада от подсистемы КМ, выпол-

няется расчет молекулярной механики для изолированной об-
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ласти КМ, и результат вычитается из общей суммы (Выраже-

ние 3):

Etot = EQM
I + EMM

I+II − EMM
I (3)

где индексы I и II относятся к подсистемам КМ и ММ соот-

ветственно. Верхние индексы указывают на каком уровне

теории рассчитываются энергии.

Физическое разделение между системами достигается вве-

дением связующих атомов (LA), которые представлены в виде

водородов в квантовой части и не вносят дополнительных вза-

имодействий в механическую часть [55].

Сегодня с помощью методов мультимасштабного модели-

рования можно изучать поведение биомолекул на временных

масштабах нано- и даже миллисекунд, где тепловое движение

можетвнести существенныйвклад в химическуюреактивность

и конформационное пространство системы [56]. Дополнитель-

ный импульс развитию гибридных приложений КМ/ММ в ис-

следованиях биосистем дал Паринелло (Parinello) и его колле-

ги, которые разработали метод под названием“метадинамика”

[57–59]. Этот метод позволяет сканировать конформационное

пространство биомолекулярных систем в поисках редких собы-

тий, таких как реакции, катализируемые ферментами [60].

Как правило, при моделировании ферментативных реак-

ций с использованием метадинамики, квантовая подсистема
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включает десятки (реже сотни) атомов, и для моделирования

теплового движения системы могут быть сделаны сотни тысяч

шагов расчета энергетических градиентов и оптимизации гео-

метрии. Это требует значительных вычислительных ресурсов

даже при использовании относительно дешевых методов кван-

товой механики (КМ), что накладывает ограничение на приме-

нимость различных инструментов.

Поэтому такие методы, как полуэмпирические квантово-

механические методы семейства PM (PM3, PM6, PM6-D3H4 с по-

правками для водородной связи и др.), реализованные в пакете

MOPAC2012 и позволяющие с приемлемой точностьюмоделиро-

вать большой набор элементов и соединений разной химиче-

ской природы [61], выглядят чрезвычайно привлекательно для

данной задачи. В то же время существуют и более сложные ме-

тоды, основанные на упрощенных модификациях теории функ-

ционала плотности (DFT — density functional theory). Например,

метод DFTB3, реализованный для наиболее распространенных

в биомолекулах элементов C, H, N, O и P, превосходит методы

PM6 по точности оценки энергий водородных связей [62] и вза-

имодействий с участием протонов. Другим представителем это-

го класса является новое семейство методов общего назначе-

ния GFN-xTB, оптимизированных для корректного воспроизве-

дения геометрий, колебательныхсвойств, а также энергийнеко-

валентных взаимодействий [63, 64]. Благодаря набору оптими-

заций, профессору Гримме (Grimme) и коллегам удалось создать
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быстрый квантово-химический метод, покрывающий большую

часть периодической таблицы и лишенный необходимости па-

раметризации попарных взаимодействий элементов, как это

реализовано в DFTB3. Отличительной особенностью GFN2-xTB в

семейстеметодовGFN-xTB являетсяиспользование анизотропи-

ческой модели электростатических взаимодействий, что долж-

но существенно улучшить энергии нековалентных взаимодей-

ствий, в частности, водородных связей и сольватации ионов

[63,64].

Оптимизация вычислительных инструментов для КМ/ММ

моделирования является ключевым фактором, влияющим на

прогресс в разработке новыхферментов и других биополимеров

с желаемыми свойствами.

Сегодня существуетмножествопрограммныхпакетов, при-

меняемых для такого гибридного мультиуровнего моделиро-

вания. Популярный программный пакет для моделирования

биомолекул GROMACS [65] обладает интерфейсом КМ/ММ для

нескольких программных инструментов квантовой химии. Су-

щественнымнедостаткомисходной реализацииинтерфейса яв-

ляется то, что обмен данными между программами происходит

через файловую систему. Это накладывает существенное огра-

ничение на производительность при использовании в кластер-

ных вычислительных системах с распределенной средой хране-

ния [66].
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4. Субстратная специфичность

Будучи чрезвычайно мощным инструментом, КМ/ММ рас-

четы способны предоставить недоступную ранее детализацию

процессов, происходящих в активном центре фермента. Однако

они, как правило, не могут ответить на вопросы о том, как ис-

ходно формируется фермент-субстратный комплекс. А этот про-

цесс также может таить в себе много загадок. В частности, неко-

торые субстраты имеют несколько вариантов связывания в ак-

тивном центре, и их учет может чрезвычайно сильно услож-

нить общепринятые кинетические схемы, описывающие пове-

дение ферментов [60,67].

Например, одной из особенностей быстрой и медленной

форм тромбина считается изменение субстратной специфично-

сти фермента — медленная имеет большее сродство к белку C,

демонстрируя прокоагулянтное поведение, в то время как быст-

рая — к фибриногену, выполняя антикоагулянтную функцию

[3]. При этом сами сайты расщепления чрезвычайно похожи.

4.1. Предсказание субстратной специфичности

На сегодняшний день наиболее эффективными и продук-

тивными способамиизучения субстратной специфичностипро-

теаз остаются комбинаторные библиотеки пептидов, получае-

мых синтетически [68], генерируемых при помощи технологии

фагового дисплея [69], встроенных в конструкции с сигнальны-

ми пептидами [70] или генетическими конструкциями, акти-
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вируемыми после актов протеолиза [71]. Однако у эксперимен-

тальных методов есть целый ряд недостатков: сложно обеспе-

чить равномерную представленность всех объектов из библио-

теки; поведение пептидов в составе белка и в изолированном

виде может существенно различаться; необходимо получения

эффективной системы синтеза активной формы протеазы; огра-

ниченность воспроизводимого диапазона условий (например

диапазон pH). Что в целом осложняет их массовое применение.

Вычислительные подходы, как правило, опираются на

предварительные экспериментальные данные [72] или эксперт-

ное мнение [73].

Подходы без использования априорного знания о свой-

ствахмишени (или ab initio), основанныхисключительнонамо-

делировании молекулярного докинга, встречается чрезвычай-

но редко [74].

4.2. Докинг пептидов

В данном разделе используются материалы из [75].

Вычислительные методы представляют собой экономиче-

ски эффективный инструмент для высокопроизводительного

скрининга пептидных библиотек [76], среди которых подход

виртуального скрининга на основе докинга является наиболее

широко используемым [77]. Однако у него есть ряд ограниче-

ний. Из-за большого количества торсионных углов, перебор все-

го пространства конформаций пептидов невозможен. Поэтому
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на практике, особенно в контексте комбинаторных библиотек,

пределом для современных инструментов являются тетрапеп-

тиды [78]. Аккуратный докинг более длинных пептидов явля-

ется существенно более вычислительно затратной операцией,

нередко требующей применения методов моделирования моле-

кулярной динамики [79].

Другой значимой проблемой являются недостатки совре-

менных методов оценки качества полученных комплексов

[80]. Для простоты вычисления, функции скоринга аффинности

обычно являются оценочными, а не производят точного вычис-

ления энергии связывания, что приводит к неточностям в ран-

жировании результатов [81]. Причина снова кроется в большой

вычислительной стоимости данных методов, например, мета-

динамики с использованием вороночного потенциала [82]. Для

облегчения скрининга больших молекулярных библиотек ча-

сто используется многоуровневая схема оценки, в которой в

качестве быстрого фильтра библиотеки используется простая

функция оценки, а более точнаяи вычислительно дорогаяфунк-

ция оценки применяется для пересчета верхних попаданий для

получения окончательного результата. Соответственно, на раз-

ных уровнях могут использоваться самые разные методы. На-

пример, методы MM/PBSA и MM/GBSA, позволяющие на основе

данных коротких траекторий, полученных методами молеку-

лярноймеханики, оценить вклад энергии сольватациив общую

энергию связывания лиганда [83,84]. Также применяются мето-
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ды, основанные на машинном обучении [85, 86] и метрики, вы-

числяющие консесуное решение из набора отдельных предска-

заний [87].

Надо отметить, что в зависимости от природы исходной

функции, некоторые из них могут улучшены. Одна из возмож-

ных стратегий — более аккуратный учет гидрофобных взаимо-

действий, например, с помощью техникимолекулярного гидро-

фобного потенциала (MHP — molecular hydrophobicity potential)

[88]. Другая интересная стратегия — учет информации всего ан-

самбля поз конкретного лиганда или даже всей библиотеки как

в случае протокола RosettaLigandEnsemble, который основыва-

ется на предположении, что в серии малых молекул с общим

химическим скелетом он должен быть расположен в сайте свя-

зывания идентичным образом [89].

Такимобразом, методымолекулярного докингамогут быть

ценным источником информации о субстратной специфично-

сти.
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МАТЕРИАЛЫ ИМЕТОДЫ

1. Кластеризация структур тромбина

1.1. Подготовка структур

Из банка данных структур биомолекул PDB (по состоянию

на 01.05.2019 г.) было получено 400 записей, содержащих чело-

веческие тромбин и про- и претромбин. Одна из них, 3HTC [90],

была исключена из рассмотрения, так как содержала только

Cα атомы.

Все атомы, не относящиеся непосредственно к тромбину

были удалены, а записи, содержащие более одной молекулы

белка, были разделены на части так, чтобы каждая содержала

ровно одну молекулу. При этом имена новых файлов соответ-

ствуют формату XXXX_CC, где XXXX—идентификатор в базе дан-

ных PDB (PDB ID) исходной записи, а CC — идентификаторы це-

пей, попавших в этот файл. В результате было получено 462 ин-

дивидуальные структуры.

В случае наличия в PDB альтернативных позиций атомов

(alternative locations), использовались позиции с индексом “A”.

Все операции по подготовке структур были выполнены при по-

мощи cкриптов на языкe программирования Python с использо-

ванием библиотеки ProDy [91]
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2. Расчет RMSD

Попарные полноатомные значения RMSD по тяжелым ато-

мам (N, C, O, S) были посчитаны при помощи утилитыMimiqa из

пакета ProFASI [92]. Mimiqa сопоставляет последовательности и

структуры белков, и на выходе предоставляет значение RMSD и

список соответствия атомов двух поданных на вход структур.

Так как каждое вычисление независимо от остальных, рас-

чет был оптимизирован за счет применения параллельных вы-

числений при помощи утилиты GNU Parallel [93]. Это позволило

существенно уменьшить время вычислений.

2.1. Кластеризация

Матрица сходства S была рассчитана согласно (Выраже-

ние 4):

Si,j = −1 ∗RMSDi,j (4)

где RMSD(i, j) — ранее рассчитанное значение RMSD для

пары структур i, j

Последняя часть выражения (4) всегда ≥ 1, таким образом

накладывается штраф на плохо выровненные структуры.

Для кластеризации использовалась реализация алгоритма

Affinity Propagation [94] из пакета Scikit [95]. При этом значе-

ния предпочтений (preference), влияющие на возможность точ-

ки стать центром кластера, были поставлены в зависимость от

разрешения структур согласно (Выражение 7):
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P0 = median(S) (5)

Pi = P0 ∗
⟨

min(len(i), len(j))
len(match(i, j))

⟩
(6)

где P0 — базовое значение, рассчитанное из (Выраже-

ние 5), len(i), len(j) — длины соответствующих структур,

len(match(i, j)) — количество совпавших атомов согласно

выдаче Mimiqa

Pi = Pi ∗
resolution(i)

min(resolution(all)) (7)

где resolution(i)— разрешение структуры i, min(resolution(all)

— минимальное разрешение среди всех структур в выбор-

ке.

таким образом, структуры с лучшим (меньшим) разреше-

нием более вероятно станут центрами кластеров.

Силуэты кластеров рассчитывались при помощи инстру-

ментов silhouette_score и silhouette_samples, а также из паке-

та Scikit [95]. Иерархическая кластеризация центров кластеров

производилась с помощьюинструмента AgglomerativeClustering

методом полной связности на основе матрицы расстояний,

сконструированной на базе соответствующих значений RMSD.
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3. Гибридное КМ/ММ моделирование

3.1. Подготовка тромбина для КМ/ММ моделирования

Структуры для моделирования были подготовлены на ос-

нове модели 1SG8_AB. Был сохранен ион натрия в натрий-

связывающем центре, 22 молекулы воды, присутствующие в

кристалле и располагающиеся между катионом натрия и ак-

тивным центром. Также были сохранены все молекулы воды

на расстоянии не более 3.5Å от белка. Недостающие фрагмен-

ты (фрагменты легкой и тяжелой цепей: N и C концы, 148-я

петля, недостающие радикалы) были восстановлены на осно-

ве структуры 1DX5. Структуры располагались в ячейке, соответ-

ствующего размера так, чтобы расстояние до границы ячейки

составляло не менее 15Å. Ячейка заполнялась явно заданным

растворителем TIP3P (для упрощения последующего выделения

квантово-механической системы). Катионы Na+ помещались в

ячейку случайным образом в концентрации 150мМ. Для ней-

трализации заряда системы, аналогичным образом добавляли

необходимое количество анионов. Минимизация энергии про-

изводилась с использованием алгоритма наискорейшего спус-

ка до значения силы не более 1000 кДж/моль/нм. В заверше-

ние подготовки структур производилась оптимизация контак-

тов с растворителем в течение 100п с молекулярной динами-

ки 300K с ограничением подвижности атомов белка и кристал-

лической воды. Моделирование молекулярной динамики про-

водили в силовом поле amber99sb-star-ildnp c поправками для
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торсионных углов радикалов аминокислот [96], остатков про-

лина [97] и альфа-спиралей [98].Шаг интегрирования составлял

2 фс. При расчете электростатических взаимодействий исполь-

зовался метод суммирования по Эвальду (Particle Mesh Ewald,

PME), утряска воды—по алгоритму LINCS. Все расчетывыполня-

лись с помощью пакета GROMACS [99]. Вычисления траекторий

молекулярной динамики осуществлялись на суперкомпьютере

“Ломоносов-2”.

3.2. КМ/ММ моделирование тромбина в GROMACS/DFTB3

В квантовую систему выделялись остатки активного цен-

тра, фрагменты аминокислот, участвующих в координации на-

трия, и молекул воды. Всего в квантовую систему было включе-

но 466 атомов. КМ/ММдинамикарассчитывалась спомощьюпа-

кета GROMACS/DFTB3.Шаг интегрирования примоделировании

реакций составлял 0.2 фс. Предварительноперед любымКМ/ММ

моделированием проводилась минимизация энергии методом

сопряженных градиентов до достижения значения максималь-

ной силы не более 1000 кДж/моль/нм.

Длина траектории составляла 2.54 пс. Суммарно было про-

ведено 28 независимых запусков для систем с ионом и без. Ре-

конструкция профиля свободной энергии осуществлялась с ис-

пользованием смешанных гауссовских моделей в пакете Scikit

[100]. Количество ядер выбиралось по минимуму значения ин-

формационного критерия Акаике.
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3.3. КМ/ММ моделирование в GROMACS/MOPAC2012

В данном разделе использованы материалы из [52].

Среда сборки

Компиляция MOPAC2012 и GROMACS 5.0.7 в статически

связанные двоичные файлы была выполнена на локальной

рабочей станции (Intel®Core TM i7-6700K CPU @ 4,00 ГГц,

NVIDIA GTX1070, 32 ГБ ОЗУ, A-Data XPG SX8000NP 128 ГБ SSD,

Ubuntu 16.04.4 amd64). Из-за зависимостей MOPAC от библио-

тек Intel®MKLиспользовалось обновление 1 для Intel®Composer

2015, упакованное с версией 11.2 MKL. Мы также скомпилиро-

вали версии GROMACS с поддержкой графических процессоров

(NVIDIA ®CUDA toolkit версия 7.5 для локальной системы и вер-

сия 8.0 для суперкомпьютера “Ломоносов-2”). Было подготовле-

но несколько версий GROMACS/ORCA и GROMACS/MOPAC: оди-

нарная точность, одинарная точность с поддержкой графиче-

ского процессора и двойная точность (двойная точность с гра-

фическимпроцессоромне поддерживается). ПоддержкаMPI бы-

ла отключена, а поддержка OpenMP была включена во всех вер-

сиях. Мы использовали ORCA версии 4.2.1, распространяемую в

виде скомпилированных двоичных файлов.

Версии GROMACS/DFTB и GROMACS/GFN2-xTB собиралась на

базе GROMACS 5.0.7 c двойной точностью, поддержкой MPI и

PLUMED 2.5.1 — набора инструментов для проведения модели-

рования молекулярной динамики с повышенной эффективно-

стью сканирования.
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“Малая” система

Исходная конформация ферментативного комплекса

белок-лиганд была взята из исследований, описанных ра-

нее [101]. Система моделирования была заполнена молекулами

воды TIP3P [102], общий заряд был нейтрализован ионами

Na+ или Cl-. Вода и ионы были уравновешены вокруг белково-

параоксонного комплекса с помощью моделирования в 100 пс

с ограниченным положением атомов белка и параоксона. Для

подсистемы ММ мы использовали параметры из силового поля

parm99 с поправками [103]. Подсистема КМ была описана полу-

эмпирическим гамильтоновым PM3 [104] и состояла из атомов

параоксона, боковых цепей Arg35 и Tyr37 и двух ближайших

молекул воды.

“Большая” система

Информация о координатах атомов эстеразы были взяты

из PDB ID 1LXW [105]. Недостающие остатки V377, D378, D379,

Q380 и C66 были добавлены с использованием записи PDB 2XMD

[106] в качестве шаблона. Состояние протонирования восста-

навливалось по значениям таблицы с помощью инструмента

texttt pdb2gmx из пакета GROMACS.

Моделирование молекулярного докинга выполняли с ис-

пользованием AutoDock Vina [107] для помещения лиганда в ак-

тивный сайт фермента. В качестве лиганда был выбран экотио-

фат— фосфорорганический пестицид, являющийся модельным

соединением для изучения бутирилхолинэстеразы [108]. Подго-
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товка входных файлов PDBQT и обработка вывода были выпол-

нены с помощью AutoDock Tools [109]. Первоначальная структу-

ра эхотиофата с частичными зарядами Гастeйгера была созда-

на с использованиемпрограммного обеспечения Avogadro [110].

Ячейка для докинга содержала цельный белок с отступом 5Å

от краевых атомов. Параметр “exhustiveness”, который влияет

на выборку, был установлен равным 64 из-за небольшого чис-

ла торсионных углов. Мы провели 20 независимых запусков, в

которых белок оставался неподвижным, в то время как лиганд

имел все степени свободы.

Для дальнейших расчетов была выбрана одна случайная

конфигурация с расстоянием между атомом фосфора эхотиофа-

та и каталитическим ядром менее 3,5 Å.

Дальнейшее уравновешивание было выполнено как для

предыдущей системы. Конечная система КМ содержала остов-

ные части Tyr111-Phe115, полные остатки (с NH или CO-частями

для концевых аминокислот) из петель Gly193-Gly197 и Met434-

Ile439, боковые цепи Gln220, Ser221, Asn319, Glu322, Tyr416, ли-

ганда Ech527 и 3 молекулы воды в области активного центра.

Основной запуск

Подготовленные системы подвергались моделирова-

нию КМ/ММ с использованием модифицированного пакета

GROMACS/ORCA или GROMACS/MOPAC2012 [65, 101]. Использу-

емый временной шаг составлял 0,2 фс. Температура системы

поддерживалась на уровне 310K при помощи термостата Nose-
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Hoover. Общая длина моделирования была установлена на 100

шагов, и для каждой системы было рассчитано 10 независимых

реплик.

КМ параметры

Для КМ вычислений были использованы следующие пара-

метры (Таблица 1).

Таблица 1 . Параметры квантово-механических вычислений

Для GROMACS
Параметр Значение Комментарий
QMMM yes
QMMM-grps QM
QMMMscheme ONIOM
QMmethod RHF Необходим, но значение игнориру-

ется
QMbasis STO-3G Необходим, но значение игнориру-

ется
QMcharge XX Зависит от системы
QMmult 1

Для MOPAC2012
PM3 1SCF GRADIENTS CHARGE=XX singlet THREADS=YY

Для ORCA
! RHF PM3 NOFROZENCORE CONV HUECKEL
%rel SOCType 1 end
%elprop Dipole false end
%scf MaxIter 5000 end
%output PrintLevel Nothing end

Заряд и количество потоков MOPAC2012 были изменены в

зависимости от тестовой системы.
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3.4. КМ/ММ метадинамика в GROMACS/GFN2-xTB

КМ/ММ динамика рассчитывалась с помощью пакета

GROMACS/GFN2-xTB. Шаг интегрирования при моделировании

реакций составлял 0.5 фс. Параметр accuracy, влияющий на ве-

личины барьеров, определяющих сходимость SCC, устанавлива-

ли равным 10.

Для преодоления барьера активации использовалась Well-

tempered метадинамика с несколькими ходоками, прикладыва-

емая к двум коллективным переменным: расстояниям Ser195

OG — His57 NE2 и Ser195 OG — Ser214 O. Потенциал в 0.25 кД-

ж/моль и шириной в 0.015 нм накладывался каждые 50 шагов,

biasfactor 40. Дополнительные ограничения накладывались на

значениярасстоянийSer195OG—His57NE2иSer195OG—Ser214

O, а также максимальное из двух: 0.45, 0.55 и 0.35 нм соответ-

ственно. Дополнительно было ограничено максимальное рас-

стояние от обоих акцепторов до протона серина—0.30 нм. Вели-

чина всех ограничивающих потенциалов установлена в 100 000

кДж/моль/нм. Профиль реконструировался параллельно 8 ходо-

ками для каждой системы, со временем 10 пс на каждую репли-

ку.

4. Моделирование фермент-субстратного комплекса

тромбина

Стартовая структура была подготовлена на основе струк-

туры 3LU9_AB. Субстрат был укорочен до фрагмента Ace-PRSFL-
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Nme. Остальная процедура аналогична таковой при подготовке

для КМ/ММ моделирования. Для создания ингибирующей водо-

родной связи рассчитывали траекторию длиной 1 нс с движу-

щимся потенциалом величиной 100 000 кДж/моль/нм на рассто-

янии между протоном серина и остовным кислородом Ser214 от

0.35 до 0.2 нм. Реконструкция профиля свободной энергии про-

изводилась с помощью 8 независимых реплик (4 из конфигура-

ции быстрой формы и 4 с ингибирующей водородной связью), с

длиной траектории 100 нс на реплику. Двумерныйпрофиль был

восстановлен с помощью смешанных гауссовых моделей. Коли-

чество ядер выбиралось по минимуму значения информацион-

ного критерия Акаике.

5. Реконструкция профиля субстратной специфичности

Тестирование эффективности предсказания с использова-

нием QuickVina 2 производилось абсолютно идентично услови-

ям, описанным ранее [75]. Параметр exhaustiveness явно не за-

давался.

Для докинга пептидов в тромбин использовались структу-

ры, подготовленные на предыдущем шаге, очищенные от ли-

гандов всех типов. Входные файлы были сгенерированы с по-

мощью утилит AutoDock Tools [109]. Для докинга использовали

ячейку, покрывающую пептид Ace-PRSFL-Nme в исходной струк-

туре. Докинг и рескоринг производились с помощью пакета ин-

струментов PeptoGrid [75] иQuickVina 2 [111] в качестве програм-
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мы докинга. В качестве лигандов использовалась библиотека

пептидов с Ace и Nme модификациями на N- и C- концах. Па-

раметр exhaustiveness не указывался, максимальное количество

поз было установлено в 20.

Для отбора субстратов, имеющих конфигурацию пригод-

ную к катализу, проводилась следующая процедура. Для каж-

дого карбонильного атома углерода в каждом остатке каждой

конфигурации субстрата оценивалось расстояние до атакующе-

го кислорода серина. Это расстояние должно было быть не бо-

лее 3.5Å. Данное значение выбрано эмпирически на основе на-

шего опыта моделирования реакций с аналогичным механиз-

мом [60,108]. Для карбонильного кислорода, соединенного с ата-

куемым углеродом оценивалось расстояние до оксианионного

центра, а от предшествующего остовного азота — до остовно-

го кислорода Ser214. Данная пара расстояний должна удовле-

творять общепринятому эмпирическому критерию водородной

связи — не более 3.5Å между донором и акцептором. Допол-

нительные ограничения включали положение атакуемого кар-

бонильного углерода – он должен принадлежать первому или

второму остатку трипептида, чтобы сайт расщеплениянаходил-

ся между аминокислотами, а не терминальными заглушками и

аминокислотой. Наконец, последним условием было значение

оценочной функции PeptoGrid не менее 0.5. Данный порог был

выбран таким, потому как распределение всех значений имеет

S образную форму с серединой около 0.5.
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6. Визуализация

Для визуализации структур биомолекул во всех случаях

применялся пакет PyMol [112]. Графики построены с помощью

библиотекиMatplotlib [113] и сценариев на языке программиро-

вания Python. Визуализация данных иерархической кластери-

зации выполнялась с помощью ПО FigTree.
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РЕЗУЛЬТАТЫ

1. Кластерный анализ структур тромбина

1.1. Кластеризация структур

В результате обработки массива из 400 записей человече-

ского тромбина, доступных в банке PDB (на 01.05.2019 г.), бы-

ло получено 462 уникальных структур. Применение процедуры

непараметрической кластеризации Affinity Propagation к этому

набору структур приводит к выделению 20 кластеров (Табли-

ца 2). При множестве преимуществ, которыми обладает алго-

ритм Affinity Propagation, нельзя не отметить, что он обладает и

одни недостатком—из результатов кластеризации сложно оце-

нить взаимоотношения полученных кластеров.

В частности, сложно оценить расположение центров друг

относительно друга. Для визуализации данной картины мы до-

полнительно применили метод полной связи (дальнего сосе-

да) иерархической кластеризации. На полученной дендрограм-

ме (Рис. 5) можно увидеть как отчетливо выделяются группы

структур протромбина, а также медленных E и E* форм. При

этом большая группа структур, предположительно в E:Na+ фор-

ме, соединена относительно короткими ребрами. Мы рассмот-

рели возможность объединения данных структур в один кла-

стер. Объединение структур вплоть до ветки 1BCU_HL суще-

ственно улучшало распределение силуэтов — метрики класте-
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ризации, отражающей качество соответствия элемента класте-

ру (чем ближек 1, темлучше). Итоговое распределение силуэтов

приведено на (Рис. 6).

Таблица 2 . Описание кластеров структур тромбина

PDB ID

центра

кластера

Разрешение

(Å)

Размер

кластера

(шт)

Предполагаемая

форма

5JDU_CD 1.7 1 E

1NU9_A 2.2 2 Претромбин-2

5EDM_A 2.2 1 Протромбин

3NXP_A 2.2 4 Претромбин-1

4NZQ_A 2.81 2 Протромбин

6C2W_A 4.12 3 Протромбин

2AFQ_CD 1.93 4 E

3BEI_AB 1.55 5 EE*

3K65_AB 1.85 7 Протромбин-2

4CH8_AB 1.75 46 ?

3VXE_HL 1.25 6 ?

1NT1_A 2.0 12 E:Na+

1A4W_HL 1.8 49 E:Na+

1BB0_AB 2.1 70 E:Na+

3EQ0_HL 1.53 55 E:Na+

5AFZ_HL 1.53 78 E:Na+

4YES_AB 1.5 39 E:Na+

5AFY_HL 1.12 45 E:Na+

2CN0_HL 1.3 20 E:Na+

Продолжение на следующей странице
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Таблица 2 – Продолжение

PDB ID

центра

кластера

Разрешение

(Å)

Размер

кластера

(шт)

Предполагаемая

форма

1BCU_HL 2.0 7 E:Na+

Знаком ? отмечены структуры, которые, предположительно,

могут также принадлежать к медленной E форме.

Рисунок 5. Иерархическая кластеризация центров кластеров,
полученных методом непараметрической кластеризации

Affinity Propagation. Структуры отмеченные зеленым являются
протромбином. Отмеченные красным аннотированы как
быстрая E:Na+ форма, синим — медленные E и E* формы.

Знаком ? отмечены структуры, которые, предположительно,
могут также принадлежать к медленной E форме.

Для оценки устойчивости результатов к небольшим из-

менениям в матрице расстояний, аналогичная процедура бы-
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ла повторена для структур, препроцессированных при помо-

щи программы Reduce из пакетаMolProbity [114]. Данная утили-

та использует набор геометрических критериев для оптимиза-

ции положения радикалов аминокислот, содержащих амидную

связь: глутамин и аспарагин, а также гистидина. В силу особен-

ностейметодаРСА, нередконевозможнодостоверноопределить

их ориентацию, однако по косвенным данным, таким как на-

личие донор/акцепторов, заряженных групп и т.д. в окружении,

можно сделать разумную догадку о корректной ориентации ра-

дикала. Такимобразом, не внося существенныхизменений в об-

щую структуру, обработка при помощи программы Reduce вне-

сет небольшой числовой шум в матрицу расстояний (медиана

изменилась с -1.196 до -1.189). При этом результаты кластериза-

ции были абсолютно идентичны полученным ранее.

Также мы использовали еще один вариант предобработки

структур — проект PDB Redo использует стандартизированный

протокол создания пространственных структур на основе дан-

ных электронной плотности, размещенных в исходном банке

PDB [115]. К сожалению, далеко не все исследователи размеща-

ют в PDB исходные данные, поэтому в данном случае в выбор-

ке оказались только 301 уникальная структура (почти на треть

меньше, чем в исходной). При этом медиана матрицы расстоя-

ний практически не изменилась (-1.191 против -1.196). Сохрани-

лись и ключевые особенности кластеризации: состав протром-

биновых кластеров, состав кластеров E/E*, наличие погранич-
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Рисунок 6. Объединение E:Na+ структур в один кластер
улучшает метрику кластеризации.

ных кластеров 4CH8 и 3EQ0.

Таким образом, можно заключить, что результаты класте-

ризацииустойчивыкнебольшимизменениямв структурах, ин-

дуцированных вращением радикалов или же полной реопти-

мизацией структуры. При этом, полученным кластерам можно

сопоставить биологически релевантные метки: тип фермента

(процессированный или профермент) или же форму. Последнее

обстоятельство позволяет, во-первых, заключить, что вся проце-

дура имеет биологический смысл, а во-вторых, позволяет пред-

положить, что анализ промежуточных кластеров может приве-

сти к получению новой информации о структуре медленной E
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формы.

1.2. Анализ и аннотация кластеров

В рамках темы данной работы наибольший интерес пред-

ставляют промежуточные кластеры 3VXE_HL и 4CH8_AB, распо-

ложенные между объединенным кластером структуры в актив-

нойформеE:Na+ икластерамивE/E* форме. Для детального срав-

нения структур мы также выбрали референсную модель — это

такая структура из всего набора, что сумма расстояний от нее до

остальных является минимальной. Референсной моделью ока-

залась 5AFZ_HL, обладающая разрешением 1.53Å, что является

пусть и не лучшим показателем в выборке (Рис. 7), однако все

равно достаточно высоко и входит в топ-50 структур с лучшим

разрешением. Также данная структурапредставляет собой один

из 20 исходных центров кластеров и принадлежит подмноже-

ству активной E:Na+ формы (Рис. 5).

Можнопредположить, чтонаиболее вероятнымместомна-

личия небольших, но критичных для работыфермента, измене-

ний будет окружение активного центра. Тем более, что мажор-

ные изменения, характеризующиеся, например, разрушением

геометрии Na+-связывающего центра, как следует из результа-

тов кластеризации, выделяются в отдельные хорошо различи-

мые кластеры на границе со структурами профермента.

На (Рис. 8) приведена геометрия активного центра быст-

рой E:Na+ формы из структуры 5AFZ_HL. Ключевым элементом
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Рисунок 7. Гистограмма значений разрешения структур
тромбина. Прерывистая серая линия на значении 1.53

демонстрирует положение выбранной референсной структуры
5AFZ_HL.

является каталитическая триада: Ser195, His57, Asp102 — остат-

ки которой связаны цепочкой водородных связей.

При сравнении референсной структуры 5AFZ_HL, структу-

ры в медленной E форме 3BEI_AB и структуры из промежуточ-

ного кластера 3VXE_HL (Рис. 9), в глаза бросается разница в по-

ложении остовного кислорода остатка Ser214. Причем наиболее

выраженное смещение в наблюдается структуре 3BEI_AB. При

этом, в результате этого смещения расстояние между кислоро-

дом OG каталитического Ser195 до остовного кислорода Ser214

уменьшается c 4.2Å до 3.3Å, что попадает в эмпирические гра-
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Рисунок 8. Каталитическая триада (Ser195, His57, Asp102) и
соединяющие водородные связи в активном центре

референсной структуры 5AFZ_HL.

ницырасстояниямежду донороми акцепторомводородной свя-

зи, верхняя граница для которых общепринято считается на

расстоянии до 3.5Å [116]. При этом промежуточный кластер

3VXE_HL также занимает некоторое промежуточное состояние

с точки зрения положения треугольника Ser195 OG, His57 NE2,

Ser214 O.

Чтобы проверить, насколько это смещение — воспроизво-

димое явление, мы провели анализ расстояний Ser195 OG —

His57 NE2 и Ser195 OG — Ser214 O во всех структурах тромби-

на, использованных для кластеризации. Как видно, существует

значимое количество структур (29), в которыхрасстояние Ser195
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Рисунок 9. Наложение референсной структуры 5AFZ_HL
(серый), структуры в медленной E форме 3BEI_AB (голубой) и

структуры из промежуточного кластера 3VXE_HL
(фиолетовый). Атомы азота, кислорода и серы окрашены в

синий, красный и желтый соответственно.

OG — Ser214 O меньше эмпирической границы 3.5Å (Рис. 10) .

Более того, выделяется группа из трех структур, у которых при

этом расстояние Ser195 OG — His57 NE2 больше данной грани-

цы, что может свидетельствовать об формировании новой во-

дородной связи. Отметим, что данные структуры относятся к

группе медленных. Таким образом, возможно, смещение Ser195

и Ser214 может быть следствием формирования новой водород-

ной связи. При этом может разрушаться ключевая каталити-

ческая водородная связь Ser195 OG — His57 NE2. Возможность

ослабления или полного разрушения каталитической водород-
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Рисунок 10. Распределение расстояний Ser195 OG — His57 NE2 и
Ser195 OG — Ser214 в структурах тромбина.

ной связи ранее допускалась исследователями [18].

2. КМ/ММ моделирование GROMACS/DFTB3

Для проверки гипотезы о возможности формирования ра-

нее неизвестной водородной связи в активном центре тром-

бина, мы решили прибегнуть к методам молекулярного мо-

делирования. С помощью гибридного КМ/ММ моделирования
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мы проанализировали поведение расстояний Ser195 OG —

His57 NE2 и Ser195 OG — Ser214 в системах с ионом Na+ в

натрий-связывающем сайте и без него. В квантовую систему

— часть системы, которая описывается с помощью квантово-

механических подходов, в противовес остальной, описываемой

с помощью уравнений классической механики, были включе-

ны: активный центр, катион-связывающий карман, соединяю-

щая их сеть молекул воды, а также фрагменты аминокислот,

участвующих в их координации. Всего в квантовую систему во-

шло более 460 атомов. На (Рис. 11) приведены квантовая систе-

ма, квантовая системав составе белкаиполная система, исполь-

зованные в моделировании.

Рисунок 11. Квантовая система, квантовая система в составе
белка и полная система, использованные в моделировании.

На (Рис. 12) можно видеть заметную разницу в поведе-
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нии систем с ионом и без. Наличие иона натрия существенно

ограничивает доступную область. При этом, надо отметить, что

данная картина наблюдалась уже в ходе достаточно коротко-

го моделирования (28 независимых реплик, 2.54 пс каждая) без

использования методов повышения эффективности сканирова-

ния фазового пространства. При детальном анализе событий,

произошедших в данной системе, мы обнаружили, что столь

быстрые изменения в системе без иона могут быть следстви-

ем некорректно заданного протонирования остатков, окружаю-

щих квантовую систему. Причиной некорректного протониро-

вания Asp240 (избыточный протон) стала некорректная интер-

претация нами наблюдений, описанных в работе, авторы кото-

рой пытались оценить состояния протонирования на основе из-

менений в длинах связей при разных вариантах оптимизации

структуры в электронной плотности [117]. При этом, система с

ионом все равно сохраняла геометрию, характерную для кри-

сталлических структур, а в системах без иона происходил пово-

рот вокруг остова Ala190, который в результате принимал кон-

фигурацию, характерную для протромбиновых структур.

3. КМ/ММ моделирование GROMACS/MOPAC2012

Потому как, возможно, такое сильное и, самое главное,

быстроенакопление отличийвповедениимогло быть следстви-

емнекорректно заданного протонирования окружающих остат-

ков, мырешиливалидировать данныйрезультат с помощьюпо-
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Рисунок 12. Ландшафт свободной энергии для расстояний
Ser195 OG — His57 NE2 и Ser195 OG — Ser214 в зависимости от

отсутствия (сверху) или наличия (снизу) иона Na+ в
натрий-связывающем сайте. Ион существенно ограничивает

доступную область

вторного моделирования с другим паттерном протонирования,

основанном на табличных значениях pKa аминокислот и учете

окружения, способного повлиять на формирование водородных
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связей. Однако GROMACS/DFTB3, несмотря его неоспоримые до-

стоинства, является чрезвычайно низкопроизводительным ре-

шением. Расчет 2.54 пс на 1 ядре с шагом 0.2 фс занял порядка 14

дней. При этом бутылочным горлышком, лимитирующем про-

изводительность, является квантово-механическая часть, кото-

рая не поддерживает параллелизацию.

Для обхода данного ограничения мы реализовали альтер-

нативную версию КМ/ММ пакета — GROMACS/MOPAC2012.

Используя в качестве эталона реализацию интерфейса

GROMACS/ORCA, мы модифицировали соответствующие ча-

сти GROMACS (модуль MD, модуль ввода-вывода и файлы

конфигурации CMake) и MOPAC2012 (модули ввода-вывода и

модули проверки параметров). В эталонной реализации обмен

между пакетами GROMACS и ORCA выполняется через тексто-

вые файлы, что ограничивает точность: данные печатаются и

считываются с шаблоном “ % 10.7f ”, который предоставляет

только 7 десятичных цифр, соответствующих одинарной точ-

ности, в то время как внутри себя ORCA использует двойную

точность. В нашей реализации используется MOPAC2012, кото-

рый был скомпилирован и собран в статическую библиотеку и

напрямую связан со статическим двоичным файлом GROMACS

во время компиляции, что позволяет осуществлять прямую

передачу данных между MOPAC2012 и GROMACS с двойной точ-

ностью. Для оптимизации управления вычислениями QM была

добавлена переменная среды GMX_QM_MOPAC2012_KEYWORDS,
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Рисунок 13. Схема универсального интерфейса КМ/ММ

которая содержит ключевые слова MOPAC2012 и считывается

на начальном этапе моделирования (Рис. 13).

3.1. Тестовые системы

Тест производительности инструментов КМ/ММпроводил-

ся на двух модельных системах: “малая” — искусственный фер-

мент с параоксоновым субстратом [118] и “большая” — ком-

плекс бутирилхолинэстеразы с экотиофатом. Размер подсисте-

мыКМсоставлял 64и 408 атомов для систем “малая” и “ большая

”, соответственно.
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“Малая” “Большая”

67 атомов 408 атомов
2 связующих атома 31 связующий атом

Рисунок 14. Состав тестовых систем.
Молекулярно-механическая часть представлена серым,
квантово-механическая выделена цветом. Связывающие

атомы окрашены в голубой цвет.
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Рисунок 15. Производительность тестовых систем для “малой”
системы на локальной рабочей станции (слева) и

суперкомпьютере “Ломоносов-2” с файловой системой Lustre©.
Максимальное значение на десяти репликах обозначено

красной линией. Зеленый — средние значения времени для
десяти реплик. Синий — минимальные значения времени для
десяти реплик. Описание систем приведено в (Таблица 3).
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Таблица 3 . Описание тестовых систем. Подсчет потоков отно-
сится как к подсистемам MM, так и к QM. Точность описания
описывает точность Gromacs. MM GPU относится к ускорению
механической подсистемы в GROMACS с помощью GPU.

Номер
системы

Описание

1 Orca single precision
2 Orca single precision and MM GPU
3 Orca double precision
4 Mopac single precision; 1 thread
5 Mopac single precision; 2 threads
6 Mopac single precision; 4 threads
7 Mopac single precision; 8 threads
8 Mopac single precision; 1 thread and MM

GPU
9 Mopac single precision; 2 threads andMM

GPU
10 Mopac single precision; 4 threads andMM

GPU
11 Mopac single precision; 8 threads andMM

GPU
12 Mopac double precision; 2 thread
13 Mopac double precision; 2 threads
14 Mopac double precision; 4 threads
15 Mopac double precision; 8 threads
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3.2. Вычислительное время

Гибридный расчет КМ/ММ “малой” системы с библиотекой

MOPAC показал восьмикратное ускорение по сравнению с вы-

зовом исполняемого файла ORCA (Рис. 16), расшифровка тесто-

вых систем приведена в таблице (Таблица 3). Разница в про-

изводительности была связана главным образом с необходимо-

стью обмена данными между GROMACS и ORCA через файловую

систему; энергетические градиенты квантовой подсистемы рас-

считывались с одинаковой скоростьюспомощьюинструментов

MOPAC и ORCA. Использование версии GROMACS с двойной точ-

ностью замедлило скорость вычислений на локальной рабочей

станции примерно в 1,5 раза, но разница была полностью ни-

велирована, когда вычисления выполнялись на суперкомпью-

тере. Удивительно, но максимальная производительность бы-

ла достигнута на локальном компьютере с быстрой файловой

системой (NVMe 1.2). Использование потоков для подсистем QM

и MM дало прирост производительности на 10%, наиболее су-

щественный эффект наблюдался длямедленныхшагов SCF (Self-

Consistent-Field) на суперкомпьютере “Ломоносов-2”.

По сравнению с “малой” системой, мы наблюдали нели-

нейное увеличение вычислительного времени. В то время как

размер системы увеличился в 6,5 раз, время вычислений уве-

личилось в 30 раз для версий ORCA и MOPAC2012. Тем не

менее, соотношение внутренних показателей между ORCA и

MOPAC2012 осталось прежним. C полученной производитель-
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Рисунок 16. Производительность тестовых систем для
“большой” системы на локальной рабочей станции (слева) и
суперкомпьютере “Ломоносов-2” с файловой системой Lustre©.

Максимальное значение на десяти репликах обозначено
красной линией. Зеленый — средние значения времени для

десяти реплик. Синий — минимальные значения времени для
десяти реплик. Описание систем приведено в (Таблица 4).

Таблица 4 . Описание тестовых систем. Подсчет потоков отно-
сится как к подсистемам MM, так и к QM. Точность описывает
точность GROMACS. MM GPU относится к ускорению механиче-
ской подсистемы в GROMACS с помощью GPU

Номер
системы

Описание

1 Orca single precision
2 Orca single precision and MM GPU
3 Orca double precision
4 Mopac single precision; 1 thread
5 Mopac single precision; 1 thread and MM

GPU
6 Mopac double precision; 1 thread
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Рисунок 17. Сравнение значений энергии для квантовой
подсистемы GROMACS/MOPAC2012: красные круги и

GROMACS/ORCA: синие треугольники.

ностью, GROMACS/MOPAC2012 приблизительно на 1-1.5 порядка

быстрее, чем GROMACS/DFTB при идентичном наборе ресурсов.

3.3. Воспроизводимость

Поскольку реализации вычислительных протоколов в раз-

ныхпакетахмогут различаться, очень важнопроверить воспро-

изводимость результатов в разных программах. Чтобы убедить-

ся, что наш интерфейс дает правильные результаты, мы срав-

нили значения энергии между соответствующими запусками с

MOPAC2012 и ORCA. Типичная ошибка составляет менее 0,1% в

масштабе 100шагов (Рис. 17) и может быть объяснена разницей

в точности передачи данных (одинарная в ORCA против двой-

ной для MOPAC2012).
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3.4. Сольватация ионов в GROMACS/MOPAC2012

При подготовке систем с тромбином для моделирования

с помощью новой реализации GROMACS/MOPAC2012 мы обра-

тили внимание, что ион металла в натрий-связывающем кар-

мане практически с первых шагов теряет свою координацион-

ную сферу. Тестирование на модельной системе — катион на-

трия в кубике воды — продемонстрировало удивительную про-

блему: все семейство полуэмпирических методов PM3, PM6-X

(PM6, PM6-D3, PM6-D3H4), PM7 не способно воспроизвести коор-

динацию молекул воды ионом металла. Типичный результат

оптимизации геометрии такой системы приведен на (Рис. 18).

При этом, даже без использования поправок DX для водородной

связи, выстраивается хорошо заметная сеть водородных свя-

зей между молекулами воды. По всей видимости, существенная

ошибка в энергии сольватации ионов металлов является харак-

терной чертой семейства методов с пренебрежением двухатом-

ным дифференциальным перекрытием (NDDO), к которым при-

надлежат все методы семейства PM* [119].

Таким образом, несмотря на высокую производительность

GROMACS/MOPAC2012 (приблизительно 1-1.5 порядкана системе

460 атомов, по сравнению с GROMACS/DFTB), для задачи, связан-

ной с учетом сольватации иона металла в составе белка, дан-

ный инструмент непригоден.
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Рисунок 18. Стартовая и оптимизированная геометрии
системы вода-катион. Использован полуэмпирический метод

PM6-D3.

4. QM/MM моделирование GROMACS/GFN2-xTB

Так как GROMACS/MOPAC2012 оказался непригоден для за-

дачи описания иона в составе натрий-связывающего сайта в

тромбине, нампришлось разработать еще одининструмент для

гибридного КМ/ММ моделирования. На этот раз мы использо-

вали метод GFN-xTB2, входящий в новое семейство полуэмпи-

рических DFTB методов общего назначения, оптимизирован-

ных для корректного воспроизведения геометрий, колебатель-

ных свойств, а также энергий нековалентных взаимодействий

[63,64].

При оптимизации геометрии системы, состоящей из куби-

ка воды и катиона натрия, методом GFN-xTB2, наблюдалось ко-

ординационное число 6.0 (Рис. 19), характерное для этого иона

[120]. Однако расстояния в статичной системе составляют 2.2-

2.4Å, при характерном диапазона 2-3Å с пиком в области 2.45-

2.55 [120].

До недавнего времени GFN2-xTB распространяется в виде
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Рисунок 19. Координационная сфера Na+ в кубе воды,
оптимизированная в GFN-xTB2

бинарного исполняемого файла (исходные коды и программ-

ный интерфейс API были открыты 02.10.2019 г.), поэтому про-

сто перенести на него использованный ранее с MOPAC2012 под-

ход невозможно. Однако, используя ту же идею и архитекту-

ру, мы реализовали интерфейс общего назначения с подключа-

емыми плагинами для различных квантово-механических па-

кетов. Данный интерфейс устроен аналогично (Рис. 13). На

языке программирования Cython — диалекте языка програм-

мирования Python, конвертируемом в код на языке C, пишет-

ся сценарий-плагин, отвечающий за а) запись входного фай-

ла для квантово-механического пакета; б) вызов исполняемо-

го файла с необходимыми параметрами; в) чтение выходного

файла. Для удобства управления и тонкой настройки квантово-

механического пакета,можно опционально добавлять перемен-

ные окружения, которые можно изменять “на лету”. Так как
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плагин компилируется в разделяемую библиотеку, то, благо-

даря механизмам управления поиска путей к библиотекам (с

помощью переменной окружения LD_LIBRARY_PATH), можно

быстро переключать используемый инструмент без пересбор-

ки всего пакета GROMACS. Это чрезвычайно удобная возмож-

ность, когда необходимо валидировать полученный результат

с помощью квантово-химических методов различного уровня

точности. Чтобы минимизировать задержки, связанные с ис-

пользованием сетевых файлов систем, особенно на кластерах

и суперкомпьютерах (как мы продемонстрировали на приме-

ре GROMACS/ORCA/MOPAC2012, такие задержки могут замедлять

расчет практически на порядок), обмен данными происходит

через временную локальную файловую систему, размещенную

в оперативной памяти (TMPFS).

Также такая реализация интерфейса не накладывает ни-

каких ограничений на исходную кодовою базу, поэтому можно

использовать дополнительные плагины для пакета GROMACS. В

частности, наборинструментовPLUMED2дляпроведениярасче-

тов с использованием методов повышения эффективности ска-

нирования фазового пространства [121,122].

В данном случае мы использовали модификацию метода

метадинамики (well-tempered metadynamics). На основе стати-

стики распределения расстояний Ser195OG—His57NE2 и Ser195

OG— Ser214 в PDB, а также предварительных данныхмоделиро-

вания вGROMACS/DFTB3 (Рис. 12), мыдополнительно ограничи-
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ли фазовое пространство при помощи гармонических потенци-

алов.

Рисунок 20. Ландшафт свободной энергии для расстояний
Ser195 OG — His57 NE2 и Ser195 OG — Ser214 O в зависимости от

наличия (слева) или отсутствия (справа) иона Na+ в
натрий-связывающем сайте. Наличие катиона существенно

ограничивает доступную область конформационного
пространства.

Как видно на (Рис. 20), системы с катионом и без продол-

жают демонстрировать различное поведение. В случае системы

без иона, присутствует несколько локальных минимумов ((3.4,

3.7), (3.5, 2.8)) в области, находящейся за пределами границ во-

дородной связи O-N (Ser195 OG — His57 NE2). Причем глубина

последнего на (3.5, 2.8) составляет около ~0.8 ккал/моль. Непо-

средственное наличие в данном минимуме водородной связи с
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Ser214 O подтверждается визуальным анализом (Рис. 22).

Важной характеристикой моделирования с использова-

нием метадинамики является сходимость полученных резуль-

татов. В данном случае мы отслеживали величину барье-

ра (Рис. 21) на пути между двумя локальными минимумами, об-

наруженными в системе без иона: (2.7, 5.3) (характерный для

исходной водородной связи) и (3.5, 2.8) (связь с Ser214 O). Ба-

рьер вычислялся как разница максимального и минимально-

го значений на данном пути. Помимо процедуры реконструк-

ции поверхности свободной энергии на основе суммирования

наложенных в ходеметадинамикипотенциалов, мы также при-

менили реконструкцию с использованием взвешенного гисто-

граммного анализа.

Анализ водородных связей внутри квантовой системы

между молекулами воды и белковой частью системы также де-

монстрирует, что общее пространство водородных связей суже-

но: в системах без катиона, в среднем, 26 водородных связей,

против 23 в системе с катионом (Рис. 23). Амплитуды измене-

ний в системе без иона тоже больше. Все вместе это можно ин-

терпретировать следующим образом: в системе с катионом под-

держивается стабильная структура водородных связей, которые

гораздо реже обмениваются.
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Рисунок 21. Величина энергетического барьера на пути в
локальный минимум, характерный для системы без катиона.
Система с ионом Na+ в натрий-связывающем сайте изображена

красным, без катиона — синим. Прерывистая линия
отображает анализ на основе реконструкции поверхности

свободной энергии с использование взвешенного
гистограммного метода.

Рисунок 22. Водородная связь Ser195 OG — Ser214 O в системе
без катиона Na+.
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Рисунок 23. Количество водородных связей в система с Na+
(красный) и без (синий). Слева приведено изменение

количества связей во времени, справа в виде гистограммы.

5. Моделирование взаимодействия с субстратом

Учитывая наличие альтернативных конфигураций актив-

ного центра, нам было интересно узнать, могут ли они оказы-

вать эффект на взаимодействие с субстратом. Для этой задачи

мы провели классическое молекулярно-механическое модели-

рование комплекса тромбина с фрагментом нативного пептид-

ного субстрата Ace-PRSFL-Nme. Нами были созданы две старто-

вых конфигурации: исходная, соответствующая E:Na+ форме из

кристалла, и альтернативная — со связью Ser195 OG – Ser214 O.

Последняя была получена путем применения к исходной гар-

монического потенциала, ограничивающего расстояние меж-

ду протоном каталитического серина и остовным кислородом

Ser214 на расстоянии 1.8Å.

В результате моделирования классической (без примене-

ния методов повышения эффективности сканирования) моле-

кулярной динамики, мы получили двумерный ландшафт сво-
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бодной энергии в уже многократно использованных ранее ко-

ординатах: Ser195 OG – His57 NE2, Ser195 OG – Ser214 O (Рис. 24).

Данныйландшафт качественно воспроизводит картину КМ/ММ

моделирования: минимум, соответствующй каталитически ак-

тивной E:Na+ форме существенно глубже, нежели E форме, обра-

зованной за счет появления ингибирующей водородной связи с

остовом Ser214. Отдельно можно отметить появление еще одно-

го состояния – вытесненного (или Expelled).

Рисунок 24. Поверхность свободной энергии комплекса
тромбина с пептидным субстратом. Выделенные области

соответствуют: N-O — каталитическая конфигурация, O-O —
ингибирующая водородная связь, Expelled — вытесненная
конфигурация (слева). Одномерный профиль энергии вдоль

пути между минимумами зон O-N и O-O. (справа)

Более детальный анализ фрагмента ландшафта, соединя-

ющего области N-O и O-O (Рис. 24), демонстрирует, что если

фермент-субстратный комплекс образовался с конформацией

фермента, имеющей водородную связь с остовом Ser214, то для
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выхода из этого состояния необходимо преодолеть барьер ~0.8

ккал/моль. А это, очевидным образом, будет вносить вклад в об-

щуюкинетику процесса и соответствует уменьшениюнаблюда-

емой скорости приблизительно на порядок.

6. Предсказание субстратной специфичности

6.1. Разработка и оптимизация алгоритма PeptoGrid

Одно из экспериментальных наблюдений, касающихся

медленной формы, состоит в том, что она имеет измененную

субстратную специфичность. При этом, по всей видимости, про-

исходитне сменапрофиля к другомунабору субстратов, а скорее

падение специфичности кфибриногену. В пользу этой гипотезы

говорит тот факт, что взаимодействие медленной формы тром-

бина с протеином C (лиганд, характерный для медленной фор-

мы) улучшается в 1 700 раз за счет образования тройного ком-

плекса с тромбомодулином [123].

Взаимодействие белка с пептидными лигандами может

бытьизучено спомощьюмоделированиямолекулярного докин-

га. Одной из лучших оценочных функций, специально скон-

струированных для пептидных библиотек, на сегодняшний

день является разработанный нами алгоритм PeptoGrid [75]. Он

использует набор результатов докинга, полученных с помощью

любого из популярных пакетов: AutoDock Vina [107], PLANTS

[124] или LeDock [125]. Процедура основана на анализе частот

встречаемости атомов определенного типа в различных обла-
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стяхпространстваипоследующемранжировании структур в со-

ответствии с этими пространственными частотными картами.

Структуры, лучше соответствующие такому консенсусному об-

лаку контактов, получают более высокие значения оценочной

функции (Рис. 25).

Процедура была валидирована на библиотеке трипепти-

дов, для которых известны экспериментальные константы свя-

зывания с ангтионтензинпревращающим ферментом (АПФ). А

ее эффективность подтверждена результатами виртуального

скрининга биогенных пептидов, способных взаимодействовать

с внеклеточный доменом ГАМКБ рецептора — фармакологиче-

ской мишени для лечения зависимостей, депрессии и тревож-

ных расстройств [126]. Отобранные в результате вычислитель-

ного предсказания пептиды продемонстрировали выраженное

влияние на поведение рыбок Danio rerio in vivo [75].

Также аналогичная процедураможетиспользоваться и для

олигомеров нуклеиновых кислот. Например, с помощью до-

кинга комбинаторной библиотеки тринуклеотидов в структуру

тромбинаииспользуя для построениянеиндивидуальные типа

атомов, а все атомы оснований можно выделить области наи-

более предпочтительного расположения азотистых оснований

на его поверхности (Рис. 26). Причем оказывается, что в струк-

турах тромбина с ДНК-аптамером 15TBA и его производными,

в первом локальном максимуме (слева) действительно распо-

лагается один из тиминов TT-петли. А во второй области мо-
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жет располагаться ароматическое кольцо из химической моди-

фикациипо 12 нуклеотиду—5-(3-(2-(1H-индол-3-ил)ацетамид-N-

ил)-1-пропен-1-ил)-2’-дезоксиуридин. Это означает, что инфор-

мация, получаемая при помощи подхода PeptoGrid, может ис-

пользоваться не только для дизайна новых молекул, но также

для подбора мест введения химических модификаций.

Рисунок 26. Совмещение карты пространственной плотности и
структур лигандов. (А) Карта для ароматических углеродов и

структура пептидомиметика в активном центре
ангиотензинпревращающего фермента (PDB ID 2XY9). (Б) Карта

для тимина и структура химически модифицированного
ДНК-аптамера к тромбину (PDB ID 6EO6). Увеличение частоты
встречаемости атомов происходит от синего, через желтый, к

пурпурному.

Таким образом, набор инструментов PeptoGrid может ока-

заться полезным для изучения взаимодействия тромбина с пеп-

тидными субстратами. Однако для предсказания субстратной

специфичности необходимо иметь возможность многократно

производить массовый параллельный докинг пептидных биб-
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лиотек. Для решения данной задачи мы оптимизировали раз-

работанный ранее подход по следующим направлениям:

• Оптимизация структуры хранения данных;

• Оптимизация для высокопараллельных окружений;

• Увеличение скорости моделирования докинга;

Нативные пакеты для моделирования молекулярного до-

кинга, такие какие как AutoDock Vina, PLANTS и LeDock в про-

цессе работы генерируют большое количество промежуточных

и итоговых файлов. В случае AutoDock Vina, для полной ком-

бинаторной библиотеки трипептидов из 8 000, общее количе-

ство поз будет более 160 000 (при 20 индивидуальных позах для

каждого пептида). При работе в суперкомпьютерных окруже-

ниях, использующих распределенные сетевые файловые систе-

мы, такое большое количество файлов, расположенных, к тому

же, в небольшом количестве директорий способно существен-

но понизить производительность [66]. Для обхода данной про-

блемы мы реализовали хранение полученных координат в ви-

де единой матрицы формата HDF5. Помимо уменьшения коли-

чества файлов, HDF5 также позволяет работать в нескольких ре-

жимах: одинписатель—множество читателейимножество пи-

сателей — множество читателей. Таким образом, при исполь-

зовании технологии параллельного программированияMPI мы

получаем возможность запускать до нескольких сотен парал-

лельных процессов, независимо осуществляющих молекуляр-

ный докинг, и запись результатов в один общий файл, без необ-
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ходимости дополнительного постпроцессинга по объединению

результатов.

Скорость молекулярного докинга лимитирована выбран-

ным пакетом. При этом лучший результат по качеству пред-

сказаний ранее продемонстрировала AutoDock Vina [75], кото-

рая является самоймедленнойиз тройкиAutoDockVina, PLANTS,

LeDock.

К счастью, некоторое время назад была разработан па-

кет Quick Vina 2, имплементирующий логику и скоринг функ-

цию AutoDock Vina, но с несколькими эвристиками, значитель-

но ускоряющими моделирование (до 20.5 раз) [111]. При этом,

так как Quick Vina 2 имеет полностью совместимый синтак-

сис с Autodock Vina, то ее внедрение в PeptoGrid элементар-

но. Из-за особенностей модификаций Quick Vina 2, зависимость

качества результатов от параметра exhaustivness, влияющего

на эффективность сканирования конформационного простран-

ства существенно отличается от исходной. Поэтому мы сравни-

ли эффективность предсказания при автоматически выбирае-

мом значении данного параметра с полученными ранее резуль-

татами. Сравнение производилось путем сопоставления коэф-

фициентов корреляции с экспериментальными данными. Каж-

дый раз случайно выбиралось 5 точек из разных диапазонов

константы связывания, процедура была повторена 1000 раз. Как

видно из (Рис. 27), даже исходные результаты Quick Vina 2 ока-

зываются лучше, чем AutoDock Vina. Применениеже рескоринг-
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функции PeptoGrid дополнительно улучшает медиану коэффи-

циента корреляции Спирмена на 6.4 процентных пункта. Ис-

ходный код обновленного пакета PeptoGrid доступен по ссылке

https://github.com/aozalevsky/peptogrid2/

Рисунок 27. Качество предсказаний различных скоринг
функций для пептид-белкового докинга. Синим и красным
отмечены результаты применения рескоринг функции

PeptoGrid к Vina и Qvina 2, соответственно.

https://github.com/aozalevsky/peptogrid2/
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С использованиемQuick Vina 2 и 15 узлов суперкомпьютера

“Ломоносов-2”, сканирование полной комбинаторной библио-

теки трипептидов занимает порядка 100 минут.

6.2. Докинг пептидных библиотек

Для анализа субстратной специфичности с помощью раз-

работанного нами инструмента PeptoGrid [75], мы провели мас-

совый параллельный докинг библиотеки трипептидов в струк-

туры тромбина, полученные в предыдущей главе.

Рисунок 28. Профиль специфичности тромбина в положениях
P2, P1, P1’ быстрой формы тромбина

Реконструированный профиль специфичности, основан-

ный на пептидах, чьи позы имеют конфигурацию, пригодную

для гидролиза (всего 11 153 из 160 000 поз) демонстрирует, что

наиболее частое сочетание в положениях P2-P1 — GR. В целом

же, в P2 встречаются аминокислоты GPST, в P1 — R, в P1’ —
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AGS, что хорошо соотносится с экспериментальнымиданнымио

субстратной специфичности [69]. Отдельно интересно отметить

наличие H, Y и F в P1 положении. Для фактора свертывания VIII

мутация A372H является одним из природных вариантов, кото-

рый вызывает гемофилию из-за того, что скорость активации

такого белка тромбина падает в 80 раз [127]. Расположение же

тирозина и фенилаланина (и его аналогов) в P1 положении яв-

ляется характерной особенностью целого ряда высокоселектив-

ных ингибиторов тромбина [128,129].

Рисунок 29. Профиль специфичности тромбина в положения
P2, P1, P1’ тромбина с ингибирующей водородной связью.

Для аналогичного профиля тромбина с ингибирующей во-

дородной связью подходит всего 53 позы из 160 000 поз (и всего

1 поза в P2 положении), что скорее можно трактовать как от-

сутствие пригодных для катализа поз вообще. Такое изменение
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геометрии активного центра вызывает общий сдвиг специфич-

ности (коэффициент корреляции Пирсона между значениями

оценочной функции PeptoGrid для двух форм тромбина равен

0.3). После чего данныйфермент-субстратный комплекс все рав-

но должен перейти в каталитическую конфигурацию. На кри-

вой накопление продукта в ходе реакции данный переход мо-

жет быть детектирован в виде дополнительной лаг-фазы при

старте из условий, в которых заведомо превалирует медленная

форма фермента [130].
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ОБСУЖДЕНИЕ

1. Консистентность базы данных

PDB — уникальный источник структурной информации

о белках. Однако автоматическая обработка его данных мо-

жет быть сложной, в силу ряда причин, таких как меняющи-

еся со временем требования к оформлению записей, записи с

несколькими молекулами, разнообразие именования опреде-

ленных фрагментов молекул, в зависимости от текущих взгля-

дов в данной области и т.д. Например, в случае тромбина, для

именования тяжелой и легкой цепей в PDB используется 31 раз-

личный вариант написания. Более того, во многих структурах

присутствуют лиганды, в том числе белковой природы, кото-

рые, к тому же, включены в состав цепей белка. Такое разнооб-

разие сложно поддается автоматизации, так как требует ручно-

го учета всех выпадающих вариантов и визуального контроля.

Тем неменее, в результате у нас получилось выделить более 460

индивидуальных структур человеческого тромбина, что делает

его одним из самых изученных белков современности.

2. Кластеризация структур тромбина

На первый взгляд, может показаться, что выбор метрики

для задачи сравнения структур одного и того же белка должен

быть тривиальным. Однако при ближайшем рассмотрении ока-

зывается, что, используя метрики, разработанные для сравне-
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ния заведомо удаленных структур [44,45], мы рискуем потерять

очень много информации о локальных особенностях. Напри-

мер, об изменении положений радикалов отдельных аминокис-

лот в активном центре фермента. Аналогичная проблема воз-

никнет, если использовать только СαRMSD.

Если же мы хотим иметь максимальную чувствитель-

ность, логично использовать полноатомное RMSD. Однако то,

что на первый взгляд выглядит как один белок, по факту яв-

ляется чрезвычайно гетерогенным ансамблем структур, отли-

чающихся по длине из-за различий в количестве неразрешен-

ных остатков (в том числе из-за наличия сильно подвижных пе-

тель). Но так же существенно различаются и последовательно-

сти: присутствуют как единичные мутанты по остаткам актив-

ного центра [131], так и более крупные делеционные [132] и да-

же химерные мутанты [133].

В ходе предварительного тестирования мы обнаружили,

что оптимальный результат дает расширение набора атомов до

всех тяжелых. В случае использования RMSD по меньшим набо-

рам атомов (например, только остову), была отмечена тенден-

ция группировки структур по авторам или методикам кристал-

лизации, нежели чем по функциональным особенностям струк-

тур.

В качестве алгоритма кластеризации был выбран Affinity

Propagation. В первом приближении, это непараметрический

алгоритм кластеризации. Его достоинствами также является
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возможностьработыс заранее вычисленнойматрицей сходства

и высокая скорость работы [94]. Единственный существенный

параметр — preferences вычисляется, по умолчанию, как меди-

ана от всех значений матрицы сходства, и таким образом влия-

ет на шанс точки стать центром кластера, что, в свою очередь,

косвенным образом влияет на количество кластеров.

Мы применили две поправки, изменяющие значение по-

умолчанию. Во-первых, поправка на среднее количество сов-

павших атомов (или длину выравнивания, Выражение 6) по-

вышает вероятность того, что центрами кластеров будут струк-

туры с максимально полной последовательностью. Поправка

на разрешение (Выражение 7) способствует тому, что центра-

ми кластеров будут становиться структуры с лучшим разреше-

нием. Применение обеих поправок позволило уменьшить ко-

личество кластеров с 55 до 20 (за счет группировки структур в

быстрой форме), а также получить репрезентативные структу-

ры с разрешением, как правило, не превышающим 2Å (за ис-

ключением структур протромбина, где значения заведомо ху-

же). Так, например, центромкластера промежуточных структур

стала 3VXE_HL, обладающая лучшим разрешением в 1.25Å сво-

ем кластере и одним из лучших во всем наборе.

В результате, с учетом объединения структур в быстрой

форме, получено 11 кластеров, покрывающих все пространство

(Рис. 5) биологических состояний тромбина: от профермента, до

активной E:Na+ формы. В рамках данной работы мы ограничи-
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лись только одной, наиболее явной особенностью, отличающей

промежуточные структуры. Однако более глубокий анализ, воз-

можно, позволит обнаружить и другие детали. Например, осо-

бенности субстрат-связывающих регионов, так как ранее было

продемонстрировано, что связывание лигандовможет сдвигать

конформационное равновесие, переводя тромбин в активную

форму при помощи аллостерической модуляции [134].

Рисунок 30. Схема работы и анализа сервиса для
моделирования ДНК-оригами структур COSM [135]. В выдаче
сервиса находятся результаты кластеризации при помощи
инструмента AffBio. Экспериментальные изображения
получены при помощи атомно-силовой спектроскопии.

Отсутствие необходимости априорного задания количе-

ства кластеров и гибкость управления характером кластериза-

ции делают Affinity Propagation чрезвычайно удобным инстру-
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Рисунок 31. Кластеризация структур петли в составе
бутирилхолинэстеразы человека. Цветом обозначены

положения каталитических гистидинов в центрах кластеров
для мутантов Clone_14 (слева) и Clone_15 (справа). В

дальнейшем отобранные структуры подвергались КМ/ММ
моделировани. [108].

ментом для анализа структур биомолекул. Поэтому мы исполь-

зовали его как основу для инструмента AffBio, разработанного

нами для параллельных окружений. Этот инструмент оказал-

ся незаменимым при анализе конформационных ландшафтов

биомолекул в масштабе от больших ДНК-оригами конструкций,

до небольших антимикробных пептидов и даже отдельных пе-

тель в составе белка [108, 135, 136]. В частности, использование

AffBio позволило выделить отдельные состояния из траекторий

крупнозернистого моделирования ДНК-оригами объектов в си-

ловом поле COSM, идентичные экспериментальным (Рис. 30)

[135], а в случае бутирилхолинэстеразы человека за счет кла-

стеризации удалось уменьшить количество состояний (Рис. 31),

для которых было необходимо производить вычислительно за-

тратные КМ/ММ расчеты [108]. Исходный код пакета AffBio до-

ступен по ссылке: https://github.com/aozalevsky/affbio/

https://github.com/aozalevsky/affbio/
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3. Ингибирующая водородная связь

Тромбин, как было упомянуто ранее, является одним из са-

мых изученных белков современности. На протяжении более

чем 30 лет различные группы получали структуры в различных

условиях, в том числе, прицельно, в условиях, призванныхими-

тировать медленную форму: отсутствие ионов натрия [24], из-

быток катиона калия [137] или даже специальные мутантные

формы [132]. Неоднократно отмечался и сдвиг каталитического

серина, но это явление объяснялось в рамках обычной погреш-

ности реконструкции пространственных структур по данным

РСА [28]. Возможно, отсутствие атомов водорода в этих структу-

рах и не позволило сделать предположение о потенциальной

водородной связи каталитического серина с остовом Ser214.

4. КМ/ММ моделирование

Описание нового ингибирующего состояния невозможно

без изучения влияния связывания катиона натрия на представ-

ленность данного состояния. Несмотря на то, что сам факт алло-

стерической модуляции в тромбине неоднократно показан при

помощи экспериментальных методов [28,138], атомистические

детали данных трансформаций до сих пор ясны не до конца. И

одной из самых больших загадок является механизм передачи

аллостерического сигнала из натрий-связывающего сайта к ак-

тивному центру фермента. Согласно гипотезе профессора ДиЦе-

ра (Di Cera) [21], роль такого механизма может выполнять сети
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молекул воды.Ионнатрия координирует несколькомолекул во-

дывнатрий-связывающемсайте, которые, в своюочередь, через

цепочку водородных связей оказывают влияние на положение

гамма-кислорода каталитического серина, расположенного на

удалении порядка 16Å (Рис. 32). Данная гипотеза была сформу-

лирована на основе наблюдения о том, что в большом количе-

стве кристаллических структур данные молекулы воды распо-

ложены в очень близких позициях [21].

Рисунок 32. Cеть молекул воды в квантовой системе соединяет
натрий-связывающий сайт активным центром.
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Проверка подобной гипотезы при помощи эксперимен-

тальных методов является чрезвычайно сложной, так как

невозможно устранить данную сеть и ее координаторов (сре-

ди которых присутствуют и остовные атомы) без полного разру-

шения субстрат-связывающего кармана. В тоже время, интерес-

ный эффект наблюдался при изучении ферментативной кине-

тики тромбина в растворителях с тяжелой (дейтериевой) водой.

Присутствие тяжелой воды негативно сказывалось на скорости

накопления продукта при реакции с субстратом, ассоциирован-

ным с быстрой формой фермента. В тоже время, при взаимо-

действии с субстратом, характерным для медленной формы, на-

оборот, наблюдалось ускорение реакции [130]. Интересно, что

центр одной из промежуточных групп — 3VXE_HL, который на-

толкнулнас наидеюо возможном существовании альтернатив-

ной водородной связи, также получен в рамках эксперимента

по нейтронному рассеянию при pD 5.0 [139].

В случае, когда экспериментальная проверка может быть

затруднительной, вычислительные методы способны оказать

неоценимую помощь в проверке гипотезы. Однако в данном

случае необходимо, чтобывыбранныйвычислительныйподход

корректно описывал не просто геометрию белка, а еще и осо-

бенности координации молекул воды ионом металла, а также

поведение молекул воды. Если, с точки зрения качества описа-

ния геометрии биомолекул, даже на длинных временах моде-

лирования современные силовые поля уже достигли высокого
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уровня точности [97, 140], то описание таких событий, как ко-

ординация воды и катионов металлов в неполяризуемых по-

лях, все еще далеко от совершенства [120]. Определенную слож-

ность представляет и описание воды в изолированном окруже-

нии белка, где свойства среды существенно отличаются от нор-

мальной фазы, как, например, в случае рибосомного туннеля

[141].

С учетом описанных сложностей, гибридное КМ/ММ моде-

лирование— один из немногих инструментов, с помощьюкото-

рого можно описать системы подобного типа. Будучи коррект-

но примененными, они могут раскрыть удивительно деталь-

ную картину того, что происходит в активном центре фермен-

та [60]. Использование же методов повышения эффективности

сканирования позволяет получить больше информации о по-

ведении системы и количественно оценить величины соответ-

ствующих барьеров, а также сделать это за более короткое вре-

мя, что особенно актуально для квантово-химических расчетов,

которые являются бутылочным горлышком. Например, ранее

мы успешно применили Well-Tempered метадинамику для изу-

чения геометрии и барьера реакции бутирилхолинэстеразы че-

ловека. Это фермент с аналогичной каталитической триадой

[108], состоящей из серина, гистидина и глутамата (в тромбине

— аспартат) и имеющей сходную организацию активного цен-

тра — в том числе оксианионный сайт для координации карбо-

нильного кислорода. Применение аналогичной методологии к
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тромбину позволило нам обнаружить наличие локального ми-

нимума в состоянии с ингибирующей водородной связью в си-

стеме без иона. Причем величина барьера для перехода из это-

го состояния в основное каталитическое составляет ~0.8 ккал/-

моль.

5. Моделирование комплекса с субстратом

Для того, чтобы оценить влияние водородной связи на

взаимодействие с субстратом, мы произвели моделирование

субстрат-ферментного комплекса. Анализ фрагмента ландшаф-

та, соединяющего области N-O и O-O (Рис. 24), демонстрирует,

что если фермент-субстратный комплекс образовался с конфор-

мациейфермента, имеющейводородную связь с остовом Ser214,

то для выходаиз этого состояниянеобходимопреодолеть барьер

0.8 ккал/моль.Очевиднымобразом, это будет вносить вклад в об-

щую кинетику процесса.

Отдельно стоит отметить наличие третьего состояния —

вытесненного или Expelled (Рис. 24). Данное состояние анало-

гично кристаллическим структурам с негидролизуемымиинги-

биторами тромбина [142] и, по всей видимости, является след-

ствием того, что в формализме классической молекулярной

механики невозможны разрывы и образования связей. Таким

образом, до определенной степени субстрат выполняет роль

негидролизуемого аналога. В то же время это означает, что все

три характерных состояния, присутствующих в данноммодели-
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ровании, имеют однозначное биологическое соответствие.

6. Предсказание субстратной специфичности

Так как было известно, что переход из быстрой в медлен-

ную форму тромбина сдвигает специфичность, то мы реши-

ли проверить, обладает ли обнаруженная ингибирующая во-

дородная связь подобным эффектом. Для этого мы предсказа-

ли профиль субстратной специфичности при помощи массово-

го параллельного пептидного докинга (см. Рис28-29). Результа-

ты предсказаний для быстрой формы, на основе библиотеки

трипептидов, качественно соотносятся с экспериментальными

данными— в положении P2 чаще всего встречаются аминокис-

лоты GPST, в положении P1 самая частая аминокислота — R, в

положении P1’ — AGS [69]. В дальнейшем, точность предсказа-

ния можно увеличить за счет использования большего количе-

ства индивидуальных конформаций белка, а также с помощью

переходаот библиотекитрипептидовк тетрапептидам, которые

представляют текущий технический лимит для массированно-

го параллельного докинга [78].

Предсказание для формы с ингибирующей водородной свя-

зью скорее демонстрирует полное пропадание реакционно при-

годных конфигураций субстрата. Причиной для этого, по всей

видимости, являются несколько факторов: во-первых, образова-

ние водородной связи Ser195 OG — Ser214 O изменяет микро-

окружение Ser214, которые участвует в распознавании и свя-
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зывании субстратов [143]; во-вторых, происходит смещение

гамма-кислорода каталитического серина 195, что также изме-

няет ландшафт субстрат-связывающего кармана.

7. Уникальность тромбина

Сводя воедино наблюдения, полученные из данных моде-

лирования, можно заключить, что наличие возможности для

формирования альтернативной водородной связи в активном

центре тромбина существенно меняет поведение фермента.

При этом катион натрия стабилизирует фермент в быстрой фор-

ме через сеть водородных связей, опосредованныхцепочкоймо-

лекулводы.Чтожеделает тромбинтакимуникальным?Почему

для большинства других представителей семейства химотрип-

синовых протеаз не наблюдается такая зависимость?

Возможная причина — наличие остатка Ala190 в субстрат-

связывающемкармане S1. Большинство других представителей

данного семейства имеют в данном положении серин, а замена

на аланин произошла для аккомодации заряженных аминокис-

лот — аргинина и лизина в P1 положении [144,145]. Из-за отсут-

ствия полярного радикала, аланин, в отличие от серина, не спо-

собен самостоятельно поддерживать цепочку водородных свя-

зей. Таким образом, появление натрий-связывающего сайта мо-

жет быть попыткой нейтрализовать дезорганизующий эффект

аланина. В то же время, это создает и еще один регуляторный

элемент, который может использоваться для тонкой регуляции
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гемостаза. Эта гипотеза требует дальнейшей вычислительнойи

экспериментальной проверки.



98

ВЫВОДЫ

1. Новая реализация непараметрического алгоритма кла-

стеризации Affinity Propagation позволяет выявлять биологиче-

ски релевантные кластеры.

2. Сравнение кластеров, полученных из 400 записей тром-

бина в банке структур PDB, выявило возможность существова-

ния ранее не описанной ингибирующей водородной связи меж-

ду Oγкаталитического Ser195 и остовным кислородом Ser214.

3. С помощью нового пакета для гибридного КМ/ММ моде-

лирования продемонстрировано влияние наличия иона Na+ на

образование ингибирующей водородной связи. Дополнитель-

ный энергетический барьер для переключения ингибирующей

водородной связи в присутствии пептидного субстрата состав-

ляет ~0.8 ккал/моль, что соответствует экспериментальнымдан-

ным о замедлении реакции в 3-10 раз.

4. Новыйметод ранжирования аффинности библиотекпеп-

тидов к белковым мишеням позволяет идентифицировать но-

вые биоактивные пептиды.

5. Образование ингибирующей водородной связи изменяет

субстратную специфичность тромбина.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

С помощью арсенала вычислительных методов — от

квантово-химических расчетов, с повышенной эффективно-

стью сканирования фазового пространства, до массивного па-

раллельного докинга комбинаторных пептидных библиотек,

обнаружена и продемонстрирована роль новой ингибирующей

водородной связи в активном центре тромбина. Учитывая вли-

яние катиона натрия на ее появление и величины энергетиче-

ских барьеров, находящиеся в согласии с экспериментальными

данными, можно предположить, что образование данной водо-

родной связи является одним из ключевых событий при пере-

ключении белка из быстрой в медленную форму.
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ПРИЛОЖЕНИЕ

Таблица 5 . Описание кластеров

Представитель Состав

5JDU_CD 5JDU_CD

1NU9_A 1NU9_A 1NU9_D

5EDM_A 5EDM_A

4NZQ_A 4NZQ_A 4O03_A

3NXP_A 3NXP_A 4HZH_A 4HZH_B 5EDK_A

6C2W_A 6BJR_A 6C2W_A 6C2W_B

2AFQ_CD 2A0Q_CD 2AFQ_AB 2AFQ_CD 5JDU_AB

3BEI_AB 2GP9_AB 3BEI_AB 3GIC_AB 3JZ2_AB 3S7H_AB

3K65_AB 1HAG_E 3K65_AB 3SQE_E 3SQH_E 4H6T_A 4RN6_A 4RN6_B

4CH8_AB 1AWH_CD 1B7X_AB 1DE7_LH 1JOU_AB 1JOU_EF 1RD3_AB 1RD3_CD 1SFQ_AB 1SHH_AB

1SR5_CB 1TB6_HL 1THP_AB 1TQ7_AB 1UVS_HL 1XMN_CD 1XMN_EF 1XMN_GH 1Z8I_AB

2A0Q_AB 2HWL_AB 2HWL_CD 2OD3_AB 2PGQ_AB 2THF_AB 3B9F_HL 3BV9_AB 3JZ1_AB

3QDZ_AB 3QDZ_CD 3QGN_AB 3S7K_AB 3S7K_CD 4CH2_AB 4CH2_CD 4CH8_AB 4CH8_CD

4CH8_EF 4CH8_GH 4DII_HLD 4DT7_CD 4H6S_AB 4HFP_AB 4I7Y_HL 4RKJ_AB 5L6N_IHL

5NHU_DC

3VXE_HL 1NY2_12 1SFQ_DE 1TMT_HL 1TMU_HL 3VXE_HL 3VXF_HL

1NT1_A 1MU6_AB 1MU8_AB 1MUE_AB 1NT1_A 1SL3_A 1TA2_A 1TA6_A 1Z71_A 1ZGI_A 1ZGV_A

1ZRB_A 3C1K_A

1A4W_HL 1A4W_HL 1ABI_HL 1ABJ_HL 1BHX_ABEF 1BMM_HL 1BMN_HL 1DWB_HL 1DWC_HL

1DWD_HL 1DWE_HL 1E0F_AD 1E0F_BE 1E0F_CF 1FPC_HL 1FPH_HL 1HLT_JK 1JMO_HL

1O0D_LH 1OOK_AB 1PPB_HL 1QUR_HL 1SG8_DE 1SGI_AB 1THR_HL 1THS_LH 1TQ0_AB

1TQ0_CD 1VR1_HL 2A2X_LH 2A45_AB 2A45_ED 2HPQ_HLP 2PGB_AB 2PW8_HL 3BEF_AB

3BEF_DE 3E6P_HL 3EE0_AB 3HKJ_AB 3LU9_AB 3PMH_AB 4DT7_AB 4HFP_CD 4HTC_LH

4LZ4_CD 4MLF_AB 5NHU_LH 6EVV_HL 6GN7_HL

1BB0_AB 1A2C_HL 1A46_HL 1A5G_HL 1A61_HL 1AE8_HL 1AFE_HL 1AHT_HL 1AY6_HL 1B5G_HL

1BA8_AB 1BB0_AB 1C1U_HL 1C1V_HL 1C1W_HL 1C4U_12 1C4V_12 1C4Y_12 1C5L_HL

1C5N_HL 1C5O_HL 1CA8_AB 1D6W_A 1D9I_A 1DIT_HL 1DM4_AB 1GHV_HL 1GHW_HL

1GHX_HL 1GHY_LH 1GJ4_HL 1GJ5_HL 1HAH_HL 1HAI_HL 1HAO_HL 1HAP_HL 1HGT_HL

1HLT_HL 1HUT_HL 1HXE_HL 1HXF_HL 1JWT_A 1LHC_HL 1LHD_HL 1LHE_HL 1LHF_HL

1LHG_HL 1NRO_HL 1NRP_HL 1NRQ_HL 1NRR_HL 1NRS_HL 1O2G_HL 1O5G_HL 1SGI_DE

1T4U_HL 1T4V_HL 1TBZ_HL 1TMB_HL 1TWX_AB 1UMA_HL 1Z8J_AB 2HGT_HL 2HNT_CELF

3HAT_HL 4THN_HL 5GDS_HL 6CYM_AB 6CYM_CD 7KME_HL 8KME_12

Продолжение на следующей странице
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Таблица 5 – Продолжение

Представитель Состав

3EQ0_HL 1AD8_HL 1BBR_LHE 1D3D_AB 1D3P_AB 1D3Q_AB 1D3T_AB 1D4P_AB 1G30_AB 1G32_AB

1H8D_HL 1H8I_HL 1HDT_HL 1KTS_AB 1KTT_AB 1W7G_HL 2ANK_HL 2ANM_HL 2BDY_A

2FES_HL 2PKS_ACB 2R2M_AB 2ZC9_HL 2ZDA_HL 2ZDV_HL 2ZF0_HL 2ZFF_HL 2ZFP_HL

2ZGB_HL 2ZGX_HL 2ZHE_HL 2ZHQ_HL 2ZHW_HL 2ZI2_HL 2ZIQ_HL 2ZNK_HL 2ZO3_HL

3C27_AB 3D49_HL 3DHK_HL 3DT0_HL 3DUX_HL 3EGK_HL 3EQ0_HL 3F68_HL 3HKJ_DE

3PO1_ACB 3QLP_HL 3SHC_HL 3U8R_HL 3U8T_HL 3U9A_HL 3UTU_HL 4BOH_LHM 4LZ4_AB

5E8E_HL

5AFY_HL 1EB1_HL 1K21_HL 1MH0_A 1NM6_A 1NO9_HL 1NU7_AB 1NU7_EF 1NZQ_HL 1TOM_HL

1WAY_AB 1WBG_AB 1XM1_A 2B5T_AB 2B5T_CD 2BVR_HL 2FEQ_LH 2H9T_HL 3BF6_HL

3HKI_AB 3P70_AB 3P70_CD 3P70_GH 3QTV_HL 3QWC_HL 3R3G_AB 3RLW_HL 3RLY_HL

3RM0_HL 3RM2_HL 3RML_HL 3RMM_HL 3RMN_HL 3RMO_HL 3SHA_HL 3SI3_HL 3SI4_HL

3SV2_HL 3T5F_HL 3U98_HL 3UWJ_HL 4BOH_BA 4UFD_HL 5AFY_HL 5GIM_AB 5MM6_HL

4YES_AB 1BBR_JK 1BBR_MN 1DE7_JK 1DX5_AM 1DX5_CO 1EOJ_A 1EOL_A 1JOU_CD 1MH0_B

1NRN_HL 1SB1_HL 1YCP_JKM 1YCP_LH 2GDE_HL 2JH0_CD 2JH5_CD 2JH6_CD 3GIS_AB

3GIS_CD 3GIS_EF 3HKI_DE 3LDX_HL 3LU9_DE 3TU7_HL 4BAK_AB 4BAM_AB 4BAN_AB

4BAO_AB 4BAQ_AB 4DY7_AB 4DY7_ED 4E7R_MG 4LOY_HL 4LXB_HL 4RKO_AB 4YES_AB

5CMX_HL 6EO8_HL 6EO9_HL

5AFZ_HL 1A3B_HL 1A3E_HL 1AI8_HL 1AIX_HL 1DOJ_A 1DX5_BN 1DX5_DP 1G37_A 1HBT_HL

1IHS_HL 1IHT_HL 1P8V_CB 1QBV_HL 1RIW_ACB 1SG8_AB 1SHH_DE 1XMN_AB 1YPK_HL

1YPM_HL 2BVS_HL 2BVX_HL 2BXT_HL 2BXU_HL 2C8W_AB 2C8X_AB 2C8Y_AB 2C8Z_AB

2C90_AB 2C93_AB 2HPP_HLP 2ZFQ_HL 2ZFR_HL 2ZG0_HL 2ZHF_HL 3B23_AB 3BIU_HL

3BIV_HL 3DD2_HL 3P17_HL 3P6Z_AB 3P6Z_GH 3P70_EF 3QTO_HL 3QX5_HL 3U69_HL

3U8O_HL 4AX9_HL 4DIH_HLD 4E05_HL 4E06_HL 4E7R_LH 4LZ1_HLD 4UD9_HL 4UDW_HL

4UE7_HL 4UEH_HL 4UFE_HL 4UFF_HL 4UFG_HL 5A2M_HL 5AF9_HL 5AFZ_HL 5AHG_HL

5DO4_HL 5EW1_HL 5EW2_HL 5JFD_HL 5JZY_HL 5LCE_HL 5LPD_HL 5MJT_HL 5MLS_HL

5NHU_BA 5TO3_AB 6EO6_HL 6EO7_HL 6FJT_HL 6GBW_HL

2CN0_HL 1K22_HL 1OYT_HL 1VZQ_HL 1YPE_HL 1YPG_HL 1YPJ_HL 1YPL_HL 2CF8_HL 2CF9_HL

2CN0_HL 2UUF_AB 2UUJ_AB 2UUK_AB 2V3H_HL 2V3O_HL 3DA9_AB 4AYV_AB 4AYY_AB

4AZ2_AB 4BAH_AB

1BCU_HL 1AWF_HL 1AWH_AB 1BCU_HL 1QHR_AB 1QJ1_AB 1QJ6_AB 1QJ7_AB
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