
ВВЕДЕНИЕ

Нормальная деятельность центральной нервной
системы (ЦНС) обеспечивается балансом
глутаминовой кислоты (Glu) и γ-аминомасляной
кислоты (ГАМК). Нарушение баланса между
глутаминовой кислотой и ГАМК является причиной
многих когнитивных отклонений — синдрома
дефицита внимания и гиперактивности, повышенной
нервозности и тревожности у взрослых, нарушения
сна и бессонницы, эпилепсии. За поддержание 
этого баланса ответственна глутаматергическая
система мозга — базовая система памяти и 
обучения. В настоящее время глутаматергическая
система не так детально изучена, как другие 
системы мозга; тем более, недостаточно изучены
химические реакции с нейромедиаторами и
сопутствующими химическими частицами,
катализируемыми ферментами системы [1, 2].

Одним из важных ферментов, который 
участвует в работе глутаматергической системы,
является протеинкиназа А (PKA). PKA катализирует
реакцию фосфорилирования гидроксильных групп
серина или треонина в калиевых каналах, 
что приводит к высвобождению ионов K+ через
ионный канал и к генерации потенциала на мембране 
с внутриклеточной стороны [1]. Кроме того,
фосфорилирование в принципе является
терапевтической мишенью для лечения большого
числа заболеваний таких как онкологические,
воспалительные, иммунные и нейродегенеративные [3].

ПКА представляет собой гетеротетрамер [4],
состоящий из двух регуляторных и 
двух каталитических субъединиц. Каталитическая
субъединица состоит из малой доли (N-доля),

большой доли (C-доля) и петли между ними. 
Малая доля включает в себя большое число остатков,
связывающихся с ATP, в то время как большая доля
предоставляет поверхность для связывания 
с фосфорилируемыми субстратами. Основание 
петли между малой и большой долями образует
глубокий, преимущественно гидрофобный карман 
для аденинового кольца ATP. Именно в этой области
происходит ферментативная реакция, обеспечивающая
перенос фосфатных групп с ATP на субстрат [5].

В активном центре PKA ионы Mg2+

координируются различными лигандами, включая
фосфатные группы ATP, аминокислотные остатки 
и фосфорилированные субстраты (рис. 1). Такая
координация металлов помогает стабилизировать
реактанты и содействует реакции переноса
фосфорила. Кроме того, в активном центре
содержится каталитическая триада аминокислотных
остатков, необходимых для каталитической
активности. Каталитическая триада обычно 
включает такие остатки, как Lys72, Glu91 в N-доле и
Asp184 в большой доле, которые совместно 
связывают ATP и ориентируют фосфатные группы 
для переноса на белковый субстрат. Остатки
аспартата, такие как Asp166, в активном сайте PKA
катализируют реакцию переноса фосфорильного
остатка. Эти остатки играют важнейшую роль 
в захвате протонов, облегчении нуклеофильной атаки
и стабилизации переходных состояний [5–7]. 

Механизм реакции фосфорилирования может
относиться либо к диссоциативному, либо 
к ассоциативному типу [7]. При ассоциативном
механизме нуклеофильная атака происходит 
до разрыва связи P-O, вследствие чего формируется
пентакоординированное переходное состояние. 
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При диссоциативном механизме разрыв связи P-O
предшествует образованию связи между фосфором 
и нуклеофилом, поэтому переходное состояние
представляет собой метафосфат.

Важным аспектом при изучении реакции
фосфорилирования является определение акцептора
протона с гидроксильной группы остатка серина
субстрата в начале реакции, что, в свою очередь,
определяет исходную структуры фермент-субстратного
комплекса для моделирования химических стадий.
Поэтому в данной работе определены и сопоставлены
возможные конформации активного центра
протеикиназы А в комплексе с ATP и
псевдосубстратом SP20. Для этого рассчитаны
протяжённые классические молекулярно-динамические
траектории и проведена последующая иерархическая
кластеризация. Использование данного подхода
позволило определить три возможные конформации
фермент-субстратного комплекса.

МЕТОДИКА

В качестве начального приближения 
для координат системы использовали кристаллическую
структуру PKA в комплексе с олигопептидным
псевдосубстратом SP20 (PDB ID: 4IAC) [4].Висходной
структуре модифицировали β,γ-метилен-ATP в ATP,
фосфорилированное состояние остатков pSer139,
pThr197 и pSer338 сохранили. С помощью 
программы Reduce [8] добавляли атомы водорода 
к ионогенным группам белка таким образом, 

чтобы протонированные формы аминокислот 
с ионогенными группами соответствовали pH 7.
Протонированное состояние боковых цепей остатков
гистидина определялось их локальным окружением;
остаток His87 моделировали в положительно
заряженной протонированной форме, остальные
остатки гистидина — в нейтральной.

Полученный комплекс фермента сольватировали
молекулами воды таким образом, чтобы 
расстояние от атомов белка до границы ячейки 
в виде прямоугольного параллелепипеда составляло
не менее 10 Å, при этом для нейтрализации заряда 
в систему добавили четыре хлорид-аниона.
Подготовку полноатомной модели системы, а также
визуализацию и анализ структуры осуществляли 
в программе VMD [9].

Молекулярно-динамическое (МД) моделирование
проводили в два этапа. На первом этапе сольватную
оболочку релаксировали с помощью классического
МД-моделирования в программе NAMD [10]. 
Для описания фермента и псевдосубстрата применяли
силовое поле CHARMM36 [11], для молекулы ATP —
CGenFF [12] и для молекул воды — TIP3P [13]. 
Длина МД-траектории с фиксированными атомами
белка и субстрата равнялась 1 нс, что позволило
объёму системы прийти к равновесному значению,
относящемуся к давлению 1 атм. Размер системы
составил 75×73×88 Å3. Затем проводили серию 
из четырёх МД-моделирований по 250 нс. 
Таким образом, для анализа были получены 
40000 кадров МД-траектории.
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Рисунок 1. Слева показана структура фермента РКА (зелёным) с олигопептидным псевдосубстратом SP20 
(розовая спираль). Справа показаны ключевые аминокислотные остатки каталитической субъединицы, катионы
магния, ATP и остаток серина псевдосубстрата SP20. Здесь и далее зелёным – углерод, красным – кислород, 
белым – водород, розовым – магний, фосфор – оранжевым и синим – азот. Цветной вариант рисунка доступен 
в электронной версии статьи на сайте журнала.



Все описанные МД расчёты проводили 
в изотермически-изобарическом ансамбле NPT 
при температуре 298 К и давлении 1 атм, которые
поддерживали постоянными с помощью термостата
Ланжевена [14] и баростата Нозе-Гувера [15, 16]
соответственно, шаг интегрирования составлял 1 фс.

Для определения возможных конформаций
белкового субстрата и ATP в активном центре РКА
провели иерархическую кластеризацию траекторий
молекулярной динамики с помощью инструмента
TTClust [17]. Кластеризация была проведена 
только по молекулярным фрагментам, которые
непосредственно могут участвовать в реакции, 
а именно ATP, остаток серина субстрата SP20 (SerSP20)
и остаток аспарагиновой кислоты Asp166, которая,
вероятно, является акцептором протона гидроксильной
группы серина в ходе реакции. Для этого 
для МД траектории, полученной объединением 
всех траекторий, было выполнено выравнивание 
по основной цепи белка и рассчитано RMSD между
парами кадров для выбранных молекулярных
фрагментов. Для всех расчётов матриц связей
использовался алгоритм Уорда [18].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты иерархической кластеризации 
в программе TTClust приведены на рисунке 2.
Получено четыре кластера, отвечающие различным
конформациям ATP и остатков Asp166, SerSP20
со средним RMSD равным 0,79. Из наложения
репрезентативных кадров (рис. 2Б) видно, 
что данные кластеры отличаются в основном
конформацией серина субстрата SerSP20, а именно
положением гидроксильной группы относительно
атомов кислорода аспарагиновой кислоты и
трифосфата ATP. Наиболее часто реализуемая
конформация в ходе динамики — это К2, остальные
конформации встречаются практически с равной
частотой (рис. 2В). Из матрицы RMSD между
кластерами (рис. 2А) видно, что наименьшие RMSD
(0,60 и 0,47) наблюдаются между конформациями 
К2 и К3 и К2 и К4 соответственно.

Подробное сравнение репрезентативных структур,
отвечающих различным кластерам, показано 
на рисунке 3. Действительно, сравнение К2 и К3
показывает, что это очень похожие структуры. 

Мулашкина и др.
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Рисунок 2. А) RMSD между кластерами К1, К2, К3 и К4; Б) Наложение репрезентативных кадров кластеров; 
В) Гистограмма количества кадров внутри кластеров; Г) Развёртка по кластерам вдоль молекулярно-динамической
траектории. Цветной вариант рисунка доступен в электронной версии статьи на сайте журнала.



В данных конформациях атом водорода гидроксильной
группы остатка серина направлен в сторону кислорода
γ-фосфатной группы, что позволяет сделать
предположение о том, что кислород фосфатной
группы может являться акцептором протона 
в ходе реакции. В случае К3 расстояние между
протоном и кислородом фосфатной группы меньше
чем в случае К2, а также наблюдается и меньшее
расстояние нуклеофильной атаки. Однако, исходя 
из структуры, неподеленная пара кислорода серина 
не ориентирована на атом фосфора в кластере К3, 
что осложняет нуклеофильную атаку. В кластере К2
неподеленная пара ориентирована на атом фосфора,
что способствует инициированию реакции. 
В состоянии К4 атом водорода гидроксильной группы
остатка серина образует водородную связь с другим
кислородом фосфатной группы, однако несмотря 
на небольшое расстояние нуклеофильной атаки, 
при данной конформации нуклеофил развёрнут 
от атома фосфора. В связи с этим, рассматривать
данную конформацию фермент-субстратного комплекса
как реакционноспособную не стоит. Скорее всего,
реакционноспособной конформацией является К1, 
так как при данной конформации наблюдается
небольшое расстояние нуклеофильной атаки, атом
водорода гидроксильной группы образует водородную
связь с Asp166, который является хорошим
акцептором протона, а также нуклеофил правильно
ориентирован относительно атома фосфора ATP. 

Таким образом, главным различием 
между конформациями является расположение
протона серина субстрата (H(SerSP20)) относительно
кислородов Asp166 (O(Asp166)) фосфатного хвоста
(O3G(ATP) и O1G(ATP)), что характеризуется
различными расстояниями между соответствующими
атомами. Помимо определения данных расстояний 
в репрезентативных структурах, были получены
средние значения и стандартные отклонения 
для расстояний для всех структур каждого кластера
(табл. 1). Из полученных данных видно, что среднее
значение расстояний H(SerSP20)-O(Asp166) для К1
и H(SerSP20)-O1G(ATP) для К4 сильно больше 
чем эти значения в репрезентативных структурах, 
а также наблюдается большой доверительный интервал.
Кроме того, сравнивая средние значения расстояний
H(SerSP20)-O3G(ATP) и H(SerSP20)-O1G(ATP), можно
сказать, что К4 представляет собой набор 
структур похожих на репрезентативные структуры 
для К2, К3 и К4. Это также подтверждается
распределением расстояния H(SerSP20)-O1G(ATP),
которое представлено на рисунке 4. 
Для К4 репрезентативной структуре отвечает только
35% кадров из кластера. Также частые отклонения 
от репрезентативной структуры наблюдаются для К1
(63% кадров отвечают репрезентативной структуре).
Наибольшее соответствие кадров кластеров
репрезентативным структурам наблюдается 
для К2 и К3 — 98% и 97% соответственно. 
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Рисунок 3. Репрезентативные кадры кластеров, отвечающих различным конформациям ATP и остатков 
Asp166 и SerSP20. Цветной вариант рисунка доступен в электронной версии статьи на сайте журнала.

Таблица 1. Средние значения и стандартные отклонения для расстояний между протоном гидроксо-группы серина
субстрата SP20 (H(SerSP20)) и кислородами Asp166 (O(Asp166)) и фосфатного хвоста (O3G(ATP) и O1G(ATP)),
полученные для каждого кластера (К1, К2, К3 и К4)

К1 К2 К3 К4

H(SerSP20)-O(Asp166), Å 2,45±1,08 3,75±0,30 3,64±0,35 4,08±0,56

H(SerSP20)-O3G(ATP), Å 3,01±0,26 1,76±0,21 1,71±0,14 2,07±0,40

H(SerSP20)-O1G(ATP), Å 3,23±0,90 2,60±0,30 2,70±0,24 2,33±0,50



Кроме того, был проведён анализ геометрических
параметров. На рисунке 5 представлено
распределение двугранного угла OG-CB-CA-N серина
субстрата (ДУ(SerSP20)) от расстояний между 
атомом водорода гидроксильной группы SerSP20 и
кислородами Asp166 и γ-фосфатной группы ATP. 
Из рисунка 5А видно, что кластеру К1 соответствует
область со значениями ДУ(SerSP20) от -20° до -90° и
расстояниям между атомом водорода и Asp166 
в 1,4–2,5 Å. Однако различить конформации К2/3 и К4
на основании этих геометрических критериев
невозможно, так как в этих конформациях ДУ(SerSP20)
может принимать значения как от 20° до 90°, 
так и от -40° до -90°. Причём из рисунка 5Б видно, 
что К2/3 соответствуют, в основном, положительные
значения двугранного угла, тогда как для К4
почти в равной степени отвечают геометрии 
с разными ДУ(SerSP20). Таким образом, данные
геометрические параметры позволяют чётко отделить
К1 от остальных состояний. Попытки найти другие
геометрические критерии, отвечающие разным
конформациям, дали схожие результаты. Таким
образом, не были обнаружены геометрические
критерии, позволяющие различать конформации 
К2/3 и К4 между собой.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ВЫВОДЫ

Для фермент-субстратного комплекса
протеинкиназы А с ATP в активном центре проведён
анализ молекулярно-динамических траекторий
методами иерархической кластеризации. Данный
подход позволил обнаружить четыре различные

конформации ATPи остатковAsp166 иSerSP20 в активном
центре РКА, участвующих в ферментативной реакции.
Данные конформации отличаются положением
гидроксильной группы серина псевдосубстрата SP20.
В качестве возможных акцепторов протона
обнаружены атомы кислорода аспарагиновой кислоты
и γ-фосфатной группы ATP. Вероятнее всего, наиболее
реакционноспособной конформацией является та, 
в которой атом водорода гидроксильной группы
образует водородную связь с кислородом Asp166. 
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Рисунок 4. Распределения расстояний между протоном гидроксо-группы серина субстрата SP20 (H(SerSP20)) и
кислородами Asp166 (O(Asp166)) и фосфатного хвоста (O3G(ATP) и O1G(ATP)), полученные для каждого кластера
(К1, К2, К3 и К4). Розовой пунктирной линей выделен диапазон значений, отвечающих репрезентативным кадрам.
Цветной вариант рисунка доступен в электронной версии статьи на сайте журнала.
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Рисунок 5. Значения двугранного угла OG-CB-CA-N
серина субстрата (ДУ(SerSP20)) и расстояний между
атомом водорода гидроксильной группы и 
кислородом Asp166 и γ-фосфатной группы ATP. 
К1, К2/3, К4 – конформации фермент-субстратного
комплекса РКА.
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CONFORMATIONAL DYNAMICS OF THE ENZYME-SUBSTRATE COMPLEX OF PROTEIN KINASE A
WITH PSEUDOSUBSTRATE SP20 AND ADENOSINE TRIPHOSPHATE
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The phosphorylation reaction, catalyzed by the enzyme protein kinase A (PKA), plays one of the key roles 
in the work of the glutamatergic system, primarily involved in memory functioning. The analysis of the dynamic
behavior of the enzyme-substrate complex allows one to learn the mechanism of the enzymatic reaction. According 
to the results of classical molecular dynamics calculations followed by hierarchical clustering, the most preferred proton
acceptor during the phosphorylation reaction catalyzed by PKA is the carboxyl group of the amino acid residue Asp166;
however, the γ-phosphate group of ATP can also act as an acceptor.

The whole English version is available at http://pbmc.ibmc.msk.ru.
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