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IN SILICO АНАЛИЗ ВЛИЯНИЯ ФОСФОРИЛИРОВАНИЯ  
НА СТРУКТУРУ СТЕРОИД-ГИДРОКСИЛАЗ ЧЕЛОВЕКА CYP17A1 И СYP19A1

Аннотация. С целью изучения влияния пост-трансляционных модификаций (ПТМ) на структуру и функции 
стероид-гидроксилаз человека CYP17A1 и CYP19A1 проведен анализ траекторий молекулярной динамики фермен-
тов, содержащих модифицированные фосфогруппами аминокислотные остатки S258 (CYP17A1), T162 и Y361 
(CYP19A1). Показано, что наличие ПТМ в структуре белка не приводит к значительным изменениям пространствен-
ной структуры ферментов и увеличивает общую стабильность белковой глобулы. Установлено, что фосфорилирова-
ние S258, T162 и Y361 оказывает влияние на интерфейс взаимодействия стероид-гидроксилаз с соответствующими 
донорами электронов путем уменьшения подвижности аминокислотных остатков, участвующих в формировании 
молекулярных комплексов с редокс-партнерами. Обнаружено, что фосфорилирование T162 (CYP19A1) приводит  
к уменьшению подвижности аминокислотных остатков, формирующих канал доступа субстрата в активный центр 
фермента. Полученные результаты проясняют механизм быстрой регуляции активности CYP17A1 и CYP19A1 чело-
века посредством ПТМ.
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Abstract. The trajectories of molecular dynamics simulation of phosphorylated S258 (CYP17A1), T162 and Y361 (CYP19A1) 
were analyzed to understand a possible mechanism of influence of post-translational modification (PTM) on the structure and 
functions of human sterol-hydroxylases CYP17A1 and CYP19A1. It was found that PTM has no dramatic influence on the 
structures of the enzymes but stabilizes them. According to our data, the phosphorylation of S258, T162 and Y361 influences 
the interface of interaction between human sterol-hydroxylases and the corresponding electron donors by decreasing the mo-
bility of amino acids that take part in forming molecular complexes of the enzymes and the corresponding redox-partners. 
The phosphorylation of T162 (CYP19A1) decreases the mobility of amino acids forming access channel. The obtained results 
can shed light on the mechanism of fast regulation of human CYP17A1 and CYP19A1 activity by PTM.
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Введение. Стероид-гидроксилазы человека CYP17A1 и CYP19A1 представляют собой гем-со-
держащие ферменты, принадлежащие к семейству цитохромов P450. В организме человека они 
катализируют ключевые стадии метаболизма стероидных гормонов. CYP17A1 осуществляет  
в одном активном центре последовательное 17α-гидроксилирование прегненолона (прогестеро-
на) и, затем, 17,20-лиазную реакцию гидроксистероида, в результате чего образуется дегидроэ-
пиандростерон (андростендион) [1]. Соотношение двух реакций, катализируемых ферментом, 
определяет направленность биосинтеза по пути образования кортикоидных либо половых гор-
монов. CYP19A1 катализирует реакцию ароматизации андростендиона или тестостерона, кото-
рая, в конечном счете, приводит к формированию эстрона или эстрадиола соответственно [2].
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Следствием особой функциональной нагрузки данных цитохромов P450 в организме челове-
ка является то, что изменение их активности приводит к возникновению тяжелых заболеваний, 
среди которых врожденная гиперплазия коры надпочечников, гормонозависимый рак предстатель-
ной железы, синдром Кушинга, рак молочной железы [3; 4]. В связи с этим CYP17A1 и CYP19A1  
в настоящее время применяются в качестве молекулярных мишеней для создания новых высоко-
эффективных лекарственных препаратов. 

В настоящее время известны стероидные и нестероидные ингибиторы стероид-17-гидрокси-
лазы и ароматазы человека. Последние, чаще всего, представляют собой гетероциклические сое-
динения, содержащие атом азота с неподеленной электронной парой, способный образовывать 
координационную связь с атомом железа гема [5]. Существенным недостатком данного типа ин-
гибиторов является их низкая специфичность, что приводит к возникновению целого ряда по-
бочных эффектов. В свою очередь, ингибиторы стероидной природы характеризуются высокой 
специфичностью, пролонгированным действием и низкой токсичностью. Однако они также об-
ладают значительными побочными эффектами. Так, лиганды CYP17A1 – абиратерон и галете-
рон – ингибируют как 17α-гидроксилазную, так и 17,20-лиазную активность, и, кроме того, ак-
тивность CYP21. Все это приводит к проблемам, связанным с нарушениями синтеза гормонов 
надпочечников [6].

В связи с этим поиск иных способов регуляции активности данных ферментов является 
крайне важной задачей. Согласно современным исследованиям, активность цитохром Р450-
зависимых монооксигеназ, помимо использования ингибиторов различной природы, может ре-
гулироваться посредством активации транскрипции (при этом индуктором является субстрат 
соответствующего фермента), либо посредством так называемых быстрых механизмов регуля-
ции, к которым относят пост-трансляционные модификации (ПТМ). Так, было показано, что 
ацетилирование играет важную роль в регуляции активности CYP19 [7]; модификация CYP27A1 
изолевугландинами приводит к потере каталитической активности фермента [8]. Возможность 
регуляции активности фермента путем фосфорилирования/дефосфорилирования показана для 
CYP21A2 [9], CYP19A1 [10] и CYP17A1 [11].

В настоящее время наблюдается всплеск интереса к изучению регуляции активности фер-
ментов посредством ПТМ. Однако несмотря на наличие экспериментальных данных, касающих-
ся модификаций аминокислотных остатков цитохром P450-зависимых монооксигеназ, информа-
ции на данный момент все еще крайне мало, что не позволяет сформировать концепцию о груп-
по-специфичных и индивидуальных способах регуляции активности клинически значимых 
ферментов.

Во многом интенсификация усилий в области изучения влияния ПТМ на функциональные 
характеристики ферментов связана с увеличением доступности современных методов исследо-
вания, в том числе различных методов компьютерного моделирования, позволяющих осущест-
влять быстрый анализ структурных особенностей модифицированных белков, и, таким обра-
зом, объяснять и дополнять результаты in vitro экспериментов.

В рамках данной работы с использованием метода моделирования молекулярной динамики 
исследованы структурные особенности терапевтически значимых мишеней человека – цитохро-
мов Р450 17A1 и 19A1, содержащих фосфорилированные аминокислотные остатки.

Материалы и методы исследования. In silico анализ влияния ПТМ на структуру и функции 
цитохромов P450 осуществляли посредством разработанного нами автоматизированного подхо-
да, включающего в себя стадии подготовки входных данных для моделирования, проведения 
компьютерного эксперимента и анализа полученных результатов.

Пространственные структуры белков получали методом гомологичного моделирования (про-
грамма Modeller v 9.4) с использованием шаблонов, представленных в базе данных Protein Data 
Bank. 

Модели ферментов подвергали процедуре автоматической подготовки для проведения моле-
кулярной динамики (МД): удаление небелковой части молекулы (кроме кофактора), ковалент-
ные модификации соответствующих аминокислот, добавление ионов Na+ и Cl–, «растворение» 
полученной системы в воде (явное представление растворителя, модель TIP3P, размеры области 
моделирования – 10,0 Å от поверхности белка). 
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Перед проведением МД систему подвергали процедуре оптимизации: минимизация полной 
энергии с наложением пространственных ограничений (силовая константа – 10 ккал/(моль·Å2)) 
на движения атомов белка и минимизация без ограничений на движения атомов. В обоих случаях 
протокол минимизации включал в себя 1500 шагов с использованием метода градиентного спу-
ска и 500 шагов с использованием метода сопряженных градиентов. Нагрев осуществляли в те-
чение 1 нс до температуры 298,15 К (NVT ансамбль). На следующем шаге уравновешивали моде-
лируемую систему в течение 1 нс при 298,15 К при постоянном давлении. Моделирование сво-
бодной динамики осуществляли на временном промежутке 50 нс (NPT ансамбль).

Постоянное давление в системе поддерживали при помощи внешнего баростата (время ре-
лаксации – 2 пс), а постоянную температуру – с использованием термостата Ланже вена (частота 
столкновений – 2 пс–1).

На всех этапах моделирования граничный радиус невалентных взаимодействий принимали 
равным 10,0 Å. Компьютерное моделирование осуществляли с использованием программного 
пакета Amber 16 на вычислительном комплексе ИБОХ НАН Беларуси (2 x Opteron 6378 2,4 GHz 
(32 ядра); 256 GB RAM; 2 x NVIDIA GeForce GTX TITAN).

Анализ полученных траекторий МД осуществляли с использованием функционала библио-
тек Python3: Numpy (численные расчеты), Pytraj (анализ траекторий МД), Matplotlib (визуализа-
ция) и Biopython (обработка пространственных структур молекул).

Результаты и их обсуждение. Изучение структурно-функциональных особенностей стеро-
ид-гидроксилаз человека CYP19A1 и CYP17A1 с ковалентно-модифицированными аминокислот-
ными остатками проводили для случаев фосфорилирования T162, Y361 (CYP19A1) [12] и S258 
(CYP17A1) [13]. Выбор данных аминокислотных остатков обусловлен тем, что ПТМ для них под-
тверждены экспериментально in vitro и in vivo, однако механизм их влияния, за исключением 
модификации Y361 (CYP19A1), на структуру и функции стероид-гидроксилаз до конца не изу-
чен. Для остатка Y361 I. Ritacco с соавт. [14] с использованием комбинированных вычислитель-
ных процедур (молекулярная динамика в микросекундном диапазоне, а также расчет совмест-
ными методами квантовой и молекулярной механики) показали, что увеличение активности 
фермента, содержащего фосфорилированный Y361, происходит, в первую очередь, за счет стаби-
лизации молекулярного комплекса «ароматаза/редокс-партнер» из-за перераспределения заряда 
на поверхности белка.

Согласно результатам множественного выравнивания аминокислотных последовательностей 
CYP17A1, представленных в базе данных UniProt, в 75 % случаев в 258 положении содержится 
серин. При этом анализ филогенетического дерева, построенного по результатам выравнивания, 
показал, что все белки, за исключением CYP17A1 из Squalus acanthias, можно разделить на 2 груп-
пы по наличию данного остатка. Также установлено, что к группе белков, в последовательности 
которых содержится серин в 258 положении, относятся только ферменты млекопитающих (рис. 1, I). 
В случае CYP19A1, остатки T162, Y361 также не являются консервативными по результатам 
множественного выравнивания аминокислотных последовательностей. Однако для T162, за ис-
ключением CYP19A1 из Oryctolagus cuniculus (содержит Ala) и Equus caballus (содержит Thr, но 
последовательность принадлежит другой кладе), на филогенетическом дереве можно выделить 
отдельную кладу ферментов, содержащих данный аминокислотный остаток (рис. 1, II). В то же 
время Y361 локализован в участке аминокислотной последовательности, содержащем много кон-
сервативных остатков, при этом в соответствующей позиции у ферментов из различных организ-
мов располагаются Tyr либо Asn/Lys (Carassius auratus). Интересно, что во втором случае амино-
кислотные остатки способны подвергаться N-гликозилированию, в то время как для Tyr второй 
возможной модификацией, помимо фосфорилирования, является O-гликозилирование.

Анализ пространственных структур CYP19A1 и CYP17A1 человека (таблица) показал, что 
все три аминокислотных остатка локализованы вблизи поверхности белка и, таким образом, 
могут быть доступны для киназ.

Наиболее удален от активного центра фермента остаток S258. Данный аминокислотный 
остаток экспонирован с проксимальной стороны гема и не принимает непосредственного участия, 
согласно литературным данным, во взаимодействии с редокс-партнерами фермента (цитохром b5 
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и НАДФН-зависимая цитохром P450 редуктаза (CPR)). Однако в непосредственной близости от 
него расположен кластер остатков, которые, согласно результатам множественного выравнива-
ния, представленным в [15], участвуют в образовании мультиферментных комплексов из компо-
нентов монооксигеназных систем (рис. 1, III). Таким образом, возникновение в результате ПТМ 
S258 на поверхности белка области, содержащей отрицательный заряд, может влиять на срод-
ство стероид-гидроксилазы человека к своему редокс-партнеру.

Аминокислотный остаток Y361 локализован в α-спирали K (CYP19A1). Согласно литератур-
ным данным, в соответствующем положении у CYP17A1 (R358), CYP27A1 (K391) человека,  
а также CYP11A1 (K342) быка расположены остатки, атомы которых участвуют в образовании 
межмолекулярных связей данных ферментов с донорами электронов (рис. 1, IV) [15]. Данный 

Рис. 1. Филогенетические деревья, построенные на основе аминокислотных последовательностей CYP17A1 (I)  
и CYP19A1 (II), представленных в базе данных UniProt, а также поверхности Ван-дер-Ваальса для CYP17A1 (III)  
и CYP19A1 (IV), с указанием аминокислотных остатков, участвующих в образовании комплекса «фермент–редокс–

партнер»

Fig. 1. Phylogenetic trees for amino acid sequences of CYP17A1 (I) and CYP19A1 (II) from UniProt database. Van-der-Waals 
surfaces for human CYP17A1 (I) and CYP19A1 (II) with colored residues which are taking part in formation of complex  

“enzyme–redox–partner”

Параметры аминокислотных остатков, содержащих ПТМ

Parameters of amino acid residues containing PTM

Белок 
Protein

Аминокислотный  
остаток 

Amino acid residue

Локализация 
Localization

Расстояние между Сα-атомом 
остатка и атомом Fe гема 

Distance between the residue 
Сα-atom and the heme Fe atom

Площадь поверхности, 
доступной растворителю, A 

Surface area accessible  
to solvent, A

CYP17A1 S258 Петля между α-спиралями G и H 27,6 31,9

CYP19A1 T162 α-спираль D 20,4 37,0
Y361 α-спираль K 14,5 39,5
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факт подчеркивает важность ПТМ указанного остатка для функционирования ароматазы  
человека.

T162 (CYP19A1), как и S258 (CYP17A1), непосредственно не принимает участия во взаимодей-
ствии с цитохромом b5 или CPR, однако он также локализован в непосредственной близости от 
кластера аминокислотных остатков из α-спиралей C и D, стабилизирующих мультиферментный 
комплекс при связывании редокс-партнеров (рис. 1, IV). 

Таким образом, один из возможных механизмов быстрой регуляции активности CYP19A1  
и CYP17A1 человека путем ПТМ T162 и S258 в данном случае может реализовываться за счет 
модификации остатков в области интерфейса взаимодействия с соответствующими донорами 
электронов, что особенно важно в случае CYP19A1, так как ПТМ изменяет распределение заряда 
в области связывания редокс-партнеров.

Анализ траекторий молекулярной динамики (МД) показал, что наиболее подвижными уча-
стками в структуре CYP17A1 и его модифицированной формы являются N- и C-концевой фраг-
менты: 23–40 и 502–512 (здесь и далее нумерация соответствует нумерации аминокислотных 
остатков в полноразмерном белке человека) аминокислотные остатки соответственно. Для умень-
шения зашумленности данных в дальнейшем траектории анализировали без учета указанных 
участков. 

Установлено, что фосфорилирование S258 CYP17A1 не приводит к значительным изменениям 
структуры как в целом (согласно результатам расчета среднеквадратичного отклонения (СКО)  
и радиуса гирации), так и на уровне основных атомов (согласно результатам расчета среднеква-
дратичной флуктуации (СКФ) атомов). Расчет расстояния от Cα атома S258 до атома Fe3+ гема показал, 

Рис. 2. Изменение расстояния между Cα-атомом S258 и ионом Fe гемовой группы в процессе МД для немодифициро-
ванной и модифицированной форм CYP17A1 (I) и CYP19A1 (II); СКФ Cα-атомов полипептидной цепочки (III), а также 

СКО Cα-атомов белка (IV) в процессе МД для немодифицированной и модифицированной форм CYP19A1

Fig. 2. Distance between Cα-atom of S258 and Fe of heme during MD simulation for unmodified and modified forms  
of CYP17A1 (I) and CYP19A1 (II); RMSF of Cα-atoms of polypeptide chain (III), and RMSD of Cα-atoms of the protein (IV) 

during MD simulation for unmodified and modified forms of CYP19A1
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что в течение первых 25 нс динамики его величина и характер изменения практически совпада-
ют как для исходного белка, так и для его модифицированной формы. В то же время в случае 
CYP17A1 с фосфорилированным S258 расстояние немного увеличивается (на 1 Å) по сравнению 
с ферментом, не содержащим ПТМ (рис. 2, I). 

Анализ поверхности свободной энергии в терминах радиуса гирации и среднеквадратичного 
отклонения (рис. 3, I) показал, что в обоих случаях в системе присутствует одна устойчивая 
конформация стероид-гидроксилазы. Однако потенциальная яма для немодифицированной 
формы несколько уже, чем для белка с ПТМ, что свидетельствует об увеличении естественной 
конформационной подвижности отдельных элементов структуры CYP17A1, содержащей 
фосфорилированный S258.

Анализ траекторий молекулярной динамики с использованием метода главных компонент 
показал, что более 90 % всех движений как в исходном, так и в модифицированном белке описы-
ваются при помощи трех первых главных компонент (PC), при этом подвижность структурных 
элементов, соответствующая им, связана с различными типами движений аминокислотных 
остатков 216–218 и 274–291, принадлежащих петлям между α-спиралями F и G, а также H и I 
(рис. 3, II). Фосфорилирование S258 приводит к тому, что движения, соответствующие первой 
главной компоненте (PC1) (66 % всех движений), становятся более коллективными. Кроме того, 
ПТМ является причиной уменьшения подвижности участков последовательности, указанных 
выше. В то же время увеличивается подвижность аминокислотных остатков 135–143, принадле-
жащих петле между α-спиралями C и D и участвующих во взаимодействии с редокс-партнерами 
CYP17A1. Данные изменения характерны для всех трех первых главных компонент. В результате 
фосфорилирования также изменяется вклад отдельных компонент, и следовательно, различных 

Рис. 3. Поверхность свободной энергии (ПСЭ), построенная в терминах радиуса гирации, и СКО Cα-атомов белка (I), 
а также графики зависимости смещения Cα-атомов белка в процессе динамики относительно первых трех главных 

компонент (II) для немодифицированной и модифицированной форм CYP17A1

Fig. 3. FES in terms of radius of gyration and RMSD for Cα-аtoms of the protein (I), and displacement of Cα-atoms during MD 
simulation along first three principal components (II) for unmodified and modified forms of CYP17A1
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типов движений подструктур белка, в общую подвижность (до фосфорилирования / после фос-
форилирования): PC1 – 66 % / 74 %; PC2 – 21 % / 3 %; PC3 – 3 % / 12 %.

В результате анализа траекторий МД CYP19A1 установлено, что фосфорилирование Y361  
не приводит к значительному изменению расстояния между Cα-атомом аминокислотного остатка  
и атомом Fe3+ гема. Однако для белка с модифицированным T162 соответствующее расстояние 
больше, причем это наблюдается для CYP19A1 как с одной (T162), так и с двумя модификациями 
(T162, Y361) (рис. 2, II). 

Рис. 4. ПСЭ, построенная в терминах радиуса гирации, и СКО Cα-атомов белка (I), а также графики зависимости  
смещения Cα-атомов белка в процессе динамики относительно первых трех главных компнонент (II) для немодифи-

цированной и модифицированной форм CYP19A1

Fig. 4. FES in terms of radius of gyration and RMSD for Cα-atoms of the protein (I), and displacement of Cα-atoms during MD 
simulation along first three principal components (II) for unmodified and modified forms of CYP19A1
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Наиболее подвижными частями белка в процессе МД, согласно результатам расчета СКФ 
атомов, также, как и для CYP17A1, являются N- и C-концевой участки. Установлено, что у белка 
с фосфорилированными остатками меньше флуктуации атомов в области 134–160 аминокислот-
ных остатков (α-спираль C), причем это характерно для всех моделей с модификациями (рис. 2, III). 
Также показано, что ПТМ как T162, так и Y361 приводит к увеличению подвижности участка 
(meander region, аминокислотные остатки 419–435), содержащего цистеин, участвующий в коор-
динации с проксимальной стороны атома Fe3+ гемовой группы.

В ходе анализа траекторий МД обнаружено, что введение ПТМ в структуру белка приводит 
к уменьшению СКО, что указывает, в данном случае, на важную роль фосфорилирования в ста-
билизации пространственной структуры молекулы (рис. 2, IV). Полученный результат под-
тверждается и исходя из ПСЭ, построенной для модифицированных и немодифицированной 
форм белка (рис. 4, I). Для CYP19A1, не содержащего фосфорилированных остатков, можно вы-
делить два минимума свободной энергии, соответствующие наиболее вероятным конформаци-
ям белка в процессе МД, в то время как для ароматазы с ПТМ такой минимум только один.

Использование метода главных компонент для анализа траекторий молекулярной динамики 
показало, что около 90 % движений для всех моделей соответствуют трем первым главным ком-
понентам. В отличие от CYP17A1, в данном случае все три главные компоненты в большей степени 
описывают коллективные движения аминокислотных остатков белка (рис. 4, II). Наибольшей под-
вижностью обладают аминокислотные остатки 72–89 (вторая и первая главная компоненты), 
принадлежащие α-спирали А, а также β-листу 1–2. Данные остатки являются частью канала до-
ступа лиганда в активный центр CYP19A1. При фосфорилировании белка по T162 (как для моде-
ли, содержащей один остаток с ПТМ, так и для модели с двойным фосфорилированием) подвиж-
ность данного участка значительно уменьшается. В случае же ПТМ Y361 (модель, содержащая 
один модифицированный остаток) подвижность аминокислотных остатков 72–89 сохраняется, 
однако амплитуда движения меньше, чем для исходного белка. Полученные данные указывают 
на то, что механизм быстрой регуляции при фосфорилировании Y361 и, в особенности, T162 мо-
жет включать в себя изменение доступности активного центра фермента для молекул субстрата.

Заключение. Таким образом, установлено, что фосфорилирование T162, Y361 (CYP19A1)  
и S258 (CYP17A1) не приводит к значительным изменениям пространственной структуры фер-
ментов. Локализация данных аминокислотных остатков в непосредственной близости от интер-
фейса взаимодействия с соответствующими донорами электронов, а также уменьшение подвиж-
ности отдельных частей белков при ПТМ указывает на то, что в основе механизма быстрой регу-
ляции активности ферментов CYP17A1, CYP19A1 человека в данном случае лежит изменение 
сродства стероид-гидроксилазы к своему редокс-партнеру. Кроме того, показано, что фосфори-
лирование T162 способно оказывать значительное влияние на подвижность аминокислотных 
остатков, формирующих канал доступа субстрата в активный центр CYP19A1 и, таким образом, 
модулировать каталитические свойства фермента. Полученные результаты вносят вклад в фор-
мирование представления о группоспецифичных и индивидуальных быстрых способах регуля-
ции цитохромов Р450 с использованием ПТМ.
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