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IN SILICO АНАЛИЗ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ СОЕДИНЕНИЙ,  
СОДЕРЖАЩИХ ФОТОАКТИВИРУЕМЫЕ ГРУППЫ,  

С ФЕРМЕНТАМИ CYP7 ЧЕЛОВЕКА

Аннотация. С целью выявления структурных особенностей взаимодействия ферментов CYP7 человека с произ-
водными бордипирометена (BODIPY) и стероидов, содержащих фотоактивируемые сшивающие группы, проведен 
in silico анализ комплексов «белок–лиганд». Показано, что модифицированные молекулы BODIPY, а также произ-
водное дегидроэпиандростерона с диазириновой группой способны связываться в активном центре стероид-ги-
дроксилаз человека с аффинностью, сравнимой с соответствующими величинами, рассчитанными для природных 
субстратов этих ферментов. При этом геометрия комплекса «фермент–лиганд» для модифицированного стероида  
в активном центре также соответствует геометрии комплексов CYP7 со своими природными лигандами, что ука-
зывает на возможность образования гидроксилированных продуктов реакции – меченых аналогов биометаболитов. 
Показано, что наличие одновременно диазириновой и 7-нитробензофуразановой групп значительно снижает срод-
ство лиганда к активному центру CYP7A1 и, в особенности, CYP7B1. Идентифицированы аминокислотные остат-
ки, расположенные вблизи фотоактивируемых групп и способные образовывать с ними ковалентные аддукты. По-
лученные результаты представляют интерес для объяснения механизма взаимодействия соединений, содержащих  
фотоактивируемые сшивающие группы с рекомбинантными ферментами CYP7 человека in vitro, а также для иден-
тификации продуктов ковалентной модификации аминокислотных остатков белка, образующихся при фотоактива-
ции исследованных молекул.
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Abstract. In silico analysis of “protein–ligand” complexes of human CYP7 enzymes with modified borondipyrrome-
tene (BODIPY) and steroids, containing photo-activated crosslinking groups, wasperformed in order to identify structural 
peculiarities of their interaction. It was found that BODIPY molecules and DHEA derivative with diazirine group are able to 
bind tightly with human steroid-hydroxylases. Binding affinity is comparable with corresponding values for essential ligands  
of the enzymes. Binding mode of the modified steroid corresponds to the binding mode of essential CYP7 ligands, so for-
mation of hydroxylated products is possible. It was found that presence of both diazirine and NBD groups in a molecule  
significantly increases affinity of the compound in case of CYP7A1 and, especially, CYP7B1. Amino acid residues, located  
in a close proximity with photo-activated groups were detected, that can form covalent adducts with them. The obtained re-
sults can shed light on the mechanism of interaction of the compounds with recombinant human CYP7 enzymes in vitro. The 
results can also be used for the identification of modified amino acids of the proteins that are formed under photoactivation  
of the compounds in vitro. 
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Введение. Фотоаффинное мечение, или фотосшивка – современный подход биохимических 
исследований, заключающийся в использовании соединений, модифицированных группами, 
способными при облучении ультрафиолетом генерировать высокореакционные радикальные 
частицы, ковалентно присоединяющиеся к тому или иному биообъекту [1]. В частности, в ли-
тературе описаны производные стероидов различных классов, содержащие фотоактивируемые 
сшивающие (ФАС) группы, способные вызывать фотоинициируемые ковалентные сшивки: бен-
зофеноновые [1], арилазидные [2; 3] и диазириновые [4; 5], для которых показано наилучшее  
сочетание фотофизических свойств (активируются ближним ультрафиолетовым светом 350–380 нм,  
небольшой размер, возможность фотоприсоединения к С–Н и O–H связям) [6].

Использование известных лигандов конкретных мишеней для синтеза молекул, содержащих 
ФАС группы, позволяет создавать новые соединения, способные с высокой аффинностью свя-
зываться в активном центре исследуемых белков, что показано, например, в [5]. Помимо этого  
в качестве основы для синтеза соединений, в состав которых включена ФАС метка, можно ис-
пользовать различные флуоресцентные соединения. Например, в литературе имеются сведения 
касательно ФАС-содержащих производных планарных гидрофобных бордипиррометеновых кра- 
сителей (BODIPY) [7]. Способность к фотоаффинному связыванию при этом появляется за счет 
бензофеноноподобной структуры соединения.

Известно, что способностью к фотоиндуцированному образованию свободных радикалов, фо-
тодимеризации и фотосшивкам обладают фенольные и индольные группы остатков Tyr и Trp [8].  
Это позволяет рассматривать другие молекулы, содержащие такие фрагменты, в качестве пер- 
спективных кандидатов на роль соединений-зондов. В частности, такими соединениями явля-
ются производные стероидов, содержащие NBD-, или индольный фрагмент в боковой цепи [9].

Использование лигандов, в структуре которых присутствует ФАС группа, обладает рядом 
неоспоримых преимуществ. Главное среди них заключается в том, что синтез молекул, мими-
крирующих «естественные» лиганды и содержащих ФАС метку, позволит получать новые «ме-
ченные» аналоги биометаболитов, что, в первую очередь, важно для установления механизма 
работы определенного белка и стероидной сигнализации в целом, а также открывает перспекти-
вы применения таких модифицированных лигандов для поиска конкретных мишеней белковой 
природы в составе клетки или органелл. Особенно это актуально в случае, когда пространствен-
ная структура белка или белок-лигандного комплекса не разрешена.

В данной работе методом компьютерного моделирования проведено исследование взаимо-
действия производных стероидов и BODIPY, содержащих ФАС группы, с ферментами челове-
ка CYP7A1 и CYP7B1. Данные белки принадлежат к суперсемейству цитохромов P450 – гемсо-
держащих монооксигеназ – и участвуют в метаболизме холестерина, его гидроксипроизводных 
(22R-, 25-, 27-гидроксихолестерин), а также ряда стероидных гормонов (дегидроэпиандросте-
рон, эпиандростерон, прегненолон). Мутации в соответствующих генах приводят к возникнове-
нию тяжелых летальных заболеваний (спастическая параплегия типа 5, гиперхолестеринемия, 
врожденный дефект синтеза желчных кислот), молекулярные механизмы которых до конца так 
и не выяснены.

Материалы и методы исследования. Пространственные структуры флуоресцентных про-
изводных стероидов конструировали исходя из их структурных формул с использованием онлайн 
сервиса MolView. Модели подвергали процедуре минимизации методом молекулярной механики 
(силовое поле UFF) и использовали для молекулярной стыковки (докинга) с ферментами CYP7.

Докинг осуществляли с использованием программы AutoDock Vina v 1.1.2. Оптимальные па-
раметры области активного центра ферментов (длину, ширину, высоту, а также углы поворота 
относительно базисных векторов декартовой прямоугольной системы координат) для каждой из 
протестированных молекул рассчитывали используя экспериментально определенные структу-
ры комплексов белок–лиганд, представленные в базе данных PDB. Пространственные структу-
ры флуоресцентных соединений сравнивали с известными лигандами CYP7A1, используя би-
нарную меру сходства Сёренсена. При совпадении структур более, чем на 90 % в качестве раз-
меров области докинга использовали геометрические параметры, рассчитанные для известного 
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лиганда +5 %. Во всех остальных случаях размеры соответствовали параметрам, вычисленным 
для тестируемого соединения.

В процессе докинга генерировали 10 различных положений лиганда в активном центре соот-
ветствующего фермента с параметром избыточности 256, при этом разница в величине энергии 
связывания между различными положениями составляла не менее 4 ккал/моль. Результаты сты-
ковки анализировали путем ранжирования полученных положений лиганда в соответствии с их 
среднеквадратичным отклонением относительно структур комплексов CYP7A1 с 7-кетохолесте-
ноном (PDB ID: 3V8D) и 4-холестен-3-оном (PDB ID: 3SN5), определенных экспериментально,  
а также согласно значениям оценочной функции, рассчитанной программой AutoDock Vina.

Модель фермента CYP7B1 человека строили методом гомологичного моделирования (про-
грамма Modeller 9.4) с использованием пространственных структур CYP7A1, представленных  
в базе данных Protein Data Bank (PDB) (идентификаторы в базе данных: 3DAX, 3SN5) в качестве 
шаблонов. В случае CYP7A1 для in silico эксперимента использовали структуру из базы данных 
Protein Data Bank: PDB ID 3SN5.

Параметры силового поля для производных стероидов (NBD-Dz и DAM-Dz) рассчитывали 
с помощью утилиты antechamber, входящей в состав программного пакета Amber16. Частичные 
заряды на атомах определяли методом AM1-BCC. Параметры силового поля для производных 
BODIPY рассчитывали путем полуэмпирических квантово-химических расчетов с помощью 
программного комплекса MOPAC (метод параметризации PM7).

Молекулярную динамику моделировали с использованием функционала программного па-
кета Amber16.

Перед проведением молекулярной динамики (МД) систему подвергали процедуре оптими-
зации: 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 исполь-
зованием метода градиентного спуска и 500 шагов с использованием метода сопряженных гра-
диентов. Нагрев осуществляли в течение 1 нс до температуры 298,15 К (NVT ансамбль). На сле-
дующем шаге уравновешивали моделируемую систему в течение 1 нс при 298,15 К при посто-
янном давлении. Моделирование свободной динамики осуществляли на временном промежутке  
50 нс (NPT ансамбль).

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

На всех этапах моделирования граничный радиус невалентных взаимодействий принимали 
равным 10,0 Å. Расчет осуществляли в явном растворителе (вода, модель TIP3P, размеры области 
моделирования – 10,0 Å от поверхности белка).

Компьютерное моделирование осуществляли на вычислительном комплексе ИБОХ НАН Бе-
ларуси (2 x Opteron 6378 2,4 GHz (32 ядра); 256 GB RAM; 2 x NVIDIA GeForce GTX TITAN).

Результаты и их обсуждение. Докинг рассматриваемых в данной работе лигандов в актив- 
ный центр стероид-гидроксилаз человека показал следующее: для всех соединений, кроме слу-
чая CYP7B1 и NBD-Dz, энергия связывания, рассчитанная с использованием оценочной функ-
ции программы Autodock Vina, имеет отрицательные значения, что свидетельствует о возмож-
ности образования комплексов белков с соединениями, содержащими ФАС группу (табл. 1). 
Взаимодействие же NBD-Dz с CYP7B1, согласно проведенным расчетам, энергетически невы-
годно. Возможная причина этого кроется в том, что данное соединение содержит два больших 
полярных заместителя при C3 и С17, и в результате дополнительных стерических ограничений 
уменьшается число возможных положений лиганда внутри активного центра фермента. Соглас-
но результатам анализа траектории молекулярной динамики, наиболее энергетически выгодное 
положение молекулы таково, что диазириновый фрагмент направлен наружу белка вдоль канала 
доступа в активный центр, а NBD-фрагмент локализуется в гидрофобном кармане, сформиро-
ванном аминокислотными остатками, принадлежащими α-спиралям B ,́ C, I. При этом плоскость 
стероида повернута вокруг своей продольной оси на 180°, по сравнению с известными лиганда-
ми CYP7 (рис. 1).
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Т а б л и ц а  1.  Результаты молекулярного докинга лигандов стероид-гидроксилаз человека и соединений, 
содержащих ФАС группу

T a b l e  1.  Results of molecular docking of ligands with photoactivated crosslinker groups toward  
human sterol-hydroxylases

Соединение
Сompound

Структура
Structure

Энергия связывания, ккал/моль
Binding energy, kcal/mol

CYP7A1 CYP7B1

5-андростен-3β-ол-17-он (ДГЭА) –* –8,0

4-холестен-3-он** –10,5 –**

BD-1 –10,0 –10,0

BD-2 –9,6 –10,4

NBD-Dz –5,8 1,0

DAM-Dz –9,6 –4,6

П р и м е ч а н и е:  * – ДГЭА – природный лиганд CYP7B1; ** – 4-холестен-3-он – природный лиганд CYP7A1.
N o t e:  ДГЭА – natural ligand for CYP7B1; 4-холестен-3-он – natural ligand for CYP7A1.

Примечательно, что аналогичное расположение лиганда получено и в результате докинга 
NBD-Dz в активный центр CYP7A1. В этом случае взаимодействие лиганда с рецептором энер-
гетически выгодно, однако в то же время энергия связывания ниже, чем для природного лиган-
да (табл. 1). В процессе молекулярной динамики NBD-группа лиганда разворачивается атомом 
кислорода в сторону α-спирали B ,́ но относительная локализация стероидного ядра молекулы  
и гема при этом практически не меняется. Следует отметить, что геометрия комплекса «NBD-Dz-
белок», полученная в результате МД, достаточно стабильна для обоих ферментов: среднеквадра-
тичное отклонение атомов молекулы не превышает 1,6 Å (рис. 2).
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Согласно результатам докинга, среди исследованных производных стероидов только DAM-
Dz располагается в полости активного центра CYP7B1 в соответствии с локализацией природ-
ного субстрата данного фермента (ДГЭА), а также лигандов гомологичного фермента CYP7A1 
(4-холестен-3-он и 7-кетохолестерин): плоскости стерана и гема параллельны, расстояние от 7 атома 
углерода до атома Fe3+ гема составляет 5,4 Å. При таком положении лиганда боковой заместитель 
при C17 располагается в кармане, сформированном остатками, принадлежащими α-спиралям  
B ,́ C, I, и образуется водородная связь между 3β-OH группой стероида и Thr367, принадлежа-
щим одному из сайтов распознавания молекулы субстрата (SRS-5) фермента CYP7B1 (рис. 1, 
II). Однако такая геометрия лиганда в активном центре не является достаточно устойчивой. На 
это указывают значительные различия в энергии взаимодействия «лиганд–белок» для фермен-
тов CYP7 (табл. 1). Аналогичные выводы можно сделать на основании результатов 50 нс МД  
(рис. 2, II), согласно которым наиболее энергетически выгодное положение молекулы такое, при 
котором продольная ось стероидного ядра направлена в сторону канала доступа в активный 
центр фермента, аналогично диазириновому фрагменту в случае соединения NBD-Dz (рис. 1, I).

В случае CYP7A1 оптимальное положение лиганда DAM-Dz, согласно результатам докинга, 
не совпадает с таковым для холестенона или 7-кетохолестерина: плоскость стероида наклонена 
под углом 60° относительно плоскости гема. Диазириновый фрагмент при этом расположен в по-
лости, образованной остатками, принадлежащими α-спиралям B ,́ C, I, но в отличие от CYP7B1 
он локализуется вдоль α-спирали I. Это связано с тем, что у ферментов CYP7 значительно раз-
личаются физико-химические свойства аминокислотных остатков указанных выше элементов 
вторичной структуры, что определяет селективность данных белков по отношению к лигандам, 
содержащим у С17 атома углерода заместители с различным пространственным положением по-
лярных фрагментов. В частности, в α-спирали Bʹ на месте Leu118 и Leu119 (CYP7B1) у CYP7A1 

Рис. 1. Фрагмент полости активного центра CYP7B1 в комплексе с NBD-Dz (I) и DAM-Dz (II)

Fig. 1. Fragment of human CYP7B1 active site in a complex with NBD-Dz (I) and DAM-Dz (II)

Рис. 2. Среднеквадратичное отклонение атомов лигандов для соответствующих комплексов  
с CYP7A1 (I) и CYP7B1 (II) в процессе 50 нс молекулярной динамики

Fig. 2. Root mean square deviation of atoms of the ligands in a complex with CYP7A1 (I)  
and CYP7B1 (II) during 50 ns molecular dynamics simulation
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локализованы Thr104 и Ser105. Интересно, что в ходе 50 нс МД стероидное ядро соединения 
DAM-Dz располагается в активном центре CYP7A1 аналогично природным субстратам белка 
(рис. 3, I).

Докинг производных BODIPY показал, что в случае CYP7B1 положения обоих соединений 
в активном центре практически совпадают. Молекула располагается метильным заместителем 
к атому Fe3+ (расстояния от метильного заместителя составляют 4,7 Å для BD1 и 4,2 Å для BD2 
соответственно), при этом плоскость бордипиррометена параллельна плоскости гема, а бензо-
льный фрагмент локализуется в полости активного центра, упомянутой выше (рис. 4). Согласно 
результатам 50 нс МД, данное положение является стабильным для обеих молекул (рис. 2, II).

Наличие в α-спирали Bʹ CYP7A1 аминокислотных остатков с гидрофильными боковыми це-
пями накладывает дополнительные стерические ограничения на положение молекул в активном 
центре. Поэтому бензольное кольцо в случае соединения BD1 располагается в канале доступа,  
а в случае соединения BD2 – в полости активного центра, но так, что кето-группа взаимодействует 
с аминокислотными остатками, принадлежащими α-спирали B ,́ а плоскость BODIPY-фрагмента 
перпендикулярна плоскости гема (рис. 4). Анализ траекторий молекулярной динамики показал, 
что более устойчив комплекс CYP7A1 с BD1 (рис. 2, I), в то время как соединение BD2 может 
менять свое положение относительно гема и ключевых аминокислотных остатков.

Анализ траекторий молекулярной динамики также позволил идентифицировать аминокис-
лотные остатки белка, с которыми могут ковалентно связываться исследуемые соединения, со-
держащие ФАС группы. Для этого рассчитывали частоту встречаемости атомов белка на рассто-

Рис. 3. Фрагмент полости активного центра CYP7A1 в комплексе с DAM-Dz (I)  
и холестеноном (PDB ID: 3SN5) (II)

Fig. 3. Fragment of human CYP7A1 active site in a complex with DAM-Dz (I)  
and 4-cholestene-3-one (PDB ID: 3SN5) (II)

Рис. 4. Фрагмент полости активного центра CYP7A1 (I) и CYP7B1 (II) в комплексе с производными BODIPY.  
Лиганды BD1 и BD2 окрашены в желтый и зеленый цвет соответственно

Fig. 4. Fragment of human CYP7A1 (I) and CYP7B1 (II) active site in a complex with BODIPY derivatives.  
Compounds BD1 and BD2 are colored by yellow and green
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янии не более 4,0 Å от атома углерода, непосредственного связанного с атомами азота диазири-
нового фрагмента (для производных стероидов), и атома углерода, образующего двойную связь 
с атомом кислорода (для производных BODIPY). Результаты проведенных расчетов приведены  
в табл. 2.

Т а б л и ц а  2.  Частота встречаемости аминокислотных остатков вблизи ФАС групп  
протестированных соединений

T a b l e  2.  Occurence frequency of amino acid residues near photoactivated crosslinking groups  
of tested compounds

Соединение
Сompound

Аминокислотный остаток (% от общего времени 50 нс МД)
Amino acid residue (% of total time of 50 ns molecular dynamics simulation)

CYP7A1 CYP7B1

BD1
Leu486 (100 %)
Ser360 (99 %)

Leu361 (100 %)

Leu119 (91 %)
Leu138 (76 %)

BD2 Ser105 (69 %)
Phe109 (60 %)

Trp291 (66 %)
Ala292(54 %)

NBD-Dz

Thr104 (88 %)
Phe100 (63 %)
Ile363 (65 %)

Ile369 (87 %)
Ile90 (60 %)

Phe489 (52 %)
Phe114 (85 %)

DAM-Dz
Ile125 (91 %)
Phe129 (69 %)
Phe102 (62 %)

His285 (90 %)
Gly288 (78 %)
Glu137 (57 %)

Согласно полученным данным, вероятность образования ковалентных модификаций с кон-
сервативными аминокислотными остатками активного центра достаточно высока как для одного,  
так и для второго белка. Среди них есть остатки, играющие важную роль в процессе катализа,  
стабилизации молекулы лиганда в активном центре (например, Thr104, Ser105, Leu361 для CYP7A1,  
Phe114, Leu119, His285, Trp291, Ala292 для CYP7B1). Следовательно, данные соединения могут 
быть использованы для исследования структурных и каталитических особенностей стероид-ги-
дроксилаз человека в норме и при наличии мутаций, связанных с возникновением заболеваний.

Заключение. Таким образом, в результате моделирования докинга и молекулярной динами-
ки соединений, содержащих ФАС группы, с ферментами CYP7 человека установлено, что про-
изводные BODIPY и диазирин-содержащее производное ДГЭА способны образовывать «проч-
ные» комплексы со стероид-гидроксилазами. Показано, что соединение DAM-Dz локализуется 
в активном центре белков аналогично природным субстратам ферментов, что указывает на воз-
можность гидроксилирования молекулы по 7 положению и образованию меченного аналога ме-
таболита. Выявлено, что в ходе молекулярной динамики ФАС группы локализуются вблизи кон-
сервативных аминокислотных остатков CYP7, способных образовывать ковалентные аддукты  
с интермедиатами, формирующимися при фотоактивации бензофенонов и, особенно, диазиринов.

Полученные результаты будут использованы в дальнейшем для объяснения механизма взаи-
модействия рассмотренных в работе производных стероида и BODIPY, содержащих ФАС груп-
пы, с рекомбинантными ферментами CYP7 человека in vitro, а также для идентификации про-
дуктов ковалентной модификации аминокислотных остатков белка, образующихся при фотоак-
тивации исследованных молекул.
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