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Аннотация

Выявление механизма взаимодействия ферментов с лигандами в активном центре
необходимо для эффективного поиска новых лекарственных средств и целенаправлен-
ного изменения существующих. В настоящей работе было проведено компьютерное
моделирование реакции между производным пиридоксина и каталитической триадой
активного центра ацетилхолинэстеразы для выяснения роли сайтов активного центра
при взаимодействии с ингибитором. Изучено влияние на реакцию взаимодействия сле-
дующих сайтов активного центра: периферийный анионный сайт, анионный сайт, оксиа-
нионная дыра, омега-петля, ацильный карман. Моделирование проводилось в программе
PC GAMESS методом АМ1, в качестве координаты реакции было выбрано расстояние
между углеродом карбамоилированного фрагмента производного пиридоксина и кисло-
родом гидроксильной группы аминокислотного остатка серина Ser203 каталитической
триады, изменение координат происходило с шагом 0.2 Å. Наибольшее и наименьшее
значения энергетических пиков равны 54.24 и 45.52 ккаль/моль соответственно. При
моделировании контрольной реакции каталитической триады с производным пиридок-
сина без окружения энергетический пик составил 49.12 ккаль/моль. Полученные значе-
ния энергетических барьеров велики, что, возможно, связано с тем, что при моделиро-
вании реакции учитывалось влияние отдельных частей активного центра, а не всего
фермента.
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Введение

Ацетилхолинэстераза (АХЭ) – фермент из класса холинэстераз – содер-
жится в синапсах и катализирует гидролиз нейромедиатора ацетилхолина до
холина и остатка уксусной кислоты. Ингибиторы АХЭ – фосфорорганические
соединения – мощные токсины, воздействие которых на организм человека
обычно приводит к смерти от судорог дыхательной мускулатуры [1].

Основной интерес к данному классу ферментов связан с тем, что признаки
нарушения холинергических систем проявляются при миастеническом синдроме,
при нейродегенеративных заболеваниях, в том числе при болезни Альцгеймера.
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Основными нейропатологическими признаками болезни Альцгеймера явля-
ется снижение концентрации ацетилхолина в синапсах, что приводит к наруше-
нию передачи нервного сигнала. Ингибирование АХЭ приводит к продлению
действия ацетилхолина на рецептор. При нейродегенеративных заболеваниях
отмечено снижение активности АХЭ, при этом функцию гидролиза ацетилхолина
берет на себя бутирилхолинэстераза (БХЭ). Исходя из этого, помимо ингибито-
ров, селективных для АХЭ, в качестве перспективных терапевтических агентов
рассматриваются ингибиторы, как селективные для БХЭ, так и действующие на
обе холинэстеразы [2–12].

В медицине в качестве лекарственных препаратов, ингибирующих актив-
ность АХЭ, используют вещества из разных классов. Их принципиальное раз-
личие заключается в типе связывания с ацетилхолинэстеразой. Такрин, велнак-
рин, донепезил и гуперзин являются нековалентными ингибиторами с высокой
аффинностью; метрифонат образует необратимое ковалентное соединение с суб-
стратом. Такрин и велнакрин – бесконкурентные ингибиторы, донепезил имеет
конкурентные и бесконкурентные свойства, галантамин является конкурентным
ингибитором [13]. Действие метрифоната начинается с конкурентного ингибиро-
вания, но со временем трансформируется в неконкурентное ингибирование [14].
Различия в длительности действия и метаболизме определяют режим дозиро-
вания и вероятность лекарственного взаимодействия.

Несмотря на такой большой спектр препаратов, существует острая необхо-
димость в лекарствах, специфически ингибирующих активность тех или иных
холинэстераз и обладающих минимальными побочными эффектами. В преды-
дущем исследовании [15] был проведен докинг холинэстераз с производными
пиридоксина, синтезированными в Химическом институте им. А.М. Бутлерова
КФУ [16], который показал, что они обладают антихолинэстеразной активно-
стью. Целью настоящего исследования было выяснение роли сайтов активного
центра АХЭ в процессе взаимодействия с ингибиторами. В связи с этим основ-
ной задачей работы явилось компьютерное моделирование реакции взаимодей-
ствия каталитической триады АХЭ мыши 2JEY [17] с производным пиридок-
сина в различном аминокислотном окружении.

Рассматриваемый в настоящей работе процесс (рис. 1) ингибирования АХЭ
представляет собой простейший случай двухстадийной бимолекулярной реакции
с образованием на первой стадии комплекса Михаэлиса, который на второй ста-
дии распадается на карбамоилированную холинэстеразу и производное пири-
доксина без карбамоилированной группировки.
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Рис. 1. Общая схема реакции ингибирования АХЭ производным пиридоксина [16]
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Сначала за счет нековалентного взаимодействия образуется комплекс Ми-
хаэлиса, далее происходит перенос карбамоилированной группы ингибитора на
гидроксильную группу Ser203 каталитической триады активного центра, связь
образуется между углеродом карбамоилированной группы и кислородом гид-
роксильной группы.

Материалы и методы

В работе использовали АХЭ мыши 2JEY и производное пиридоксина а
с брутто-формулой C13H19N2O4 (примерные ширина и длина равны 8.36 и 9.02 Å
соответственно (рис. 2)). Ингибитор а – родоначальник производных пиридок-
сина, отличающихся друг от друга длиной радикального хвоста, расположенных
в точках P1 и P2 [16]. Используемые в настоящей работе координаты ингибитора
были получены ранее при проведении докинга [15]. В ходе моделирования про-
водилась фиксация атомов, образующих пептидную связь С–N, поскольку в бел-
ках она является жесткой структурой и вращение вокруг нее затруднено.

Рис. 2. Структура ингибитора а (Р1 и Р2 – места присоединения различных радикалов,
Звездочкой указаны атомы, по которым были измерены параметры ингибитора)

Моделирование реакции проводилось в программе PC GAMESS методом
АМ1 [18], в качестве координаты реакции было выбрано расстояние между угле-
родом карбамоилированного фрагмента производного пиридоксина и кислородом
гидроксильной группы аминокислотного остатка Ser203 каталитической триады,
равное 6.44 Å, координаты изменяли шагом 0.2 Å. Предпоследний шаг модели-
рования был связан с передвижением атома Н гидроксильной группы Ser203
к О, связывающему остов ингибитора с карбамоилированным фрагментом.

Для автоматизации работы и контроля за результатами расчетов использо-
вали программу, написанную на языке Python версии 2.6 [19]. Для визуализа-
ции результатов подсчета использовали программу Chemcraft 1.5 [20], которая
позволяет проследить изменение координат атомов молекул на каждой стадии
подсчета в программе PC GAMESS.
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Рис. 3. Начальное положение Ser203 и производного пиридоксина а

Рис. 4. Положение молекул при энергетическом пике реакции
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Рис. 5. Перенос атома Н с гидроксильной группы Ser203 на О производного пиридок-
сина

Рис. 6. Итоговое положение молекул после реакции
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Табл. 1
Классификация аминокислотных остатков активного центра АХЭ

Полярные
аминокислотные

остатки

Участки
активного центра

Неполярные
аминокислотные

остатки

Полярные
незаряженные
аминокислотные
остатки при рН 7 +, рН > 7 –, рН < 7

Каталитическая
триада

– Ser203 His447 Glu334

Анионный сайт Trp86, Gly448, Ile451 Tyr133 – Glu202
Периферийный
анионный сайт

Trp286 Tyr124, Ser125,
Tyr337, Tyr341

– Asp74

Ацильный карман Trp236, Phe295,
Phe297, Phe338

– –

Омега петля Pro88 Thr83, Asn87 –
Оксианионная дыра Gly121, Gly122,

Ala204
– –

Табл. 2
Влияние разного аминокислотного окружения на энергетический барьер реакции (Е,
ккаль/моль)

Участники реакцииРеакция Постоянные Окружение Е ∆Е

I – 49.12 0
II Анионный сайт 54.24 5.12
III Периферийный анионный сайт 49.92 0.8
IV Ацильный карман 45.52 –3.6
V Омега-петля 48 –1.12
VI

Каталитическая триада
и производное
пиридоксина а

Оксианионная дыра 54.2 5.08

Результаты и их обсуждение

Было смоделировано 6 реакций между углеродом карбамоилированного
фрагмента производного пиридоксина и кислородом гидроксильной группы
аминокислотного остатка Ser203 каталитической триады АХЭ в разном амино-
кислотном окружении. В качестве окружения использованы 5 известных сайтов
активного центра [1, 21–23], состав и свойства аминокислотных остатков кото-
рых представлены в табл. 1.

В табл. 2 представлены значения энергетического барьера реакции, отражены
его изменения (∆Е) под влиянием изучаемых сайтов активного центра АХЭ.

Реакция I. Первая реакция выступала контролем, так как она была смоде-
лирована без какого-либо окружения, и, сравнивая ее с другими реакциями,
можно оценить вклад сайтов активного центра АХЭ в процесс взаимодействия
каталитической триады и ингибитора (рис. 3–6). Каталитическая триада состоит
из трех аминокислотных остатков: Ser203, His447, Glu334. Энергетический пик
реакции равен 49.12 ккал/моль (рис. 7).
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Каталитическая триада и ингибитор "а"
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Рис. 7. Энергетическая кривая реакции I

Каталитическая триада, ингибитор "а", анионный сайт
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Рис. 8. Энергетическая кривая реакции II

Реакция II. Во второй реакции окружением для каталитической триады и
ингибитора выступал анионный сайт, состоящий из 5 аминокислотных остат-
ков: Trp86, Tyr133, Glu202, Gly448, Ile451. Стерические препятствия для взаи-
модействия карбамоилированной группы ингибитора с гидроксильной группой
Ser203 отсутствуют. Энергетический барьер образования связи между С и О
равен 54.24 ккал/моль (рис. 8), что больше на 5.12 ккал/моль, чем энергетиче-
ский максимум в контроле. Такое увеличение барьера, а также наблюдаемые
вначале локальные минимум и максимум говорят о том, что анионный центр
участвует в стабилизации промежуточных положений реакции, но не снижает
энергетический барьер реакции в момент переходного состояния. Под промежу-
точными положениями понимаются процессы в течение одной реакции, каж-
дый их которых оптимизировался в ходе приближения молекул.

Реакция III. В третьей реакции окружением выступал периферийный ани-
онный сайт, он состоит из 6 аминокислотных остатков: Asp74, Tyr124, Ser125,
Trp286, Tyr337, Tyr341. В начальном положении ингибитор  и  каталитическую
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Каталитическая триада, ингибитор "а", периферийный анионный сайт
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Рис. 9. Энергетическая кривая реакции III

Каталитическая триада, ингибитор "а", ацильный карман
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Рис. 10. Энергетическая кривая реакции IV

триаду окружают аминокислотные остатки периферийного анионного сайта.
Отсутствуют аминокислотные остатки, которые стерически препятствовали бы
прохождению ингибитора к Ser203, поэтому предполагалось, что данный сайт
может снизить энергетический барьер реакции. Однако значение энергетического
пика в этом случае равно 49.92 ккал/моль, что на 0.8 ккал/моль больше, чем у
каталитической триады и ингибитора без окружения (рис. 9). Значения энергий
промежуточных комплексов больше, чем в контроле без окружения на 2–3.5
ккал/моль, при этом различия увеличиваются в ходе приближения ингибитора
к Ser203.

Реакция IV. В этом случае в качестве окружения выступал ацильный карман,
который представлен 4 ароматическими аминокислотными остатками: Trp236,
Phe295, Phe297, Phe338. Эти остатки охватывают область взаимодействия Ser203
с карбамоилированной группой ингибитора, не оказывая существенного влияния
на сам ингибитор. Значение энергетического пика составляет 45.52 ккал/моль
(рис. 10), что на 3.6 ккал/моль ниже, чем при взаимодействии каталитической
триады и ингибитора без окружения. Данный факт свидетельствует  о  том,  что
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Каталитическая триада, ингибитор "а", омега петля
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Рис. 11. Энергетическая кривая реакции V

ацильный карман в процессе взаимодействия с субстратом снижает энергетиче-
ский барьер реакции. В пользу такого предположения говорят и промежуточ-
ные значения энергий комплекса, которые меньше в среднем на 3 ккал/моль,
чем для контрольной реакции без окружения.

Реакция V. В пятом вычислительном эксперименте окружением для ката-
литической триады и ингибитора была омега-петля, которая состоит из 3 амино-
кислотных остатков: Thr83, Asn87, Pro88. Аминокислотные остатки омега-петли
окружают ингибитор с одной стороны, поэтому не оказывают существенного
влияния на процесс ингибирования. Данное предположение подтверждается
значением энергетического пика, равным 48 ккал/моль, которое несколько
меньше, чем значение пика в контроле (рис. 11). Опыт  показал, что промежу-
точные положения комплекса стабилизируются омега-петлей. Это подтвержда-
ется промежуточными значениями энергии, они меньше на 2–1.5 ккал/моль
значений последних для промежуточных положений контроля, при этом отли-
чия в энергиях нивелируются с приближением С к О. На основании этого мож-
но предположить, что омега-петля снижает энергетический барьер в процессе
прохождения ингибитора в полость активного центра и приближения к катали-
тической триаде, но непосредственно на реакцию ингибирования не влияет.

Реакция VI. В шестой реакции окружением для участников реакции вы-
ступает оксианионная дыра, представленная тремя аминокислотными остатками:
Gly121, Gly122, Ala204. Прохождение ингибитора к аминокислотному остатку
Ser203 осложнено стерическими препятствиями, создаваемыми ближайшими
атомами Gly и His, расстояние между которыми составляет 5.75 Å, что меньше
параметров ингибитора (8.36 Å× 9.02 Å), то есть ингибитор полностью не может
пройти в образовавшееся пространство между ними. Аминокислотные остатки
оксианионной дыры окружают Ser203, Ala204 связан с ним пептидной связью.
При приближении ингибитора возрастание энергии системы происходит быст-
рее, чем в других опытах, и, в отличие от остальных подсчетов, максимум
энергетического пика возникает на расстоянии между С и О, равном 1.82 Å,
в остальных опытах пик проявляется на расстоянии 1.42 Å. В момент энергети-
ческого пика происходит отделение карбамоилированной группы от ингибитора,
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Каталитическая триада, ингибитор "а", оксионионная дыра
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Рис. 12. Энергетическая кривая реакции VI

при этом карбамоилированная группа еще не присоединяется к гидроксильной
группе Ser203, а находится между аминокилотными остатками. Значение энер-
гии при отщеплении карбамоилированной группы резко падает, что говорит
о том, что процесс энергетически выгоден. Значение энергетического пика
54.2 ккал/моль (рис. 12). Можно предположить, что оксианионная дыра выпол-
няет своеобразную защитную функцию: не позволяет Ser203 взаимодействовать
с ингибиторами, тем самым предотвращая блокирование функции фермента.

В ходе моделирования процесса взаимодействия каталитической триады и
производного пиридоксина выделяется один существенный энергетический пик
и несколько энергетических минимумов. В ходе контроля выявлен один сущест-
венный промежуточный энергетический минимум: расстояние между взаимо-
действующими атомами равно 2.82 Å, энергия составляет –2.37 ккал/моль. При
моделировании с участием сайтов активного центра данный энергетический
минимум есть в каждом из них. Значения энергетических минимумов у анион-
ного сайта, ацильного кармана и омега-петли сравнимы с контрольным, их па-
раметры: –2.32 ккал/моль при 2.83 Å, –4.63 ккал/моль при 2.63 Å и от –7.17 до
–4.23 ккал/моль при расстояниях от 6.04 до 2.63 Å соответственно. В случае
периферийного анионного сайта энергетический минимум наблюдался сущест-
венно раньше, чем в случае других окружений, –9.02 ккал/моль при расстоянии
4.03 Å, дальнейшее взаимодействие идет с повышением энергетического барь-
ера. Исключением является реакция с участием оксианионной дыры, в случае
которой он отсутствует. Это связано с тем, что аминокислотные остатки оксиа-
нионой дыры находятся между ингибитором и Ser203, такое положение не спо-
собствует образованию локальных энергетических минимумов. Проведенное
моделирование показало, что каждый из изученных сайтов активной полости
АХЭ выполняет свои функции, связанные с движением лиганда в полости ак-
тивного центра, позволяя ему с меньшим энергетическим барьером продви-
нуться к каталитической триаде.

Разница между энергетическими барьерами опытных расчетов позволяет су-
дить о пространственном положении сайтов относительно каталитической триады,
о влиянии на передвижение лиганда и взаимодействии последнего с триадой.
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При рассмотрении графиков и сравнении их с контролем можно установить
начало взаимодействия окружения с лигандом. Так, например, омега-петля на-
чинает взаимодействовать с лигандом уже на расстоянии 6.04 Å между реаги-
рующими атомами, при этом положение молекул на данном расстоянии харак-
теризуется энергетическим минимумом. Взаимодействие же с периферийным
анионным центром наиболее выгодно на расстояние 4.03 Å.

Проведенное моделирование наглядно показало, что наличие в лигандах
отщепляющихся групп, таких как карбамоилированная, позволяет пройти стери-
ческие препятствия внутри полости активного центра фермента и более эффек-
тивно заблокировать его функции. Вероятно, это необходимо учитывать при
поиске новых ингибиторов для АХЭ.

Заключение

Изучение молекулярного механизма взаимодействия, важного для функции
аминокислотного остатка Ser203 и производного пиридоксина, с помощью ком-
пьютерного молекулярного моделирования позволило прояснить промежуточ-
ные стадии процесса взаимодействия Ser203 с лигандом и показало, что каж-
дый сайт активного центра играет в этом процессе определенную роль. Оксиа-
нионная дыра выполняет своеобразную защитную функцию; анионный сайт
снижает энергетические барьеры вначале прохождения ингибитора к каталити-
ческой триаде на расстоянии от 6.64 до 2.34 Å; омега-петля и ацильный кар-
ман – на расстоянии до 1.62 Å практически до образования связи между угле-
родом карбамоилированной группы лиганда и кислородом гидроксильной
группы Ser203.

Использованный в работе подход позволил выявить свойства сайтов актив-
ного центра АХЭ и сделать предположение об их роли в процессе взаимодей-
ствия лигандов с АХЭ. Однако его использование корректно для изучения не-
больших частей активного центра, для выявления роли больших участков тре-
бует использование совмещенных КМ/ММ (квантовая механика / молекулярная
механика) методов.

Работа финансировалась в рамках выполнения ФЦП Министерства образо-
вания и науки Российской Федерации (соглашение № 14.A18.21.0113).

Summary

R.Kh. Ayupov, N.I. Akberova, D.S. Tarasov. The Interaction of a Pyridoxine Derivative
with the Active Site of Acetylcholinesterase.

Revealing the mechanism of interaction of enzymes with ligands at the active site is
necessary for efficient search of new drugs and targeted modification of the existing ones.
Computer simulation of the reaction between a pyridoxine derivative and a catalytic triad of
the acetylcholinesterase (AChE) active center was carried out to understand the role of the
active center sites during the interaction with the inhibitor. The effects of the following active
center sites on the reaction were studied: peripheral anionic site, anionic site, oxyanion hole,
omega loop, and acyl pocket. The simulation was performed using the PC GAMESS program
by AM1 method. The distance between the carbon of the pyridoxine derivative carbamoyl
fragment and the oxygen of the hydroxyl group of the catalytic triad serine amino acid residue
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(Ser203) was chosen as the reaction coordinate. The coordinates changed with a step of 0.2 Å.
The maximum and minimum values of the energy peaks were 54.24 and 45.52 kcal/mol
respectively. When modeling the control reaction of the catalytic triad with the pyridoxine
derivative without amino acid surroundings, the energy peak was 49.12 kcal/mol. The obtained
values of the energy barriers were large, perhaps due to the fact that the reaction simulation
took into account the influence of the separate parts of the active center rather than the whole
enzyme.

Key words: molecular modeling, acetylcholinesterase (AChE), pyridoxine derivatives,
inhibitors of AChE.
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