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ВВЕДЕНИЕ
Биологическая функция белков часто определяется взаи-
модействием с низкомолекулярными соединениями – их 
лигандами и субстратами. При этом белки выступают, со-
ответственно, в роли рецепторов и ферментов. Знание мо-
лекулярных основ взаимодействия рецепторов с лиганда-
ми, в частности – пространственной структуры комплекса 
белок-лиганд, является важнейшей предпосылкой к по-
ниманию функции белка и его роли в биохимических про-
цессах, регулирующих жизнедеятельность клетки. Кроме 
того, знание такой структуры дает возможность осущест-
влять на практике рациональное конструирование прото-
типов лекарственных соединений, которые, как правило, 
являются лигандами для определенных белков-мишеней 
в организме.

Инструментальные методы определения пространствен-
ной структуры белков и их комплексов с лигандами, такие 
как рентгеноструктурный анализ и спектроскопия ЯМР, 

имеют ряд существенных ограничений. Часто получение 
структуры комплекса белка с лигандом оказывается за-
труднительным даже в случае, когда структура самого 
белка уже известна. Особенно остро проблемы, связанные 
с экспрессией и кристаллизацией, встают при исследова-
нии трансмембранных белков, которые включают важней-
ший класс G-белок сопряженных рецепторов. Некоторый 
оптимизм внушают последние успехи на данном направ-
лении – расшифровка структуры бета-адренергического 
и аденозинового рецепторов [1].

Технические трудности, сдерживающие примене-
ние экспериментальных подходов, привели к разви-
тию методов компьютерного молекулярного моделиро-
вания. Одним из таких методов является «докинг» (от 
англ. docking – стыковка) – алгоритм, позволяющий впи-
сать лиганд в трехмерную структуру белка-рецептора 
и оценить достоверность предсказанной таким образом 
структуры комплекса. На сегодняшний день метод до-
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кинга активно применяют для исследования структурно-
функциональной роли аминокислотных остатков белков, 
для поиска новых лекарственных соединений, селективно 
действующих на определенные белки-мишени [2, 3].

Развитие метода докинга происходит за счет примене-
ния новых алгоритмов конформационного поиска и новых 
методов оценки энергии межмолекулярных взаимодей-
ствий (оценочных функций, ОФ). ОФ могут иметь различ-
ный вид и включать либо термы межмолекулярных взаи-
модействий, заимствованные из силовых полей [2], либо 
эмпирические оценки (например, выявление водородных 
связей по геометрическим параметрам) [4]. В данной работе 
мы подробно остановимся на стэкинг-взаимодействиях, ко-
торые в широко используемых ОФ часто не рассматривают 
в явном виде. 

ПАРАМЕТРы СТэКИНГ-ВзАИМОДЕйСТВИй
Среди различных типов контактов в биомолекулярных 
комплексах (водородные связи, электростатические взаи-
модействия и др.) стэкинг ароматических фрагментов за-
служивает особого внимания. Большинство лекарствен-
ных препаратов содержат ароматические циклы, и стэкинг 
часто играет важную роль в молекулярном узнавании 
рецептор-лиганд. Ранее мы показали [5], что явный учет 
стэкинг-взаимодействий существенно повышает эффек-
тивность докинга АТФ. Стэкинг-контакты описывали 
функцией, зависящей от геометрических параметров вза-
имного расположения двух ароматических фрагментов – 
высоты h и угла α между ними и сдвига d одного из колец 
относительно другого (рис. 1). 

Диапазон этих параметров, определяющий наличие 
или отсутствие стэкинга, до сих пор остается не выяс-
ненным и в оценочных критериях выбирается достаточно 
произвольно [6, 7]. Его уточнение могло бы повысить эф-
фективность оценки качества и достоверности структур 
белок-лиганд, предсказываемых методами молекулярного 
моделирования. С этой целью мы провели анализ экспе-
риментально установленных пространственных структур 
атомного разрешения для комплексов различных белков 
с лигандами, содержащими наиболее распространенные 
пуриновые основания – аденин и гуанин.

Известный пример стэкинг-взаимодействий – парал-
лельная упаковка азотистых оснований нуклеотидов 
в ДНК [8, 9]. Но некоторые ароматические соединения 
стремятся расположиться не только параллельно, но еще 
и перпендикулярно друг другу, как это показано для ами-
нокислот в белках [7, 10] и в модельных системах, состо-
ящих из простых углеводородов – бензола, нафталина 
[11-14]. Кроме того, такие соединения имеют тенденцию 
участвовать в π-катионном взаимодействии, при котором 
образуется контакт между положительно заряженными 
группами и π-электронным облаком [15-17].

Поэтому мы исследовали распределение параметров h 
и d в зависимости от угла α относительно азотистого осно-
вания лиганда для ароматических боковых цепей остатков 
Phe, tyr, trp и His, а также для положительно заряженных 
гуанидиновой группы Arg и аминогруппы Lys. На рис. 2 
приведены результаты для лигандов, содержащих гуанин. 

Показано, что для остатка Phe характерны два альтер-
нативных положения над плоскостью гуанинового коль-

Рис. 1. Геометри-
ческие параметры, 
с помощью которых 
описывали стэкинг-
взаимодействия 
между двумя арома-
тическими кольцами: 
смещение (d) и высота 
(h) центра одного 
из циклов относитель-
но другого цикла; угол 
(α) между нормалями 
к плоскостям циклов

Рис. 2. Распределение центров ароматических колец и положительно 
заряженных боковых групп аминокислотных остатков белка-рецептора 
относительно центра гуанинового основания в комплексах белков с гуанин-
содержащими лигандами. Красный цвет соответствует  
cos2α = 0.6-1.0 (параллельное расположение), зеленый – cos2α = 0.0-0.4 
(перпендикулярное расположение), желтый – промежуточным значени-
ям, где α – угол между плоскостями ароматических циклов. Для Lys угол α 
не определен
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ца – параллельное и перпендикулярное (на рис. 2 показа-
но красным и зеленым цветом соответственно). Для обоих 
типов контактов смещение d может меняться в достаточно 
большом диапазоне – до 3 Å. При этом два типа контактов 
хорошо различаются по высоте h, которая не превышает 
4.5 Å для параллельной и 5.5 Å для перпендикулярной ори-
ентации колец. Аналогичные распределения были полу-
чены и для остатков tyr, trp и His, хотя здесь тенденции 
проследить труднее ввиду меньшей распространенности 
данных остатков. Кроме того, видно, что для ароматических 
фрагментов остатков tyr, trp и His Т-образная геометрия 
не так характерна, как для Phe. 

Интересно, что распределение для гуанидиновой груп-
пировки Arg очень похоже на tyr, trp и His с преоблада-
нием параллельной ориентации относительно азотистого 
основания. Для аминогруппы боковой цепи Lys характерно 
как положение над плоскостью гуанина (π-катионное взаи-
модействие), так и в его плоскости. Последнее объясняется 
образованием водородных связей с гетероатомами гуани-
нового основания.

Для аденина распределения в точности повторяют по-
лученные для гуанина (данные не приведены). Получен-
ные данные по геометрическим параметрам, описываю-
щим стэкинг-взаимодействия, могут в дальнейшем быть 
использованы при разработке критериев оценки результа-
тов докинга или включены в ОФ, используемые в процессе 
докинга.

ГУАНИН-СПЕцИФИчНАя ОцЕНОчНАя ФУНКцИя
Эффективность явного учета стэкинг-взаимодействий 

в ОФ продемонстрировали на примере оценки результатов 
докинга ГТФ для 14 комплексов с различными белками-
рецепторами. Все структуры комплексов, сгенерированные 
с помощью докинга, были разделены на корректные и не-
правильные по значению среднеквадратичного отклонения 
(СКО) по координатам атомов гуанина (см. Методы). Были 
сконструированы несколько оценочных функций в виде 
линейной комбинации заранее заданных термов межмоле-
кулярных взаимодействий. При этом все комплексы были 
разделены на две равные группы – обучающий и тесто-
вый наборы. Весовые коэффициенты при термах подбира-
ли методом линейной регрессии на значения дискретной 

функции (1 – корректное решение, 0 – в противном случае) 
по результатам докинга для 7 комплексов обучающего на-
бора. Для проверки устойчивости полученных весовых ко-
эффициентов использовали метод перекрестной проверки 
путем изъятия из обучающего набора по одному комплексу. 
Относительная ошибка для всех коэффициентов при тер-
мах составила <30 %, что свидетельствует о надежности 
полученных результатов.

Новые ОФ были использованы для сортировки струк-
тур, сгенерированных с помощью докинга для каждого 
комплекса по отдельности. Видно, что эффективность ОФ 
goldscore [18], используемой в алгоритме докинга, состав-
ляет около 50 % – из возможных 7 корректные структуры 
выявлены только для 4 и 3 комплексов обучающего и тесто-
вого наборов соответственно (табл. 1). Эффективность со-
ртировки по значению терма T

stack
, описывающего стэкинг-

контакты, выше, чем по ОФ goldscore. Комбинирование ОФ 
goldscore и T

stack
 (ОФ1) также дает лучшие результаты, чем 

ОФ goldscore. Такой же эффект наблюдали при включении 
терма T

stack
 в ОФ, учитывающую липофильные контакты 

и водородные связи гуанин-белок (ОФ2 и ОФ3, табл. 1).
Наиболее эффективной из полученных ОФ является 

функция ОФ3. Число комплексов, где верное решение 
ранжировано на первом месте по ОФ3, заметно превыша-
ет те же показатели для стандартной функции goldscore. 
При этом также значительно улучшается и средний луч-
ший ранг верного решения, т.е. качество ранжирования 
повышается в целом равномерно для всех комплексов. Это 
видно и из анализа результатов, полученных для каждого 
комплекса (рис. 3).

зАКЛючЕНИЕ
Анализ структурных данных по комплексам белков 
с гуанин- и аденинсодержащими соединениями по-
зволил уточнить геометрические параметры стэкинг-
взаимодействий лигандов с ароматическими боковыми 
цепями аминокислотных остатков рецептора. На примере 
докинга ГТФ было продемонстрировано, что явный учет 
стэкинг-взаимодействия в оценочных критериях позволя-
ет повысить эффективность поиска достоверных (близких 
к нативной) структур комплексов белок-лиганд, предска-
зываемых с помощью методов компьютерного моделиро-

Табл. 1. Ранжирование решений докинга ГТФ

Метод
ранжирования

Обучающий набор,  
7 комплексов

Тестовый набор,  
7 комплексов

Число комплексов,  
где верное решение 

ранжировано на 1 месте

Средний лучший ранг 
верного решения

Число комплексов,  
где верное решение 

ранжировано на 1 месте

Средний лучший  
ранг верного решения

goldscore 4 4.7 3 12.1

t
stack

5 2.3 3 7.0

ОФ1 = – 1.3 + 0.21 × T
stack

 + 0.016 × goldscore 5 1.7 4 6.9

ОФ2 = 0.06 + 0.007 × T
lipophilic 

+ 0.43 × T
h-bond

5 2.3 4 6.9

ОФ3 = 0.05 + 0.004 × T
lipophilic 

+ 0.39 × T
h-bond 

+ 0.22 × T
stack

6 2.0 5 6.4
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Рис. 3. Эффектив-
ность ранжирования 
результатов докинга 
ГТФ по ОФ goldscore 
(зеленый) и ОФ3 
(красный) для обучаю-
щего (А) и тестового 
(Б) наборов. Показано 
лучшее по значе-
нию ОФ положение 
корректной структуры 
комплекса, сгенери-
рованной с помощью 
процедуры молекуляр-
ного докинга

вания. В дальнейшем полученные результаты могут быть 
использованы для повышения точности докинга более ши-
рокого класса нуклеотид-содержащих соединений.

МЕТОДы
Структуры комплексов гуанин- и аденинсодержащих 
лигандов с белками были взяты из базы данных PDB 
(Brookhaven Protein Data Bank) [19]. Веб-сервер PDBlig 
[20] использовали для поиска записей комплексов, лиган-
ды в которых содержат аденин и гуанин как подструктуру. 
Лиганды с модифицированными азотистыми основания-
ми, а также структуры, содержащие цепочки нуклеиновых 
кислот, не рассматривали. Для выбора представительного 
набора рецепторов использовали кластеризацию по ами-
нокислотной последовательности с помощью программы 
clustalw [21] и выбирали структуру с наилучшим разре-
шением.

Докинг ГТФ проводили с помощью программы GOLD 
[18] с использованием функции ранжирования gold-

score. Использовали параметры докинга, установленные 
по умолчанию. Для каждой структуры белка-мишени 
было получено по 60 решений докинга. Предсказание до-
кинга считали корректным, если СКО от эксперименталь-
ной структуры по координатам атомов гуанина составляло 
менее 2.5 Å.

Для расчета площади гидрофобного контакта ГТФ-
белок (как меры гидрофобного взаимодействия, t

lipophilic
) 

использовали веб-сервер PLAtInuM [22], смещение шка-
лы атомных констант гидрофобности взяли равным +0.2 
по поверхности лиганда, что позволило более реалистич-
но описать распределение гидрофобных/гидрофильных 
свойств ГТФ.

Терм t
h-bond

 представляет собой дискретную функцию, 
принимающую значение 1 в случае контакта гуанина 
с определенным мотивом водородных связей и значение 
0 в противном случае. Такими мотивами считали водород-
ные связи атомов n1, n2, O6 гуанина с остатками i, i, i либо 
i, i, i-2. 
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