
оповiдi
НАЦIОНАЛЬНОЇ

АКАДЕМIЇ НАУК

УКРАЇНИ

6 • 2014

БIОФIЗИКА

УДК 577.32

В.В. Микуляк, член-кореспондент НАН України О. I. Корнелюк

Структура i динамiка тирозил-тРНК синтетази
Mycobacterium tuberculosis у комплексi з iнгiбiтором

SB-219383

Iнгiбiтор SB-219383 та його аналоги є класом потенцiйних iнгiбiторiв бактерiальних
тирозил-тРНК синтетаз. Для дослiдження динамiчних фармакофорних ознак прове-
дено моделювання молекулярної динамiки тирозил-тРНК синтетази еубактерiї Myco-
bacterium tuberculosis у комплексi з iнгiбiтором SB-219383. Показано, що iнгiбiтор зв’я-
зується в активному центрi ферменту, взаємодiючи з дiлянкою зв’язування тирозину
та фосфатної групи. SB-219383 не взаємодiє з каталiтичною петлею KMSKS.

Тирозил-тРНК синтетаза (TyrRS) є ферментом, який вiдповiдає за приєднання тирозину до
вiдповiдної тРНК на дорибосомному етапi синтезу бiлка [1]. TyrRS еубактерiї Mycobacterium
tuberculosis (MtTyrRS) нами розглядається як перспективна мiшень для пошуку та розроб-
ки нових антибактерiальних iнгiбiторiв, специфiчне iнгiбування цього ферменту повинно
iстотно пригнiчувати рiст патогенних бактерiй [2]. Використовуючи базу даних траєкторiй
молекулярної динамiки (МД) MtTyrRS, ми проводимо вiртуальний скринiнг нових селек-
тивних iнгiбiторiв цього ферменту з врахуванням конформацiйної рухливостi активного
центру. Для дизайну iнгiбiторiв важливим етапом є визначення фармакофорних ознак [3].

Для вивчення динамiчних фармакофорних дескрипторiв ми дослiджували MtTyrRS
у комплексi з iнгiбiтором SB-219383 методом моделювання МД у часових iнтервалах 100 нс.
Цей iнгiбiтор та його аналоги є класом потенцiйних та специфiчних iнгiбiторiв бактерiаль-
них тирозил-тРНК синтетаз (TyrRS) [4, 5]. Iнгiбiтор SB-219383 показує конкурентну iнгi-
буючу активнiсть проти S. aureus TyrRS з концентрацiєю напiвмаксимального iнгiбування
IC50 0,6 нM, для TyrRS людини IC50 становить 22 мкM [4]. Сполуку SB-219383 можна
охарактеризувати як Tyr–Gly дипептид, в якому положення Сα атома глiцину є похiдним
бiциклiчного цукру [5].

У данiй роботi наведено результати дослiдження динамiчних фармакофорних ознак iнгi-
бiтора SB-219383 методом моделювання МД у комплексi з MtTyrRS. Дослiджено формуван-
ня водневих зв’язкiв у ходi МД та тривалiсть їх iснування. Визначено механiзм зв’язування
iнгiбiтора в активному центрi ферменту в розчинi.
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Iнгiбiтор зв’язується в активному центрi MtTyrRS з дiлянкою взаємодiї тирозину та
фосфатної групи, не заповнюючи кишеню зв’язування з аденiном та не взаємодiючи з ка-
талiтичною петлею.

Димер MtTyrRS було пiдготовлено за схемою, описаною в нашiй попереднiй роботi [6].
Для побудови комплексу MtTyrRS з iнгiбiтором використано кристалографiчну структуру
комплексу S. aureus TyrRS з SB-219383 (PDB код — 1JII) [7]. Конформацiю зв’язування
iнгiбiтора в активному центрi MtTyrRS отримано шляхом накладання активних центрiв
ферментiв.

Всi обрахунки МД проведенi за допомогою програмного забезпечення GROMACS 4.5 [8]
з використанням силових полiв AMBER ff99SB-ILDN [9] та CHARMM27 [10]. Було отрима-
но щонайменше по три траєкторiї МД з кожним силовим полем. Пiдготовка системи здiйс-
нювалася таким чином. Бiлок був помiщений в бокс з водою типу TIP3P з мiнiмальною
вiдстанню до стiнок боксу 1 нм. Заряд системи було нейтралiзовано шляхом додавання iонiв
Na+ та Cl− при концентрацiї 150 мм (близька до фiзiологiчної). Спочатку було проведено
мiнiмiзацiю вiльної енергiї системи, а потiм врiвноважено шляхом прив’язки важких атомiв
бiлка до їхнiх вихiдних позицiй. Iнтегрування проводилось з кроком у 2 фс. Довжини зв’яз-
кiв обраховувались за алгоритмом Lincs, електростатичнi взаємодiї — за алгоритмом PME.
Параметр вiдсiчення (cutoff) було виставлено в 1 нм для всiх типiв взаємодiй. Температура
i тиск пiдтримувались постiйними за алгоритмами V-rescale в 310 K та Parrinello–Rahman
в 1 атм вiдповiдно. Всi обчислення МД проведено з використанням сервiсiв вiртуальної
лабораторiї MolDynGrid (http://moldyngrid.org), на кластерах ICYB i ISMA Українського
нацiонального грiду [11].

Для вiзуалiзацiї траєкторiй та графiчного аналiзу структур використано програму
PyMOL [12]. Середньоквадратичнi вiдхилення (СКВ) i середньоквадратичнi флуктуацiї
(СКФ) розрахованi за допомогою програм пакета GROMACS g_rms i g_rmsf вiдповiдно.
Для схематичного зображення водневих зв’язкiв мiж лiгандом та ферментом використано
програму LigPlot+ [13].

Для перевiрки стабiльностi димеру MtTyrRS у комплексi з iнгiбiтором SB-219383 було
визначено СКВ та СКФ Сα атомiв вiд їхнiх початкових координат у ходi моделювання МД
(рис. 1). СКВ свiдчать про стабiльнiсть ферменту протягом симуляцiї МД. Аналiз отрима-
них СКФ показав, що найбiльш рухливими елементами димеру є С-кiнцевi домени [14] та
неструктурованi каталiтичнi петлi KMSKS [6].

Щоб оцiнити зв’язування лiганду в активному центрi MtTyrRS, було пораховано всi
водневi зв’язки мiж iнгiбiтором та ферментом, а також тривалiсть їх iснування протягом
всього часу симуляцiї МД (100 нс) (табл. 1). Iнгiбiтор SB-219383 формує дев’ять водневих
зв’язкiв з амiнокислотними залишками активного центру ферменту: Tyr36, Gly38, Asp40,
His50, Asp178, Asp196, Gln197 (рис. 2). Тривалiсть iснування водневих зв’язкiв коливається
вiд 35 до 99% (див. табл. 1), що є свiдченням конформацiйної рухливостi активного центру
ферменту та iнгiбiтора в розчинi.

Iнгiбiтор SB-219383 зв’язується в активному центрi ферменту, взаємодiючи з дiлянкою
зв’язування тирозину та фосфатної групи, його розмiри меншi за розмiри тирозиладенiла-
ту, тому iнгiбiтор не взаємодiє з каталiтичною петлею (рис. 3). Ми припускаємо, що цим
обумовлена низька специфiчнiсть iнгiбiтора, що призводить до токсичностi його для орга-
нiзму людини. В бактерiальних TyrRS мотив KMSKS вiдiграє важливу роль у каталiти-
чному механiзмi, тому iнгiбiтори, якi будуть взаємодiяти з цим мотивом, матимуть бiльшу
афiннiсть до бактерiальних TyrRS, нiж до еукарiотичних гомологiв [15]. Ми проводимо по-
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Таблиця 1. Водневi зв’язки мiж iнгiбiтором SB-219383 та активним центром MtTyrRS. Для кожного зв’язку
наведено довжину та тривалiсть iснування протягом 100 нс моделювання МД

Водневi зв’язки
Довжина, Å

Тривалiсть
iснування, %MtTyrRS — SB-219383

Tyr36-OH — O13 2,89 37,72
Gly38-O — HO28 2,87 35,47
Asp40-NH — O1 2,61 91,82

His50-NE2H — O32 3,05 67,39
Asp178-OD2 — HO13 2,87 99,26
Asp196-OD1 — HO29 2,61 90,16
Asp196-OD2 — HO32 2,52 92,39
Gln197-OE1 — HO32 3,00 34,39
Gln197-NE2H — O32 2,92 50,47

шук нових селективних iнгiбiторiв з врахуванням рухливостi структури активного центру,
використовуючи базу даних МД. Дизайн iнгiбiторiв MtTyrRS повинен базуватися на по-
дiбностi до тирозиладенiлату та динамiчних фармакофорних ознаках, отриманих шляхом
моделювання МД димеру MtTyrRS у комплексах iз субстратами та iнгiбiтором SB-219383.

Таким чином, дослiдження динамiчних фармакофорних ознак iнгiбiтора SB-219383 ме-
тодом моделювання МД в комплексi з MtTyrRS показало, що iнгiбiтор утворює дев’ять
водневих зв’язкiв, тривалiсть яких становить 39–99% загальної тривалостi симуляцiї МД.
Iнгiбiтор зв’язується в активному центрi MtTyrRS з дiлянкою взаємодiї тирозину та фос-
фатної групи, не заповнюючи кишеню зв’язування з аденiном та не взаємодiючи з каталi-
тичною петлею. Новi iнгiбiтори повиннi взаємодiяти з каталiтичним мотивом KFGKS, це
надасть їм бiльшої афiнностi до бактерiальних TyrRS, нiж до еукарiотичних гомологiв.
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Структура и динамика тирозил-тРНК синтетазы Mycobacterium

tuberculosis в комплексе с ингибитором SB-219383

Ингибитор SB-219383 и его аналоги являются классом потенциальных ингибиторов бак-
териальных тирозил-тРНК синтетаз. Для исследования динамических фармакофорных
признаков проведено моделирование молекулярной динамики тирозил-тРНК синтетазы
эубактерии Mycobacterium tuberculosis в комплексе с ингибитором SB-219383. Показано, что
ингибитор связывается в активном центре фермента, взаимодействуя с участком свя-
зывания тирозина и фосфатной группы. SB-219383 не взаимодействует с каталитической
петлей KMSKS.

V.V. Mykuliak, Corresponding Member of the NAS of Ukraine A. I. Kornelyuk

Structure and dynamics of Mycobacterium tuberculosis tyrosyl-tRNA
synthetase in complex with SB-219383 inhibitor

Inhibitor SB-219383 and its analogues are a class of potential inhibitors of bacterial tyrosyl-tRNA
synthetases. To study the dynamic pharmacophore features, we have performed molecular dynamics
simulations of M. tuberculosis tyrosyl-tRNA synthetase in complex with SB-219383 inhibitor. The
inhibitor binds to the active center of the enzyme interacting with the region of binding of tyrosine
and a phosphate group. SB-219383 does not interact with the catalytic KMSKS loop.
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