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Общая характеристика работы

Актуальность исследования

Современный арсенал методов, доступный для биологических исследований, позволяет от

ветить на многие вопросы, касающиеся функционирования белков и их комплексов. Однако

далеко не все методы позволяют исследовать структуру и динамику белка в его нативном со

стоянии в растворе. Особенно это сложно сделать для крупных нуклеопротеидных комплексов,

например, таких, которые образует семейство белков RecA на онДНК и днДНК.

Белок RecA, принадлежащий к классу ДНК-трансфераз, – это один из основных белков,

ответственный за гомологичную рекомбинацию и репарацию ДНК у бактерий. RecA осуществ

ляет реакцию гомологической рекомбинации: перенос гомологичных нитей ДНК, что позволяет

исправлять двунитевые разрывы ДНК или другие повреждения, вызванные, например, воздей

ствием ионизирующего излучения. Белки RecA в растворе функционируют в виде гомофиламен

тов или же в виде филаментов, образованных на он- или днДНК. На протяжении последних 20

лет стали известны несколько десятков кристаллических структур филаментов белков семейства

RecA [14]. Белок RecA состоит из трёх доменов: С-концевого, N-концевого и P-домена. Об

разование филаментов происходит за счёт взаимодействия β-листов P- и N- доменов соседних

мономеров. Недавно стала известна структура комплекса белка RecA с онДНК и с днДНК [15].

Но, несмотря на это, остаётся нераскрытым вопрос: какие именно конформационные изменения

ответственны за перенос нитей ДНК в реакции гомологической рекомбинации ДНК.

Белки RecA, а также их нуклеопротеидные комплексы исследовались в растворе с помо

щью методов малоуглового рассеяние нейтронов (МУРН) и малоуглового рассеяния рентгена

(МУРР). Эти методы позволяют получать структурно-динамическую информацию о сложных

нуклеопротеидных комплексах в нативном состоянии, и это их преимущество, но, с другой

стороны, они являются методами низкого разрешения. В силу последнего обстоятельства ре

шение обратной задачи – получение из экспериментальных спектров структурно-динамических

параметров исследуемого комплекса при использовании этих методов – требует точного знания

структуры и внутренней динамики исследуемого нуклеопротеидного комплекса. Так как иссле

дуемый комплекс находится в растворе и имеет ненулевую конформационную подвижность, в

большинстве случаев теоретические кривые МУРН, полученные с использованием только од

ной статической структуры, не в состоянии адекватно описать экспериментальные данные [1].

Таким образом, разработка методов структурно-динамического молекулярного моделирования

сложных нуклеопротеидных комплексов, в том числе мультимолекулярных комплексов ДНК

трансфераз, которые могут являться основой для расчёта спектров МУРН и МУРР с учетом
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конформационной подвижности нуклеопротеидных комплексов в растворе, является актуальной

задачей.

С другой стороны, конформационная подвижность, или внутренняя динамика нуклеопро

теидных комплексов в растворе может быть явно исследована с помощью метода нейтронного

спин-эхо (НСЭ). В основе метода НСЭ лежит метод МУРН на пучке поляризованных нейтро

нов, в котором измеряется релаксация поляризации нейтронов за счёт квазиупругого рассеяния

их на образце. Время релаксации поляризации напрямую связано с эффективной диффузией

рассеивающего объекта, которая складывается из диффузии комплекса как целого и внутренней

динамики нуклеопротеидного комплекса. В силу сказанного решение обратной задачи в данном

методе зависит не только от точного знания структуры исследуемого комплекса, но и от точного

знания динамики этой структуры на временах измерения релаксации поляризации (1-200 нсек).

Таким образом, разработка методов структурно-динамического молекулярного моделирова

ния нуклеопротеидных комплексов, являющихся базой для расчёта спектров НСЭ также является

актуальной задачей.

Цели и задачи исследования

Целью настоящей работы является разработка методов структурно-динамического молеку

лярного моделирования и методов верификации полноатомных моделей с помощью МУРН и

НСЭ при исследовании мультимолекулярных комплексов ДНК-трансфераз.

Для достижения этой цели были поставлены следующие задачи:

1. разработать метод построения полноатомных молекулярных моделей филаментной струк

туры мультимолекулярных комплексов ДНК трансфераз из Escherichia coli и Deinococcus

radiodurans, а именно: гомополимер RecA, RecA::онДНК::АТФ, RecA::днДНК::АТФ,

RecA::тнДНК::АТФ; и комплексов из E. coli: RecX::онДНК, RecA::RecX::онДНК::АТФ;

2. рассчитать методами молекулярной динамики (МД) зависимость от времени (МД траек

тории) построенных полноатомных филаментных структур мультимолекулярных комплек

сов ДНК трансфераз из E. coli и D. radiodurans: гомополимер RecA, RecA::онДНК::АТФ,

RecA::днДНК::АТФ, RecA::тнДНК::АТФ; и комплексов из E. coli: RecX::онДНК,

RecA::RecX::онДНК::АТФ;

3. разработать метод расчёта спектров МУРН на основе структур мультимолекулярных ком

плексов ДНК-трансфераз, полученных путём молекулярного моделирования, с возможно

стью усреднения спектра МУРН по МД траекториям;

4. разработать метод расчёта спектров НСЭ на основе структур мультимолекулярных ком
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плексов ДНК трансфераз, рассчитанных методами МД (по МД-траекториям);

5. провести регистрацию экспериментальных спектров МУРН нативных растворов мульти

молекулярных комплексов E. coli : гомополимер RecA, RecA::онДНК::АТФγS, RecX::онДНК

и RecA::RecX::онДНК::АТФγS;

6. провести сравнительный анализ теоретических спектров МУРН и НСЭ на структурах, по

лученных путем молекулярного моделирования, и экспериментальных спектров на пред

мет верификации разработанных методов моделирования мультимолекулярных комплексов

ДНК-трансфераз.

Научная новизна

1. Разработан новый метод решения прямой задачи – построение спектров МУРН на осно

вании данных траекторий полноатомной МД филаментных структур мультимолекулярных

нуклеопротеидных комплексов, позволяющий учитывать конформационную подвижность

этих структур в растворах.

2. Разработан новый метод решения прямой задачи – построение спектров НСЭ на основа

нии данных траекторий полноатомной МД филаментных структур мультимолекулярных

нуклеопротеидных комплексов.

3. Впервые построена полноатомная структура комплекса белка RecX с онДНК.

4. Впервые построена полноатомная структура комплекса белка RecA в комплексе с белком

RecX в присутствии онДНК, описывающая экспериментальные данные МУРН.

Теоретическая и практическая значимость

Полученные в рамках траекторий полноатомной МД филаментные структуры мультимоле

кулярных нуклеопротеидных комплексов ДНК трансфераз могут быть использованы при реше

нии прямой задачи в рамках других методов исследования, например в методе FRET (Forster

Resonance Energy Transfer).

Разработанные методы расчёта спектров МУРН по полноатомным траекториям молеку

лярной динамики, позволяющие учитывать конформационную подвижность нуклеопротеидных

комплексов в растворе, могут быть также использованы для расчёта спектров МУРН других

молекулярных комплексов, таких как гликопротеины и другие сложные многокомпонентные мо

лекулярные системы.
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Разработанный метод расчёта спектров НСЭ по полноатомным траекториям молекулярной

динамики позволяет использовать его для расчёта спектров НСЭ других сложных многокомпо

нентных молекулярных систем.

Основные положения, выносимые на защиту

1. Новый метод решения прямой задачи – расчёт спектров МУРН по полноатомным траек

ториям МД, позволяющий учитывать конформационную подвижность нуклеопротеидных

мультимолекулярных комплексов в растворе.

2. Новый метод решения прямой задачи - расчёт спектров НСЭ по полноатомным траекто

риям МД филаментных структур мультимолекулярных нуклеопротеидных комплексов в

растворе.

3. Спектры МУРН, рассчитанные предлагаемым методом для гомополимера белка RecA и

нуклеопротеидных комплексов ДНК-трансфераз из E. coli и D. radiodurans, удовлетвори

тельно описывают экспериментально наблюдаемые спектры МУРН.

4. Спектры НСЭ, рассчитанные предлагаемым методом для гомополимера белка RecA и нук

леопротеидных комплексов ДНК-трансфераз из D. radiodurans качественно согласуются с

экспериментальными данными.

Апробация работы

Основные результаты диссертации докладывались на следующих конференциях: РНИКС

(2010 [2] и 2012 [3]); РСНЭ-НБИК 2011 [4]; БИОЛОГИЯ – НАУКА ХХI ВЕКА: 15-я Меж

дународная Пущинская школа-конференция молодых ученых [5]; Sweedish Neutron Scattering

Society 14th Annual Meeting [6]; 5th European Conference on Neutron Scattering [7]; The Eleventh

International Conference on Surface X-ray and Neutron Scattering SXNS-11 [8]; FEBS Congress

[9, 10].

Публикации

По материалам диссертации опубликовано 13 печатных работах, из них 4 статьи в рецен

зируемых журналах [1, 11–13], 9 тезисов докладов [2–10].

Личный вклад автора

Содержание диссертации и основные положения, выносимые на защиту, отражают персо

нальный вклад автора в опубликованные работы. Подготовка к публикации полученных резуль

татов проводилась совместно с соавторами, причем вклад диссертанта был определяющим. Все

представленные в диссертации результаты, кроме экспериментальных данных МУРН и НСЭ,

получены лично автором.
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Структура и объем диссертации

Диссертационная работа изложена на 115 страницах машинописного текста и включает

введение, три главы (обзор литературы, методы, результаты и обсуждение) и выводы. Материал

иллюстрирован 58 рисунками и 3 таблицами. Библиографический указатель содержит 123

источника.

Содержание работы

Во введении обоснована актуальность диссертационной работы, сформулирована цель и

аргументирована научная новизна исследования, показана практическая значимость полученных

результатов, представлены выносимые на защиту научные положения.

1. Обзор литературы

Обобщены современные представления о структуре различных комплексов белков RecA

из различных организмов. На основе анализа литературы был сделан вывод о том, что до

статочно хорошо изучены только комплексы гомополимеров белков RecA, а также комплексы

RecA::онДНК и RecA::днДНК. В то же время вопросы, касающиеся динамики таких комплек

сов, а также молекулярных механизмов взаимодействия RecA с его регуляторными белками,

также как и молекулярного механизма поиска гомологии, остались не освещены. Описаны ос

новные принципы МУРН и НСЭ, а также современные методы расчёта спектров по имеющимся

структурным данным. Описан современный арсенал методов молекулярного моделирования.

2. Методы

2.1. Молекулярное моделирование

Рассмотрены подходы к построению макромолекулярных комплексов белков RecA и RecX

на основании имеющихся данных рентгеновской кристаллографии, криоэлектронной микроско

пии и литературных данных. На основании известных кристаллических структур мономеров

белков RecA из E. coli (PDB:2REB [14]) и D. radiodurans (PDB:1XP8 [16]) были построены

модели гомополимеров белков RecA различной длины (тримеры и додекамеры). При этом недо

стающие фрагменты кристаллической структуры мономеров, а именно подвижные петли L1,

L2 и LAL, были достроены с использованием методов молекулярного моделирования и про

граммного пакета ICM [17, 18]. С использованием данных рентгеновской кристаллографии по
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структуре комплексов химерного белка RecA из E. coli с онДНК и днДНК были построены

модели филаментов RecA на онДНК и днДНК для белка RecA из E. coli. Для белка RecA из

D. radiodurans модели комплексов с онДНК и днДНК были построены с использованием мето

дов гомологического моделирования. Также были построены модели комплексов, имитирующие

переходное состояние в реакции гомологической рекомбинации, а именно комплекс белков RecA

с тнДНК. Для тнДНК использовался вариант хугстиновских [19] водородных связей между нук

леотидами в тнДНК. Исходя из структуры мономера белка RecX (PDB:3C1D [20]) из E. coli были

построены возможные варианты филаментов белка RecX как в варианте гомополимера, так и в

двух различных вариантах на онДНК (рис. 1). Также исходя из данных криоэлектронной микро

скопии с помощью методов молекулярного докинга была построена серия моделей комплексов

белка RecX с филаментом RecA, содержащего онДНК (рис. 2).

(а)

(б)

Рис. 1. Структуры возможных комплексов RecX::онДНК из E. coli. Возможнаяя структура комплекса фи

ламента белка RecX, покрывающего онДНК с одной стороны (а) и структура сандвич-подобного типа (б)

2.2. Молекулярная динамика

Были произведены расчёты траекторий молекулярной динамики для всех моделей, постро

енных в предыдущем пункте. Для расчётов МД использован программный пакет GROMACS

[21–25]. Для белков и ДНК использовано поле amber99sb-ildb [26], для явно заданной воды ис

пользовался набор параметров tip3p [27]. Все системы были уравновешены в периодическом

водном боксе (расстояние от стенок бокса до молекулярного комплекса составляло не менее

15 Å) в течение 10 нс при постоянной температуре 310 K и давлении 1 атм. Затем были получе
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Рис. 2. Структура комплекса RecA::RecX::онДНК::АТФ из E. coli с соотношением RecA:RecX 12:5

ны траектории длиной от 50 нс до 100 нс при тех же условиях, что были заданы для уравнове

шивания системы для каждого комплекса, которые затем были подвергнуты анализу.

2.3. Моделирование спектров МУРН

Для расчета спектров МУРН использован метод расчета, основанный на методе Дебая:

S (~q) =
∫

G(~r)ei~q~rd~r, (1)

где G(~r) является парной корреляционной функцией. Предполагая, что все ориентации биомак

ромолекулы равновероятны и будут равноценно представлены в растворе, с помощью формулы

Дебая формулу (1) можно переписать следующим образом:

S (q) =
∫

G(r)
sin(qr)

qr
dr. (2)

Для удобства расчёта спектра по фреймам молекулярной динамики парную корреляцион

ную функцию можно записать в виде суммы по частицам (3), используя в качестве коэффици

ентов когерентные длины рассеяния bi и b j [28]:

G(r) =
∑︁

i, j
r=‖~ri−~r j‖

bib j. (3)

Тогда формулу (3) можно представить в виде гистограммы с заданной шириной бина dr,

что будет предпочтительней для вычисления на компьютере. Для получения I(q) нам нужно

использовать дискретный вариант формулы (3), который будет выглядеть следующим образом:

I(q) =
∑︁

r

G(r)
sin(qr)

qr
. (4)

Метод был расширен для того, чтобы было возможно реализовать усреднение расчёта спек

тров по траектории МД. Для этого было произведено усреднение функции G(r) по всей траек

тории. Методы были реализованы в виде модуля g_sans для программного пакета GROMACS.
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2.4. Моделирование спектров НСЭ

Для расчёта спектров НСЭ использован метод, сходный с методом расчёта спектров МУРН,

с той лишь разницей, что для спектров НСЭ требуется также учитывать временные корреляции.

Измеряемый сигнал является промежуточной функцией рассеяния I(~q, τ), которую можно запи

сать следующим образом:

I(~q, τ) ∝ ⟨
N∑︁
i

N∑︁
j

e−i~q(~ri(t)−~r j(t+τ))⟩t, (5)

где ⟨⟩t соответствует усреднению по ансамблю, что эквивалентно усреднению по времени t. В

случае если рассматриваемая нами частица находится в растворе и может свободно вращаться

как целое, то, усредняя по ориентациям, выражение (5) можно переписать с использованием

формулы Дебая:

I(q, τ) =
∫

G(r, τ)
sin(qr)

qr
dr, (6)

где G(r, τ) является пространственно-временной кросс-корреляционной функцией:

G(r, τ) =
∑︁

i, j
r=‖~ri(t)−~r j(t+τ)‖

τ=‖ti−t j‖

bib j. (7)

где bi, b j – длины рассеяния на частицах i и j соответственно. При этом удобнее вместо функции

G(r, τ) использовать функцию P(r, τ), которая является нормированной версией G(r, τ). Норми

ровку можно записать следующим образом:

P(r, τ) =
G(r, τ)∫∞

0 G(r, τ)dr
. (8)

Как следствие из нормировки (8) также получается нормировка функции I(q, τ):

lim
q→0

I(q, τ) = 1. (9)

Метод был реализован в виде модуля g_nse для программного пакета GROMACS.

3. Результаты и обсуждения

3.1. Анализ траекторий комплексов белков RecA

Анализ средней конформационной подвижности показал, что при взаимодействии белков

RecA с ДНК происходит стабилизация комплексов. При этом во всех случаях средняя конфор

мационная подвижность белка RecA из D. radiodurans оказалась выше, чем у белков RecA их

E. coli. Дальнейший анализ выявил, что стабилизация в комплексах RecA c ДНК происходит
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за счёт того, что петли L1 и L2 взаимодействуют с ДНК. Также с помощью метода анализа

принципиальных компонент [29] движения была выявлена скоррелированность движений N- и

C-концевых доменов как у белка RecA из E. coli, так и у белка RecA из D. radiodurans. При этом

C-концевой домен совершал повороты на угол до 80 ∘ у белка RecA из D. radiodurans и на угол

до 50 ∘ у белка RecA из E. coli.

3.2. Анализ траекторий комплексов белка RecX

Анализ конформационной подвижности комплексов белка RecX как в форме гомополимера,

так и в форме комплексов с онДНК показал снижение конформационной подвижности комплек

сов в ряду гомополимер, комплекс на онДНК, сандвич-подобный комплекс на онДНК. Используя

карты контактов (рис. 3), было выявлено также, что белок RecX взаимодействует с онДНК в ос

новном за счет кулоновских взаимодействий (во взаимодействии преимущественно участвуют

полярные аминокислоты R17 R20 R25 H27 R33 K35 R91 R93 R150 и их окружение). Была об

наружена также способность сандвич-подобного комплекса белка RecX вытягивать онДНК до

5,5 Å на основание (в случае B-формы – это 3,3 Å на основание, вытянутая же S-форма в

комплексе RecA::онДНК – это 5,0 Å на основание).

Рис. 3. Средняя карта контактов между белком RecX и онДНК для сандвич-подобного комплекса

RecX::онДНК из E. coli
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Рис. 4. Средняя карта контактов между белком RecX и онДНК для комплекса RecA::RecX::онДНК из

E. coli

Рис. 5. Средняя карта контактов между белками RecX и RecA для комплекса RecA::RecX::онДНК из

E. coli
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3.3. Анализ траекторий комплексов RecA::RecX::онДНК

Анализ траекторий комплексов RecA::RecX::онДНК с различной стехиометрией позволил

установить, что белок RecX имеет примерно те же наборы контактов с онДНК, что и в сандвич

подобном комплексе с онДНК (рис. 4). Также было выявлено, что с белком RecA белок RecX

взаимодействует в основном в районе петель L1 и L2 (аминокислотные остатки белка RecA

150-160 и 195-210 соответственно), взаимодействующих с онДНК. Интересным является также

тот факт, что белок RecX имеет контакты в районе межмономерного интерфейса белка RecA (ко

нец первой α-спирали – аминокислотные остатки 10–25, α-спираль 7 – аминокислотные остатки

122–135 и в районе петли LAL). Примечательно, что контакты между белком RecX и белком

RecA возникают в подвижных областях белка RecA, таких как петли L1, L2 и LAL, за счет чего

конформационная подвижность мономеров RecA снижается (рис. 5).

3.4. Анализ спектров МУРН комплексов белков RecA и RecX

Рис. 6. Сравнение спектров, расcчитанных с по

мощью CRYSON и g_sans, с экспериментом для

гомополимера белка RecA из D. radiodurans

Рис. 7. Сравнение модельного спектра МУРН

для комплекса RecA::онДНК::АТФ из E. coli с

экспериментальным спектром МУРН

Применение метода расчёта спектров МУРН с учётом конформационной подвижности пу

тём усреднения по траектории даёт лучшее согласование с экспериментом, чем для спектров

МУРН, рассчитанных по единичному фрейму (рис. 6 и 7). Метод МУРН был также исполь

зован для экспериментальной верификации моделей комплексов белков RecA::RecX::онДНК и

комплексов RecX::онДНК (рис. 8).

3.5. Анализ спектров НСЭ комплексов белков RecA

Для гомополимера и пресинаптического комплекса белка RecA из D. radiodurans были

измерены экспериментальные спектры НСЭ и проведено сравнение спектров с модельными,
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(а) (б)

Рис. 8. Экспериментальные и модельные спектры МУРН для комплексов RecA::RecX::онДНК::АТФ из

E. coli с различным соотношением RecX:RecA (а) и для комплексов RecX::онДНК из E. coli (б)

Рис. 9. Экспериментальные спектры НСЭ для гомополимера белка RecA (слева) и комплекса

RecA::онДНК::АТФγS (справа) из D. radiodurans

полученными с МД-траекторий, длиной 100 нс. Как видно из графиков спектров НСЭ для мо

делей (рис. 10) и экспериментальных данных, модельные спектры НСЭ качественно описывают

эксперимент, они имеют те же характерные особенности, что и экспериментальные спектры.

Сравнение модели и экспериментальных данных показывает (рис. 11), что модель каче

ственно согласуется с экспериментом. Модельная система, также как и экспериментальные дан

ные, дают схожую зависимость диффузии от векторов рассеяния как для комплекса гомополиме

ра белка RecA из D. radiodurans, так и для пресинаптического комплекса RecA::онДНК::АТФγS,

однако абсолютные значения диффузии, которые дает модель, отличается от эксперимента, что

может быть обусловлено тем, что реальные комплексы в растворе имеют гораздо большие раз

меры по сравнению с модельной системой.
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Рис. 10. Модельные спектры НСЭ для гомополимера белка RecA (слева) и комплекса

RecA::онДНК::АТФγS (справа) из D. radiodurans

Рис. 11. Экспериментальный (слева) и модельный спектр МУРН и зависимость диффузии от вектора

рассеяния для гомополимера белка RecA и комплекса RecA::онДНК::АТФγS из D. radiodurans

4. Основные результаты и выводы

1. Построены полноатомные структуры гомополимера белка RecA из E. coli и D. radiodurans и

его нуклеопротеидных комплексов с онДНК и днДНК в рамках траекторий молекуляр
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ной динамики, позволяющие учитывать конформационную подвижность нуклеопротеид

ных мультимолекулярных комплексов в растворе при решении прямой задачи – расчете

спектров МУРН.

2. Разработан новый метод решения прямой задачи: расчет спектров МУРН по полноатом

ным траекториям молекулярной динамики, позволяющий учитывать конформационную

подвижность нуклеопротеидных мультимолекулярных комплексов в растворе.

3. Разработан новый метод решения прямой задачи: расчет спектров НСЭ по полноатомным

траекториям молекулярной динамики филаментных структур мультимолекулярных нук

леопротеидных комплексов в растворе.

4. Спектры МУРН, рассчитанные предлагаемым методом для гомополимера белка RecA и

нуклеопротеидных комплексов ДНК-трансфераз из E. coli и D. radiodurans, удовлетвори

тельно описывают экспериментально наблюдаемые спектры МУРН.

5. Спектры НСЭ, рассчитанные предлагаемым методом для гомополимера белка RecA и нук

леопротеидных комплексов ДНК трансфераз из D. radiodurans, качественно согласуются с

экспериментальными данными.

6. Впервые построена полноатомная структура комплекса белка RecX с онДНК, согласующа

яся с данными МУРН, и предложена модель взаимодействия RecX с онДНК.

7. Впервые построена полноатомная структура комплекса белка RecA в комплексе с белком

RecX в присутствии онДНК, описывающая экспериментальные данные МУРН.
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