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Аннотация. В работе проведено сравнение фоторегулируемых аденилатциклаз 
bPAC и OaPAC методами классической молекулярной динамики в состояниях 
до и после облучения светом. Определены пути передачи сигнала из фоторецеп-
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результате облучения светом в случае bPAC обусловлено как смещением равно-
весия в сторону закрытой конформации, так и более значительным увеличением 
числа субоптимальных путей аллостерической передачи сигнала от одного до-
мена к другому.
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Abstract. Photoregulated adenylate cyclases bPAC and OaPAC are compared using 
classical molecular dynamics simulations in both states, before and after blue light 
irradiation. The pathways of signal transduction from the photoreceptor to the catalytic 
domain are determined. The more pronounced acceleration of the catalytic reaction 
rate as a result of light irradiation in the case of bPAC is explained both by a shift 
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Сенсорные фоторецепторы лежат в основе 
светозависимых адаптивных механизмов жи-
вых организмов. Используемые в оптогенетике 
сенсорные фоторецепторы – генетически зако-
дированные инструменты тонкого и обратимого 
управления клеточными процессами. Изучение 
структуры и свойств природных фоторецепторов 
способствует развитию в области создания ис-
кусственных систем с настраиваемой светозави-
симой функцией, что значительно расширяет воз-
можности оптогенетики, позволяя направленно 
регулировать такие процессы в клетке, как экс-
прессия генов, рекомбинация ДНК, активность 
ферментов, каскады передачи сигнала и др. [1].

Циклический аденозинмонофосфат (цАМФ) 
является аллостерическим эффектором протеин-
киназ и ионных каналов. Контроль концентрации 
цАМФ позволяет осуществить тонкую настройку 
различных биологических процессов. В част-
ности, цАМФ, будучи важным посредником в 
регуляции выработки инсулина, делает эту мо-
лекулу привлекательной мишенью при лече-
нии диабета. В качестве инструмента контроля 
концентрации цАМФ может быть использована 
оптогенетическая система на основе фотоакти-
вируемой аденилатциклазы (PAC), катализирую-
щей реакцию превращения аденозинтрифосфата 
(АТФ) в цАМФ с высвобождением пирофосфата 
[2]. В частности, высокогомологичные PAC бак-
терий Beggiatoa acuminata (bPAC) и Oscillatoria 
acuminata (OaPAC) благодаря малым размерам и 
низкой активности в невозбужденном состоянии 
представляют особой интерес в качестве фоторе-
цептора оптогенетических систем. Однако, если 
в случае bPAC повышение скорости ферментатив-
ной реакции при фотовозбуждении возрастает на 
два порядка и не зависит от времени возбуждения, 
то для OaPAC скорость возрастает на один поря-
док и зависит от времени возбуждения. Это отли-
чие может быть следствием изменения механизма 
фоторегуляции в зависимости от системы [3].

Согласно результатам молекулярного модели-
рования и ИК-спектроскопии при воздействии 
синего света на фоторецепторный домен фер-
мента BLUF (blue light using fl avin) хромофорная 
группа флавинмононуклеотида (FMN) не претер-
певает никаких изменений, в то же время боковая 
цепь консервативного глутамина Gln49 хромо-
фор-связывающего кармана таутомеризуется из 
амидной формы в имидную с вращением вокруг 
одинарной связи С–С. Предполагается, что дан-
ное изменение в структуре фоточувствительного 
домена инициирует конформационные переходы, 
лежащие в основе аллостерической регуляции 
активности фермента [4]. Ранее было установле-
но, что консервативный Arg278 активного сайта 
принимает различные конформации в состоянии 
до облучения светом (темном, D) и фотоактиви-
рованном (светлом, L), стабилизируя переходное 
состояние реакции [5]. 

В настоящей работе с помощью методов мо-
лекулярного моделирования выполнен сравни-
тельный анализ ферментов OaPAС и bPAC. Для 
сравнения конформационных пространств этих 
систем было проведено молекулярно-динамиче-
ское (МД) моделирование. С помощью получен-
ных МД-траекторий посредством динамическо-
го сетевого анализа определены потенциальные 
пути аллостерической регуляции ферментов: 
аминокислотные остатки Gln49 и Arg278 были 
выбраны в качестве начальной и конечной точек 
соответственно.

Методы расчета

В качестве основы для получения полноатом-
ных моделей ферментов bPAC и OaPAC в темном 
(D) и светлом (L) состояниях были выбраны кри-
сталлические структуры PDB ID 5M2A и 5MBD, 
4YUT и 5X4T из банка данных PDB. Для каж-
дой из структур плохо разрешенные в ходе 
рентгеноструктурного анализа аминокислотные 
остатки были добавлены по данным о первичной 

in equilibrium towards a closed conformation and by a larger number of suboptimal 
pathways of allosteric signal transduction from photoreceptor to catalytic domain.
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последовательности (UniProtA7BT71 и K9TLZ5). 
Атомы водорода добавляли с помощью програм-
мы Reduce в соответствии с нейтральным pH.

Полученные полноатомные модели белка с 
FMN сольватировались молекулами воды в пря-
моугольной ячейке так, чтобы расстояние от бел-
ковой молекулы до границ ячейки составляло не 
менее 20 Å. Далее для нейтрализации общего за-
ряда в систему добавляли ионы хлора.

Для каждой из систем проведено МД-
моделирование с использованием програм-        
много пакета NAMD [6]. При описании белко-
вой макромолекулы использовано силовое поле 
CHARMM36 [7], для FMN и имидной формы 
глутамина Gln49 ферментов в L-состоянии – 
CGenFF [8], для молекул воды – TIP3P [9]. Пред-
варительно для релаксации сольватной оболочки 
и добавленных аминокислотных остатков был 
выполнен расчет траекторий с фиксированным 
положением атомов белка и FMN длиной 0,5 нс. 
В качестве стартовых структур для расчета МД 
были использованы структуры ближайшего ло-
кального минимума, полученные методом гради-
ентного спуска. Все расчеты проводили в кано-
ническом ансамбле NPT при давлении p = 1 атм 
и температуре T = 300 К, которые поддерживали 
с помощью баростата Нозе – Гувера и термостата 
Ланжевена соответственно. Шаг интегрирования 
для всех траекторий составил 1 фс, общая длина 
равнялась 200 нс для каждой системы. 

Полученные МД-траектории обрабатывали с 
помощью сервиса NetworkView [10] и програм-

мы VMD [11]. В рамках проводимого анализа все 
тяжелые атомы белка и FMN были разбиты на 
структурные фрагменты, формирующие верши-
ны графа, которые соединялись ребрами с опре-
деленным весом, если атомы соответствующих 
фрагментов находились на расстоянии менее 4 Å 
на протяжении 75%  и более МД-траектории. По-
лученный граф разбивался на кластеры наиболее 
связанных между собой фрагментов с помощью 
алгоритма Гирвана – Ньюмена [12]. 

Для каждой системы определены кратчайшие 
пути между вершинами, относящимся к FMN и 
связанным с ним аминокислотным остаткам, и 
вершинами, относящимися к Arg278 и окружаю-
щим его аминокислотным остаткам. Оптималь-
ные пути между вершинами определяли с по-
мощью алгоритма Флойда – Уоршелла [13]. Для 
полного описания системы наряду с оптималь-
ным путем были получены и проанализированы 
субоптимальные пути, которые определялись как 
пути, длина которых не превышала длину опти-
мального пути более чем на 20 ед.

Результаты и обсуждение

Фотоактивируемые аденилатциклазы bPAC и 
OaPAC – гомодимерные белки, каждая субъеди-
ница (A и B) которых состоит из N-концевого фо-
торецепторного BLUF-домена и C-концевого аде-
нилатциклазного каталитического домена (AC), 
соединенных перемычкой. АТФ-связывающий 
карман формируется каталитическими домена-
ми каждой из субъединиц белка. При анализе 

Рис. 1. Строение фермента PAC (слева). Распределение усредненного значения характеристических углов φA                 
и φB (град.) для bPAC и OaPAC в темном (D) и светлом (L) состоянии (справа)
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МД-траекторий bPAC и OaPAC в состояниях D и 
L были обнаружены структуры, соответствующие 
открытой и закрытой формам АТФ-связывающего 
сайта. В качестве характеристической координа-
ты этих форм были выбраны два угла: φA – между 
Cα-атомами Ala277 каталитического домена субъ-
единицы A, Pro146 перемычки субъединицы A и 
Ala277 каталитического домена субъединицы B; 
φB – между Cα-атомами Ala277 (A), Pro146 (B) и 
Ala277 (B) (рис. 1). При переходе из состояния D в 
состояние L для OaPAC распределение между от-
крытой и закрытой формами АТФ-связывающего 
сайта не меняется, для bPAC преобладающей ста-
новится закрытая форма. Полученные результаты 
согласуются с экспериментальными данными: 
закрытая форма связывающего сайта может спо-
собствовать связыванию субстрата в более реак-
ционноспособной конформации и, как следствие, 
преобладание этой формы может привести к по-
вышению активности фермента. 

Проведено разбиение на кластеры с помощью 
динамического сетевого анализа bPAC и OaPAC в 
темном и светлом состояниях. Для bPAC в обоих 
состояниях было получено по 7 кластеров. Для 
OaPAC при переходе от темного состояния к свет-
лому число кластеров увеличилось с 8 до 10. Для 

bPAC разбиения симметричны и соответствуют 
доменной структуре белка в обоих состояниях. 
Для OaPAC разбиение несимметрично. Большее 
число кластеров для OaPAC можно интерпрети-
ровать как меньшую связность этой структуры по 
сравнению с bPAC. 

Далее для каждой из систем проводили поиск 
оптимальных путей фоторегуляции. По резуль-
татам этого анализа выделены следующие клю-
чевые аминокислотные остатки аллостериче-
ского пути переноса сигнала от OaPAC к bPAC: 
Gln49  → Tyr7 → Leu75 → Glu124 → Tyr126 →        
→ Ala276 → Arg278 (рис. 2). 

Передача сигнала в фоторецепторном домене 
весьма консервативна вне зависимости от систе-
мы (рис. 3). Пути передачи сигнала как по пере-
мычке между функциональными доменами, так 
и внутри каталитического домена, более вари-
ативны и зависят от состояния и типа системы. 
Аминокислотные остатки перемычки Arg121–
Glu145 являются ключевыми участниками пере-
дачи сигнала, однако при переходе из состояния 
D в состояние L вероятность прохождения пути 
через Glu124 и Tyr126 снижается и более часто 
встречаются остатки Asn136 для bPAC и Ile131 для 
OaPAC. Наряду с указанными аминокислотными 

Рис. 2. Пример кратчайшего пути передачи сигнала с выделенными 
ключевыми аминокислотными остатками
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остатками для каждой из систем становится 
важным и остаток Ile153. Стоит отметить суще-
ственное различие аллостерических путей регу-
ляции bPAC и OaPAC, заключающееся в высо-
кой степени вовлеченности остатков α2-спирали 
(Glu172–Tyr191), β2  (Glu194–Phe198), и β3  
(Val203–Phe207) листов каталитического домена 
в состоянии D и L, в частности Phe198 и Val203, 
принимающих участие в формировании гидро-
фобного кармана для связывания аденина [14]. 
Кроме того, распределения вероятности участия 
в сигнальном пути различаются также у остатков 
β4 (Thr244–Ser260) и β5 (Met264–Leu269) листов, 
выстилающих активные сайты каталитических 
доменов. Для bPAC эти структурные мотивы зна-
чительно вовлечены в сигнальные пути, OaPAC 
соответствует высокая вероятность участия от-
дельных аминокислот этих структурных фраг-
ментов. Ключевым участником сигнального пути 
bPAC в темном состоянии β4 и β5 листов являет-
ся Asp265, при переходе в светлое состояние роль 
Asp265 становится незначительной. Для OaPAC 
вне зависимости от состояния важную роль игра-
ет остаток His266, при этом при переходе из D в L 

важный остаток Glu255 с меньшей вероятностью 
встречается в сигнальных путях. Различия в со-
ставе участников сигнальных путей и их измене-
ние при переходе из D в L позволяют объяснить 
тот факт, что для bPAC в процессе эксперимен-
та наблюдается большее повышение активности 
при фотовозбуждении, чем для OaPAC. 

Длина кратчайшего пути как для bPAC, так и 
для OaPAC, при переходе к структуре светлого со-
стояния увеличивается. Однако значение длины 
оптимального пути для bPAC в состоянии как D 
(203), так и L (246), а также степень ее увеличения 
оказываются меньшими, чем для OaPAC (251 в D 
и 368 в L). Кроме того, число субоптимальных пу-
тей для bPAC в каждом состоянии (372 в D и 512 в 
L) и увеличение этого показателя при переходе из 
одного состояния в другое больше по сравнению 
с OaPAC (39 в D и 88 в L). Это различие может 
способствовать большему синергизму по пути ал-
лостерической регуляции для системы bPAC. 

Таким образом, в работе рассчитаны и проана-
лизированы разными методами классические мо-
лекулярно-динамические траектории. Это дало 
возможность объяснить изменение скорости 

Рис. 3. Вероятность прохождения пути от флавин-связывающей области BLUF-домена (Glu49) до актив-
ного центра AC-домена (Arg278) через заданный аминокислотный остаток bPAC (слева) и OaPAC (справа)                          

в состояниях D (серый) и L (черный) 
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реакции при переходе рассматриваемых фото-
регулируемых аденилатциклаз OaPAC и bPAC, а 
также охарактеризовать различия между ними. 
В bPAC в светлом состоянии равновесие смеща-
ется в сторону закрытой конформации, что, ве-
роятно, связано с более эффективной передачей 
аллостерического сигнала в светлом состоянии 
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по сравнению с темным. В OaPAC фоторегуля-
ция проявляется слабее, что находит отражение 
в похожем распределении между закрытой и 
открытой конформациями, а также в меньшем 
числе субоптимальных путей переноса сигнала 
и их изменении при переходе от темного состо-
яния к светлому.
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