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белков, образующих комплекс. Когда белки находятся в контакте друг с другом, отдельные ами-
нокислотные остатки взаимодействующих белков сближаются. Чтобы определить, какие именно
остатки взаимодействуют друг с другом, удобно рассчитать матрицу расстояний (прямоугольную
матрицу, в которой номеру столбца соответствует номер аминокислотного остатка в последова-
тельности одного белка, а номеру строки соответствует номер аминокислотного остатка в по-
следовательности другого белка). Значением элемента этой матрицы является расстояние между
двумя соответствующими аминокислотами (рис. 2).

Рис. 2. Схема расчета матрицы расстояний (слева) по положению белков в комплексах пластоцианина
и цитохрома f (справа). Белки представлены в виде элементов вторичной структуры. Пластоцианин окра-
шен зеленым цветом, цитохром f — фиолетовым, атомы железа и меди показаны оранжевой и голубой
сферами. Для аминокислот, между которыми измерены расстояния, визуализированы все атомы и приве-
дены однобуквенные названия. t1, . . . , tn — различные моменты времени

Из матрицы расстояний легко получить матрицу контактов. В данной работе считается, что
в контакте находятся аминокислотные остатки, у которых есть атомы, находящиеся ближе 0,5 нм
друг от друга. Матрица контактов представляет собой прямоугольную матрицу, равную по раз-
мерности матрице расстояний, в каждой ячейке которой находится число 0 или 1 (в зависи-
мости от того, удовлетворяет (1) или нет (0) расстояние между данной парой аминокислотных
остатков заданному условию). Если аминокислотные остатки, находящиеся в контакте, имеют
противоположные заряды, то такой контакт считается электростатическим. Если оба контакти-
рующих аминокислотных остатка являются гидрофобными (т. е. остатками глицина, аланина,
валина, лейцина, изолейцина, фенилаланина, метионина, цистеина, тирозина и триптофана), то
и сам контакт рассматривается как гидрофобный.

3.3. Анализ контактов белков в столкновительных комплексах, полученных
методом броуновской динамики

В результате расчетов броуновской динамики мы получаем тысячи энергетически выгод-
ных конформаций структур диффузионно-столкновительных комплексов, которые с помощью
однопараметрического иерархического кластерного анализа группируются согласно критериям
кластеризации. Для каждого полученного кластера структур столкновительных комплексов рас-
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считывается суммарное количество контактов для каждой пары контактирующих аминокислот
путем суммирования матриц контактов по всем событиям образования комплекса в данном кла-
стере. Далее полученное количество контактов для каждой пары контактирующих аминокислот
делится на суммарное количество контактов, что позволяет рассчитать долю комплексов, в кото-
рых присутствует определенный контакт. Сортируя контакты по степени представленности, по-
лучаем ранжированный список контактов по их преобладанию в исследуемом ансамбле (рис. 3).
Наиболее часто встречающиеся электростатические контакты пластоцианина в столкновитель-
ных комплексах пластоцианина и цитохрома f высших растений образуются с положительно
заряженными аминокислотными остатками, находящимися вблизи малого домена цитохрома f
(K58, K65, K66, K187 и R209). При этом на пластоцианине можно выделить две отрицательно
заряженные области [Young et al., 1997]: D42, E43, D44, E45, D51 («нижняя», или «большая»)
и E59, E60, D61 («верхняя», или «малая»). Первый (рис. 3, а) и второй (рис. 3, б) кластеры
структур столкновительных комплексов отличаются тем, что в первом кластере с положительно
заряженной областью вблизи малого домена цитохрома f контактирует только «нижняя» об-
ласть пластоцианина, в то время как во втором кластере — обе отрицательно заряженные обла-
сти. «Верхняя» отрицательно заряженная область пластоцианина в первом кластере оказывается
в контакте с аминокислотным остатком лизина K122.

Рис. 3. Центральные структуры первого (а) и второго (б) кластеров столкновительных комплексов белков
пластоцианина и цитохрома f высших растений с энергией электростатического притяжения более 8 kT.
Белки представлены в виде элементов вторичной структуры. Пластоцианин окрашен зеленым цветом,
цитохром f — фиолетовым, атомы железа (оранжевый) и меди (голубой) показаны сферами. Десять пар
заряженных аминокислотных остатков, которые чаще других контактировали между собой, отмечены на
рисунке и представлены в таблицах

3.4. Анализ контактов белков в процессе образования ими финального комплекса
в молекулярно-динамической модели

Ранее нами было показано, что структуры комплексов, входящих во второй кластер, яв-
ляются непродуктивными, то есть не могут быть быстро преобразованы в состояние функци-
онально активного комплекса [Fedorov et al., 2019]. Поэтому в данной работе мы анализируем
трансформацию только центральной структуры первого кластера в функциональное состояние.

Оценить изменение общего числа контактов в белок-белковом интерфейсе в процессе пере-
хода столкновительного комплекса в финальный, а также количество электростатических и гид-
рофобных контактов по отдельности удобно по графикам изменения количества этих контактов
от времени (рис. 4, а). Для этого с использованием матрицы контактов на каждом кадре молеку-
лярно-динамической траектории рассчитывается количество электростатических, гидрофобных
и всех контактов. В столкновительном комплексе, полученном методом броуновской динами-
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ки, гидрофобные контакты отсутствуют. При образовании финального комплекса пластоцианина
и цитохрома f при уменьшении расстояния между кофакторами белков появляются гидрофобные
контакты и увеличивается число электростатических. Эти контакты стабилизируют образовав-
шийся финальный комплекс с расстоянием между атомами меди и железа менее 1,5 нм, благо-
даря чему реакционные центры белков оказываются сближенными в течение достаточного для
туннелирования электрона времени.

Рис. 4. (а) Зависимость количества гидрофобных (красный), электростатических (зеленый) и всех (оран-
жевый) контактов от времени в сравнении с изменением расстояния (синий) между атомами железа и ме-
ди. (б) Зависимость числа молекул воды, находящихся в контакте с гидрофобными аминокислотными
остатками комплекса белков пластоцианина и цитохрома f (оранжевый), и молекул воды, находящихся
в контакте с гидрофобными аминокислотными остатками как пластоцианина, так и цитохрома f (фиоле-
товый), от времени в сравнении с изменением расстояния (синий) между атомами железа и меди

Образование гидрофобных контактов сопровождается уменьшением количества молекул
воды, находящихся в контакте с гидрофобными аминокислотными остатками белков (рис. 4, б).
Под молекулами, находящимися в контакте с гидрофобными аминокислотными остатками, мы
подразумеваем те молекулы, атомы кислорода которых находятся на расстоянии менее 0,5 нм от
любого атома гидрофобного аминокислотного остатка. Увеличение пятна контакта между бел-
ками в комплексе сопровождается увеличением числа молекул воды, находящихся вблизи этого
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пятна и одновременно контактирующих с гидрофобными аминокислотными остатками обоих
белков. Для дальнейшего анализа мы рассматривали в качестве финального комплекса ансамбль
структур, реализованных в траектории молекулярной динамики после сближения кофакторов до
расстояния 1,5 нм.

3.5. Сравнение элекстростатических контактов белков в столкновительных
и финальных комплексах

В процессе формирования функционально активного комплекса сохраняются электро-
статические контакты между двумя парами разноименно заряженных областей двух белков:
«нижняя» область пластоцианина контактирует с областью вблизи малого домена цитохрома f,
а «верхняя» — с аминокислотным остатком лизина K122 цитохрома f (рис. 5). Однако в пределах
этих областей происходит перераспределение контактов между отдельными аминокислотными
остатками. Это связано с тем, что при формировании финального комплекса происходит поворот
молекулы пластоцианина на 69 градусов вокруг оси, проходящей через обе области электроста-
тического контакта. При этом повороте происходит вытеснение воды из областей, находящих-
ся вблизи кофакторов молекул и сформированных гидрофобными аминокислотными остатками
(рис. 4, б), что приводит к стабилизации комплекса в положении, пригодном для передачи элек-
трона.

Рис. 5. Центральная структура первого кластера (а) столкновительных комплексов с энергией электро-
статического притяжения более 8 kT и финальный комплекс (б) белков пластоцианина и цитохрома f
высших растений. Белки представлены в виде элементов вторичной структуры. Пластоцианин окрашен
зеленым цветом, цитохром f — фиолетовым, атомы железа (оранжевый) и меди (голубой) показаны сфе-
рами. Показаны аминокислотные остатки, образующие 10 наиболее представленных электростатических
контактов первого кластера. Ось поворота для перевода центральной структуры первого кластера в фи-
нальный комплекс показана красным цветом на панели (а). В таблице слева представлены процент встре-
чаемости 10 наиболее представленных электростатических контактов, рассчитанных по всем структурам
столкновительных комплексов с энергией электростатического притяжения более 8 kT, входящих в пер-
вый кластер, и их встречаемость в финальном комплексе по данным молекулярной динамики. В таблице
справа представлены процент встречаемости 10 наиболее представленных электростатических контак-
тов в финальном комплексе по данным молекулярной динамики и их встречаемость в столкновительных
комплексах с энергией электростатического притяжения более 8 kT, входящих в первый кластер

4. Заключение

Электростатическое взаимодействие играет ключевую роль в процессах связывания белков
пластоцианина и цитохрома f высших растений. Заряженные аминокислотные остатки и парци-
альные заряды белков создают вокруг них неоднородное электрическое поле. При приближении
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к другим белкам и комплексам белок ориентируется в электрическом поле, создаваемом эти-
ми белками, и может занять выгодную позицию для последующего связывания. При сближе-
нии макромолекул начинают играть заметную роль гидрофобные взаимодействия, возникающие
вследствие изменения структуры гидратной оболочки макромолекул. Вандерваальсовы взаимо-
действия становятся существенными при близком контакте поверхностей белков.

В настоящей работе мы показали, что дальнодействующие электростатические взаимодей-
ствия способствуют формированию как столкновительного, так и финального комплекса пла-
стоцианина и цитохрома f высших растений. Образование гидрофобных контактов, в свою оче-
редь, способствует преобразованию столкновительного комплекса в финальный. За счет приме-
нения методов анализа, описанных в настоящей статье, нам удалось существенно детализировать
предложенный нами ранее сценарий образования комплекса белков пластоцианина и цитохро-
ма f [Fedorov et al., 2019] для высших растений, что позволило установить принципы, лежащие
в основе образования белок-белкового комплекса. Ранее мы сделали предположение, что про-
цесс формирования белкового комплекса включает несколько стадий: диффузионное сближение
белков, электростатическая ориентация, образование диффузионно-столкновительного комплек-
са, реорганизация комплекса и превращение его в финальный комплекс. В настоящей работе
стадии формирования диффузионно-столкновительного комплекса и превращения его в финаль-
ный существенно детализированы и выявлены молекулярные механизмы этих процессов. Такие
характеристики, как матрицы контактов, оси поворота при переходе между состояниями и гра-
фики изменения количества контактов в процессе моделирования, позволяют определить клю-
чевые аминокислотные остатки, участвующие в формировании комплекса, и выявить физико-
химические механизмы, лежащие в основе этого процесса. В данной работе рассматриваемые
методы применены только к одному примеру белок-белковых взаимодействий, однако в даль-
нейшем с использованием предложенного подхода мы планируем провести исследование взаи-
модействия широкого спектра электротранспортных белков различных организмов. Подробное
описание применения методов, предложенных в статье, приведено в файле с дополнительной
информацией.
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Dı́az-Moreno I., Muñoz-López F. J., Frutos-Beltrán E., Miguel A., Dı́az-Quintana A. Electrostatic strain
and concerted motions in the transient complex between plastocyanin and cytochrome f from the
cyanobacterium Phormidium laminosum // Bioelectrochemistry. — 2009. — Vol. 77, No. 1. —
P. 43–52.

Dı́az-Moreno I., Dı́az-Quintana A., Miguel A., Ubbink M. Structure of the complex between
plastocyanin and cytochrome f from the cyanobacterium Nostoc sp. PCC 7119 as determined
by the balance between electrostatic and hydrophobic interactions within the transient // Journal
of Biological Chemistry. — 2005. — Vol. 280, No. 19. — P. 18908–18915.
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