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тРНК�Гуанинтрансгликозилаза, катализирующая замену гуанина на кьюин в тРНК человека и участвую�
щая в механизме трансляции, вовлечена в развитие рака, однако информация о низкомолекулярных инги�
биторах, способных подавлять активность данного фермента, весьма ограничена. С помощью молекуляр�
но�динамических симуляций определены аминокислотные остатки, обеспечивающие эффективное свя�
зывание ингибиторов в активном центре тРНК�гуанинтрансгликозилазы. На примере молекулы 7�метил�
гуанина продемонстрировано, что ключевую роль в комплексообразовании играет способность ингибито�
ра переходить в заряженную форму в окружении остатков Asp105 и Asp159, являющихся акцепторами во�
дородных связей. Также имеет значение формирование водородных связей и гидрофобных контактов с ос�
татками Gln202, Gly229, Phe109 и Met259. Предсказано, что введение заместителей будет по�разному вли�
ять на способность ингибировать тРНК�гуанинтрансгликозилазу, а также белок репарации ДНК по�
ли(ADP�рибозо)полимеразу 1, что может способствовать созданию более эффективных и селективных со�
единений.
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ВВЕДЕНИЕ

тРНК�Гуанинтрансгликозилаза (ТГТ) ката�
лизирует замену гуанина на кьюин (производ�
ное 7�деазагуанина, рис. 1) в тРНКAsn, тРНКAsp,
тРНКHis и тРНКTyr в позиции 34 (первый нуклео�
тид антикодона) [1–4]. Данная модификация,
предположительно, оказывает влияние на эф�
фективность аминоацилирования тРНК, рас�

познавание кодон–антикодон, скорость и точ�
ность трансляции [5–7]. Эукариотический бе�
лок ТГТ представляет собой гетеродимер, сос�
тоящий из каталитической субъединицы
QTRT1 и некаталитической субъединицы
QTRT2 [8]. Для QTRT1 была определена крис�
таллическая структура комплекса с субстратом
кьюином [4]. Согласно предложенной кинети�
ческой схеме действия эукариотического фер�
мента, первой в активном центре ТГТ связыва�
ется молекула кьюина, второй – тРНК, и затем
происходит отщепление гуанина с образовани�
ем интермедиата, в котором тРНК ковалентно
связана с остатком Asp279. Дальнейшее превра�
щение интермедиата приводит к образованию
конечного продукта реакции – модифициро�
ванной кьюином тРНК [9].

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : 7�МГ – 7�метилгуанин;
МД – молекулярная динамика; ПАРП�1 – поли(ADP�
рибозо)полимераза 1; ТГТ – тРНК�гуанинтрансгликози�
лаза.

* Приложение к статье опубликовано на сайте журнала
«Биохимия».

** Адресат для корреспонденции.
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В недавних экспериментах была продемон�
стрирована важная роль ТГТ в развитии рака мо�
лочной железы [10, 11]. Оказалось, что при не�
достатке ТГТ существенно снижается пролифе�
рация и миграция опухолевых клеток in vitro (ли�
нии MCF7 и MDA�MB�231) и in vivo (голые мы�
ши BALB/c с соответствующими перевитыми
опухолями). В частности, нокаут/нокдаун гена
ТГТ в раковых клетках приводит к уменьшению
числа и объема опухолей в ксенографтной моде�
ли заболевания. Также следует упомянуть, что
повышенная экспрессия ТГТ была обнаружена у
пациентов с диагностированным раком легких,
причем уровень экспрессии коррелирует с вы�
живаемостью [12, 13]. Вовлеченность ТГТ чело�
века в патологические процессы свидетельствует
о необходимости разработки и тестирования се�
лективных ингибиторов данного белка.

Подавление активности ТГТ человека с по�
мощью низкомолекулярных соединений на дан�
ный момент мало изучено. Основным источни�
ком информации о потенциальных ингибиторах
является работа, посвященная исследованию

структурных аналогов субстрата с использова�
нием ТГТ из ретикулоцитов кролика [14]. 7�Ме�
тилгуанин (7�МГ, природное азотистое основа�
ние) оказался одним из наиболее эффективных
ингибиторов, конкурентным в отношении кью�
ина (рис. 1, Ki = 1 мкМ) [14, 15]. В ряде других
работ было показано, что 7�МГ также способен
подавлять активность бактериальной ТГТ
[16, 17]. Выравнивание последовательностей
ТГТ различных организмов, демонстрирующее
консервативность аминокислотных остатков
активного центра, представлено на рис. S1 в
Приложении. Интересно, что 7�МГ подавляет
активность белка человека поли(ADP�рибо�
зо)полимеразы 1 (ПАРП�1, Ki = 60 мкМ)
[18–21], играющего важную роль в патологиях
сердечно�сосудистой, нервной, дыхательной
систем, а также в онкологических заболеваниях
[22–25]. Для клинического применения инги�
биторов ТГТ может требоваться более селектив�
ное воздействие на мишень, поэтому большой
интерес представляет структурная оптимизация
7�МГ и его аналогов.

Рис. 1. Химические структуры субстрата и известных ингибиторов ТГТ



В представленной работе осуществлено мо�
делирование взаимодействия ТГТ человека с
ингибитором 7�МГ и даны рекомендации по
дальнейшей разработке более эффективных и
селективных ингибиторов.

МAТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для молекулярно�механического описания
7�МГ в заряженной форме использовали пара�
метры Amber�совместимого поля ff99 [26] за
исключением частичных зарядов. Подбор заря�
дов на атомах осуществляли методом RESP
(рис. S2) [27, 28]. Для этого предварительно рас�
считывали молекулярный электростатический
потенциал на HF/6�31G* уровне теории с по�
мощью GAMESS [29]. Параметры незаряжен�
ной молекулы 7�МГ были получены аналогич�
ным образом в нашей предыдущей работе [18].
Для описания аминокислотных остатков белка
использовали силовое поле ff14SB c улучшенны�
ми торсионными параметрами [30].

Молекулярную модель ТГТ человека
конструировали на основе кристаллической
структуры фермент�субстратного комплекса,
содержащего молекулу кьюина (PDB ID 6h45,
цепь A) [4]. Координаты участков структуры
Arg68–His93 и Asn101–Asp105 перенесли из
структуры 7nq4 [31]. Координаты ингибитора
7�МГ в активном центре получили путем нало�
жения конденсированных колец 7�МГ и кьюи�
на. Далее структуру фермент�ингибиторного
комплекса оптимизировали и исследовали мето�
дом молекулярной динамики (МД) с помощью
AmberTools 20 и Amber 20 [32–34]. Атомы водо�
рода добавляли с учетом ионизационных
свойств аминокислотных остатков, при прото�
нировании боковых цепей гистидинов рассмат�
ривали их молекулярное окружение. Структуру
помещали в усеченную октаэдрическую ячейку
воды TIP3P (минимальное расстояние от белка
до грани ячейки составляло 12 Å), для нейтрали�
зации суммарного заряда добавляли ионы Cl−.

На первой стадии минимизации энергии по�
лученной системы (2500 шагов по методу наи�
скорейшего спуска + 2500 шагов по методу соп�
ряженных градиентов) координаты белка и
7�МГ фиксировали позиционными ограниче�
ниями 2 ккал/(моль⋅Å2) на тяжелых атомах. Вто�
рую стадию минимизации (5000 шагов наиско�
рейшего спуска + 5000 шагов по методу сопря�
женных градиентов) проводили без каких�либо
ограничений. Затем систему разогревали от 0 до
300 К с использованием позиционных ограни�
чений 1 ккал/(моль⋅Å2) на атомах белка и 7�МГ
(250 пс, постоянный объем) и уравновешивали

при 300 K (25 нс, постоянное давление). Дости�
жение равновесной конформации комплекса
подтверждали путем анализа среднего квадра�
тичного отклонения атомов остова белка от на�
чального положения (подвижные петли и кон�
цевые остатки белка при этом не рассматрива�
лись). Далее рассчитывали и анализировали тра�
екторию равновесной симуляции МД длиной
100 нс. Более подробные протоколы симуляций
приведены в табл. S1 в Приложении. Расчеты
проводили на суперкомпьютере «Ломоносов�2»
с использованием графических ускорителей
Nvidia Tesla K40M.

Докинг молекулы 7�МГ в активный центр
ТГТ осуществляли с помощью программы Lead
Finder 1708 в режиме «extra precision» [35, 36],
потенциальная решетка охватывала участок свя�
зывания молекулы кьюина. Для визуализации
полученных структур использовали программу
VMD 1.9 [37].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Модель ТГТ человека была сконструирована
на основе кристаллической структуры 6h45,
описывающей взаимодействие каталитической
субъединицы QTRT1 с субстратом кьюином. В
целом данный комплекс с разрешением 2,4 Å
хорошо подходил для подготовки стартовой мо�
дели, однако некоторые участки белковой цепи
было решено заимствовать из структуры 7nq4,
полученной теми же авторами. Первый участок,
Arg68–His93, менее упорядочен в 6h45 по срав�
нению с другими структурами ТГТ, что может
быть связано с условиями кристаллизации. Че�
рез сеть водородных связей остатки Arg68–His93
оказывают влияние на конформацию еще одно�
го участка, Asn101–Asp105, который был также
взят из структуры 7nq4.

При моделировании связывания 7�МГ в ак�
тивном центе ТГТ учитывали ионизационные
свойства данного ингибитора. Ранее исследова�
лось взаимодействие структурно похожих сое�
динений с бактериальной ТГТ с применением
методов изотермической калориметрии, сайт�
направленного мутагенеза и рентгеноструктур�
ного анализа. Было сделано предположение о
том, что наличие в активном центре двух отри�
цательно заряженных остатков аспартата,
Asp105 и Asp159 (нумерация ТГТ человека), спо�
собствует переходу ингибиторов в положитель�
но заряженную форму при связывании [38, 39].
Соответствующий переход для 7�МГ (протони�
рование атома N3) представлен на рис. 2. Поло�
жительно заряженный ингибитор способен бо�
лее эффективно взаимодействовать с Asp105 и

ПУШКАРЕВ и др.

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  4  2022

552



СВЯЗЫВАНИЕ ИНГИБИТОРОВ тРНК�ГУАНИНТРАНСГЛИКОЗИЛАЗЫ

7 БИОХИМИЯ  том  87  вып.  4  2022

553

Asp159, поэтому 7�МГ было решено моделиро�
вать как в заряженной форме, так и нейтраль�
ной форме (в качестве контроля).

7�МГ является конкурентным ингибитором
ТГТ и структурным аналогом субстрата кьюина,
поэтому его связывание должно происходить
схожим образом. Стартовое положение 7�МГ в
активном центре модели ТГТ соответствовало
координатам 7�деазагуанинового фрагмента кью�
ина. Далее осуществили уравновешивание фер�
мент�ингибиторного комплекса и расчет 100 нс
траектории симуляции МД, анализ которой
позволил охарактеризовать межмолекулярные
взаимодействия (таблица, рис. 3). Прежде всего
следует упомянуть образование водородных
связей 7�МГ с Asp159 и Asp105, поскольку взаи�
модействие делокализованного положительного
заряда ингибитора с отрицательно заряженны�
ми карбоксильными группами может вносить
существенный вклад в энергию связывания.
При этом одна из связей с Asp105 реализуется

через протонированный атом азота N3. Допол�
нительные водородные связи формируются с
остатками Gln202 и Gly229. Пуриновые кольца
7�МГ образуют π�стэкинг с Phe109, а также гид�
рофобный контакт с боковой цепью Met259.
Метильная группа 7�МГ контактирует с бен�
зольным кольцом Phe109.

Моделирование комплексообразования ТГТ
с нейтральной формой 7�МГ показало сущест�
венное снижение устойчивости взаимодействий
с остатками активного центра по сравнению с за�
ряженной формой. Водородные связи с остатка�
ми Asp159 и Gly229 носили эпизодический ха�
рактер, что сказалось на среднем расстоянии
между атомами, а связи с Asp105 и Gln202 факти�
чески были утрачены (табл. S2 в Приложении).
При этом боковая цепь Asp105 оказалась отвер�
нутой от молекулы ингибитора (рис. S3 и S4 в
Приложении), что, очевидно, связано с отсут�
ствием протона на N3�атоме. Примечательно,
что у родственного соединения 3�деазагуанина, в
котором N3�атом заменен на углерод (рис. 1), ин�
гибиторная активность на два порядка ниже, чем
у 7�МГ [14]. Таким образом, можно заключить,
что эффективное связывание молекулы 7�МГ в
активном центре ТГТ возможно благодаря ее пе�
реходу в положительно заряженную форму.

Поскольку 7�МГ ингибирует также белок ре�
парации ДНК ПАРП�1, который не обладает
сходством с ТГТ по последовательности, необ�
ходимо определить структурные факторы, обус�
ловливающие возможность его связывания с
двумя разными мишенями, а также возможные
пути модификации ингибитора для более селек�
тивного действия. Ранее было эксперименталь�
но показано, что важным условием для эффек�
тивного связывания пуриновых производных и
аналогов с ТГТ и ПАРП�1 является наличие
аминогруппы в положении 2 и оксогруппы в по�
ложении 6 [14, 18]. В случае ТГТ аминогруппа
образует упомянутые выше водородные связи с
Asp105 и Asp159 (рис. 3), а в случае ПАРП�1 –

Рис. 2. Предполагаемый переход 7�МГ в заряженную форму при связывании в активном центре ТГТ

Взаимодействие

7�МГ:N1:H ⋅⋅⋅ Asp159:OD2

7�МГ:N2:H ⋅⋅⋅ Asp159:OD1

7�МГ:N2:H ⋅⋅⋅ Asp105:OD1

7�МГ:N3:H ⋅⋅⋅ Asp105:OD2

7�МГ:O6 ⋅⋅⋅ Gln202:NE2:H

7�МГ:O6 ⋅⋅⋅ Gly229:N:H

С(7�МГ конд. кольца)* ⋅⋅⋅ C(Phe109 бенз. кольцо)**

С(7�МГ конд. кольца) ⋅⋅⋅ Met259:SD

Взаимодействия заряженной формы 7�МГ в активном
центре ТГТ человека, обнаруженные в результате 100 нс
симуляции МД. Приведены средние значения расстояний
вместе со стандартным отклонением

Расстояние,
Å

1,8 ± 0,1

1,8 ± 0,1

1,9 ± 0,1

1,9 ± 0,1

2,7 ± 0,7

2,5 ± 0,5

3,8 ± 0,2

3,7 ± 0,3

* Геометрический центр конденсированных колец 7�МГ.
** Геометрический центр бензольного кольца Phe109.



взаимодействует с ключевым остатком Gly863
(рис. 4). Оксогруппа образует водородные связи
с остатками Gln202 и Gly229 ТГТ и c остатками
Gly863 и Ser904 ПАРП�1. Отдельно следует об�
ратить внимание на высокое сходство взаимо�
действия типа π�стэкинг: в случае ТГТ оно реа�
лизуется боковой цепью Phe109, а в случае
ПАРП�1 – боковой цепью Tyr907. Совокупность
данных взаимодействий обусловливает возмож�
ность связывания ингибиторов как с ТГТ, так и
с ПАРП�1.

Подходящими путями для оптимизации
структуры 7�МГ и его аналогов является моди�
фикация аминогруппы в положении 2 или ме�
тильной группы в положении 7. Первый вари�
ант подходит для конструирования ингибиторов
ПАРП�1, поскольку введенный заместитель
ориентируется в направлении дополнительного
участка связывания адениновой группы NAD+

(рис. 4, а). В случае ТГТ аминогруппа образует
водородные связи с Asp105 и Asp159, поэтому
любая ее модификация приведет к нарушению
данных взаимодействий [40]. Второй вариант
(модификация метильной группы), напротив,
не подходит для ПАРП�1, поскольку соответ�
ствующий связывающий карман, образованный
с участием остатка Ala898 (рис. 4, б), весьма ог�
раничен по размеру. В случае ТГТ метильная
группа 7�МГ направлена в сторону участка свя�
зывания циклопентенового фрагмента кьюина,

образованного остатками Val161–Ser164 и
Gly229–Gly232. Данный участок способен взаи�
модействовать с разнообразными группами ато�
мов, что подтверждается широкой субстратной
специфичностью ТГТ человека, продемонстри�
рованной с использованием синтетических про�
изводных 7�деазагуанина [41].

Молекулярная модель ТГТ человека позво�
ляет осуществлять поиск ингибиторов с исполь�
зованием методов докинга и компьютерного
скрининга. Наиболее перспективные соедине�
ния могут быть отобраны из обширной библио�
теки в результате оценки энергии связывания и
анализа взаимодействий с наиболее важными
аминокислотными остатками [42–44]. В качест�
ве иллюстративного примера нами был осущест�
влен докинг молекулы 7�МГ в отношении анса�
мбля структур ТГТ, полученного в результате
МД�симуляции. Для этой цели из 100 нс траек�
тории равновесной симуляции ТГТ извлекли
структуры с шагом 10 нс и удалили из них моле�
кулы воды и ингибитора. Далее 7�МГ докирова�
ли в область, охватывающую участок связыва�
ния субстрата кьюина, и таким образом получи�
ли ансамбль фермент�ингибиторных комплек�
сов (рис. S5 в Приложении). Анализ получен�
ных моделей показал, что докинг хорошо вос�
производит описанные выше взаимодействия
7�МГ с аминокислотными остатками ТГТ. Сред�
нее по ансамблю значение свободной энергии
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Рис. 3. Позиция 7�МГ в активном центре ТГТ человека, определенная с помощью МД�моделирования. А – Взаимодей�
ствие с полярными остатками; б – взаимодействие с гидрофобными остатками. Оранжевым цветом показана молекула
кьюина, перенесенная из структуры 6h45 после наложения по Cα�атомам
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1. Nishimura, S. (1983) Structure, biosynthesis, and function
of queuosine in transfer RNA, Prog. Nucleic Acid Res. Mol.
Biol., 28, 49�73.

2. Morris, R. C., and Elliott, M. S. (2001) Queuosine modi�
fication of tRNA: a case for convergent evolution, Mol.
Genet. Metab., 74, 147�159.

3. Eric Thomas, C., Chen, Y. C., and Garcia, G. A. (2011)
Differential heterocyclic substrate recognition by, and pteri�

dine inhibition of E. coli and human tRNA�guanine transg�
lycosylases, Biochem. Biophys. Res. Commun., 410, 34�39.
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Crystal structure of the human tRNA guanine transglyco�
sylase catalytic subunit QTRT1, Biomolecules, 8, 81.

5. Fergus, C., Barnes, D., Alqasem, M. A., Kelly, V. P. (2015)
The queuine micronutrient: charting a course from
microbe to man, Nutrients, 7, 2897�2929.

связывания ΔGcalc составило −7,4 ккал/моль.
Согласно формуле ΔG = RT ln(Ki), такое значе�
ние энергии соответствует константе ингибиро�
вания 4 мкМ, что хорошо согласуется с экспери�
ментальными данными (Ki = 1 мкМ) [14].

Проведенное исследование позволило сде�
лать ряд выводов, важных для разработки инги�
биторов ТГТ человека – перспективной мише�
ни для лечения онкологических заболеваний.
(1) Ингибитор может переходить в заряженную
форму при связывании в активном центре ТГТ в
окружении Asp105 и Asp159, что приводит к об�
разованию более устойчивых водородных свя�
зей с этими остатками. Данная особенность
важна с точки зрения эффективного транспорта
через мембрану, поскольку ингибитор приобре�
тает положительный заряд лишь при связыва�
нии с белком�мишенью внутри клетки. (2) При
конструировании ингибитора следует также
учитывать возможность образования водород�
ных связей и гидрофобных контактов с остатка�

ми Gln202, Gly229, Phe109 и Met259. (3) Более
селективное взаимодействие ингибитора с ТГТ
может быть достигнуто путем наращивания
структуры в сторону участка связывания цикло�
пентеновой группы субстрата, образованного
остатками Val161–Ser164 и Gly229–Gly232.
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Рис. 4. Позиция 7�МГ в активном центре ПАРП�1 человека, определенная в предыдущей работе [19]. а – Взаимодействие
с полярными остатками; б – взаимодействие с гидрофобными остатками. Оранжевым цветом показана молекула NAD+,
перенесенная из структуры 6bhv после наложения по Cα�атомам
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MODELING THE STRUCTURE OF HUMAN tRNA�GUANINE
TRANSGLYCOSYLASE IN COMPLEX WITH 7�METHYLGUANINE

AND REVEALING THE FACTORS THAT DETERMINE
THE ENZYME INTERACTION WITH INHIBITORS*
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tRNA�guanine transglycosylase, which catalyzes the replacement of guanine with quinine in human tRNA and par�
ticipates in the translation mechanism, is involved in the development of cancer. However, information on small�
molecule inhibitors that can suppress the activity of this enzyme is very limited. Molecular dynamics simulations were
used to determine the amino acid residues that provide efficient binding of inhibitors in the active site of tRNA�gua�
nine transglycosylase. Using a probe 7�methylguanine molecule, it was demonstrated that the ability of the inhibitor
to transit into a charged form in the environment of hydrogen bond acceptors Asp105 and Asp159 plays a key role in
complex formation. The formation of hydrogen bonds and hydrophobic contacts with Gln202, Gly229, Phe109, and
Met259 residues is also important. It has been predicted that the introduction of substituents will have a different
effect on the ability to inhibit tRNA�guanine transglycosylase, as well as the DNA repair protein poly(ADP�
ribose)polymerase 1, which can contribute to the development of more efficient and selective compounds.

Keywords: tRNA�guanine transglycosylase, queuine, inhibitor, 7�methylguanine, molecular dynamics, docking


