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Колхицин и родственные ему соединения, алко�
лоиды из Барвинка (винкристин, винбластин), так�
саны (paclitaxel, docetaxel) – цитостатики, исполь�
зуемые при лечении новообразований. Хотя эти со�
единения эффективны, потенциал их действия
ограничен высокой токсичностью и приобретен�
ной к ним устойчивостью клеток [1]. Молекулярное
моделирование используют как для изучения взаи�
модействий различных молекул белковой природы

[2, 3], так и для конструирования новых лекарствен�
ных веществ. Структуры практически всех новых
лекарств, появившихся в последние годы, прошли
через эту стадию, которая дает возможность
отобрать молекулы, оптимальным образом связы�
вающиеся с заданными мишенями [4]. 

Тубулин – основной белок микротрубочек, в
них он находится в форме димера, состоящего из
двух форм – α� и β�тубулина. Одна молекула α�
тубулина и одна молекула β�тубулина в цитоплаз�
ме клеток объединяются в димер [5]. Этот белок −
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Колхицин, подофиллотоксин и индибулин − цитостатики природного происхождения, блокирующие по6
лимеризацию тубулина, − используют при лечении новообразований. Однако сфера их применения
ограничена из6за высокой токсичности и малой избирательности. Перспективно провести направлен6
ный дизайн препаратов, обладающих меньшей токсичностью и большей специфичностью, с экспери6
ментами по компьютерному моделированию взаимодействия тубулина с указанными цитостатиками. С
этой целью использовали программу для исследования макромолекул методами молекулярной динами6
ки и механики CHARMM. В частности, применяли стратегию, по которой молекулы каждого изучае6
мого цитостатика располагали в нескольких различных случайных ориентациях вокруг предполагаемо6
го сайта связывания на тубулине. В результате моделирования на молекуле тубулина идентифицирова6
ны участки взаимодействия с цитостатиками. Показано, что при взаимодействии в этих участках
произошли структурные изменения, которые могут быть ответственны за полимеризацию тубулина. Та6
ким образом, впервые обнаружены изменения в структуре тубулина в местах связывания цитостатиков,
которые могут оказать существенное влияние на его функцию.
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мишень для большинства антимитотических со�
единений. Например, воздействие колхицина,
подофиллотоксина и индибулина приводит к ин�
гибированию полимеризации микротрубочек в
G2/M фазах клеточного цикла [6].

Цель данного исследования – поиск соедине�
ний, обладающих антимитотическими свойствами
и низкой нейротоксичностью. Задача работы – это
компьютерное моделирование механизмов взаи�
модействия тубулинового димера с колхицином,
подофиллотоксином и индибулином in silico.

При молекулярном моделировании динамики
процессов взаимодействия использовали про�
грамму CHARMM [7, 8] и метод “неявной сольва�
тации” (implicit solvation method) с функцией эф�
фективной энергии (EEF1), использующей сило�
вое поле CHARMM19 [9]. Этот метод позволяет
сократить время моделирования, так как дает воз�
можность удалить из моделируемой системы мо�
лекулы растворителя, а также все атомы водоро�
да, которые образуют ковалентные связи с атома�
ми углерода в исследуемых объектах.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Структуры и основные параметры. Простран�
ственная структура тубулина описана в банке бел�
ковых структур PDB [10] − файл 1TUB [11]. Чтобы
получить структуры индибулина, колхицина и по�
дофиллотоксина, создали профайлы, описываю�
щие их с использованием метода “сравнительного
моделирования” (Comparative modeling) [12]. Ис�
ходное расположение атомов в моделях данных
структур было приблизительным, и для дальней�
шей их коррекции произведена минимизация
энергий структур алгоритмами Steep�Descent
(SD) и Newton�Raphson (ABNR) [7].

Шаг моделирования равен 2 фс, т.е. после каж�
дых двух фемтосекунд происходит перерасчет ре�
зультирующих сил, действующих на все атомы
моделируемой системы [13]. Длительность одно�
го моделирования − 20 нс, так как уже к этому
времени энергия взаимодействия соединений с
тубулином колебалась в узком интервале. Дли�
тельность всего процесса молекулярного модели�
рования динамики составляла около 810 ч про�
цессорного времени на кластере с шестнадцатью
dual quad�core Xeon процессорами с операцион�
ной системой Linux.

Начальное расположение соединений около ту6
булина. Индибулин взаимодействует с α�субъеди�
ницей тубулинового димера, причем известно,
что при ацетилированном Lys40 α�тубулина ин�
гибирование полимеризации тубулина не проис�
ходит [14]. Поэтому для выяснения роли Lys40
получили две модели α�тубулина, с ацетилиро�
ванным и неацетилированным Lys40. Индибулин
располагали в 20 случайных ориентациях рядом с

Lys40 в каждой модели тубулина. Чтобы получить
случайные расположения, использовали следую�
щую стратегию: сначала индибулин переместили
на расстояние 1000 Å от α�тубулина, затем его
“прокручивали” вокруг осей X, Y, Z на 60n° (n –
случайное целое число, полученое от генератора
случайных чисел) для всех 20 случаев в каждой
модели α�тубулина. После этого индибулин сме�
стили на расстояние 6–7 Å по вектору, соединяю�
щему центр его массы с C

α
�атомом Lys40.

Сайт связывания колхицина и подофиллоток�
сина на β�тубулине один и тот же [15–17]. Каждое
из этих соединений располагали в 10 различных
ориентациях вокруг него. Чтобы получить слу�
чайные расположения, использовали описанную
ранее стратегию. Каждая моделируемая система
состояла приблизительно из 4100 атомов.

Визуализацию молекулярных структур осу�
ществляли с помощью программы Visual Molecu�
lar Dynamics (VMD 1.8.7) [18].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Молекулярное моделирование динамики 
взаимодействия β�тубулина с колхицином

и подофиллотоксином

Молекулярное моделирование динамики вза�
имодействия колхицина с β�тубулином показало,
что только в четырех положениях из десяти кол�
хицин способен взаимодействовать с мишенью.
Во всех случаях он связался с одними и теми же
участками полипептидной цепи тубулина, вклю�
чающими аминокислотные остатки Pro245–
Val258 и Val349–Thr351 (рис. 1а). В случае с подо�
филлотоксином найдено пять таких положений;
во всех случаях подофиллотоксин взаимодей�
ствовал с аминокислотными остатками Asn247–
Leu254 и Val349–Cys354 (рис. 1б). На рис. 2 пока�
зана структура β�тубулина после связывания ци�
тостатика, наложенная на структуру свободного
β�тубулина. Как видно, после связывания цито�
статика произошли конформационные измене�
ния участков главной цепи Gly244–Arg262 и
Val349–ILe356, в состав которых входила разру�
шенная α�спираль (Arg251–Pro259) и тяж
(Lys350–Val353) β�листа соответственно. При
анализе тубулинового димера [11] выявлены об�
ласти на α� и β�тубулине, участвующие в димери�
зации субъединиц (рис. 3). На α�тубулине это об�
ласти “А” (Gly220–Thr223), “Б” (Ala174–Glu183),
“В” (Leu391–Gly412) и “Г” (Glu97–Arg105). Область
“В” представляет из себя α�спираль, имеющую из�
гиб в 90° (Lys401−Phe404). На β�тубулине – области
“1” (Ser324–Asn337), “2” (Gly345–Cys356), “3”
(Pro245–Arg264), “4” (Pro162–ILe165) и “5”
(Cys129–Gln133). В область “1” включена α�спи�
раль (Ser324–Val335), область “2” имеет в составе
крайний тяж β�листа (Lys350–Val353), в области
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“3” – α�спираль (Arg253–Val260). Сайт связыва�
ния колхицина и подофиллотоксина на β�тубули�
не − область между участками “2” и “3”, в свою
очередь, “2” и “3” взаимодействуют с участками
“Б”, “В” и “Г” на α�тубулине.

Усредненные значения энергий взаимодей�
ствия (сумма электростатической и ван�дер�валь�
совой энергии) β�тубулина c колхицином и подо�
филлотоксином показаны на рис. 4а. Средняя
энергия взаимодействия β�тубулина с колхицином
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Рис. 1. Фрагменты аминокислотных последовательностей β�тубулина (а, б) и α�тубулина (в). Серыми прямоугольни�
ками показаны участки главной цепи тубулинов, с которыми взаимодействовали колхицин (а), подофиллотоксин (б)
и индибулин (в). Участки главной цепи β�тубулина, которые участвуют в полимеризации с α�тубулином, выделены
черным. Белыми прямоугольниками отмечены участки главной цепи, смещенные относительно первоначального со�
стояния после взаимодействия с цитостатиками. 
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Рис. 2. Сопоставление пространственных структур свободного β�тубулина и β�тубулина в комплексе с колхицином. Участ�
ки, которые претерпели конформационные изменения после связывания с колхицином, выделены черным цветом.



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 46  № 2  2012

МОЛЕКУЛЯРНОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ 351

и подофиллотоксином равна –13.14 ккал/моль и
⎯28.52 ккал/моль соответственно.

Молекулярное моделирование динамики 
взаимодействия α�тубулина с индибулином

Результаты молекулярного моделирования ди�
намики взаимодействия индибулина в 20 различ�
ных положениях с α�тубулином показали, что в
50% случаев при использовании тубулина с неа�
цетилированным Lys40 индибулин связался с од�
ними и теми же участками на тубулине: Cys20−
Leu26, Ser38−Phe52, Gln85−Glu90.

В качестве примера рассмотрим 15�ю ориента�
цию индибулина, где он попал в своеобразный
кармашек, образованный остатками аминокис�
лот α�тубулина: Tyr24−Ile30, Ser38−Asp50, Lys60−
Pro63, Leu86−His88 (рис. 5). На рис. 4в для этого
варианта показаны колебания энергии взаимо�
действия индибулина с α�тубулином в течение
20 нс. Средняя энергия взаимодействия прибли�
зительно равна –17.67 ккал/моль, и, как видно на
рис. 4, начиная с 8–9 нс, колебания энергии ма�
лы, что свидетельствует о закреплении индибули�
на на этом участке. При этом кислород главной
цепи Phe49 образовал водородную связь с “NH”�
группой индибулина длиной 2.18 Å.

В случае использования тубулина с ацетилиро�
ванным Lys40, индибулин взаимодействовал каж�
дый раз с другим набором аминокислот α�тубули�
на, стабильный контакт между белком и лиган�
дом отсутствовал, о чем свидетельствуют высокие

колебания усредненных энергий взаимодействия
по всей траектории (рис. 4б).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Места связывания колхицина и подофилло�
токсина на β�тубулине, полученные в результате
молекулярного моделирования, хорошо согласу�
ются с экспериментальными данными [15−17].
Более того, наши исследования позволяют вы�
явить конформационные изменения в структуре
белка, возникающие при образовании комплек�
са. В результате связывания колхицина на β�тубу�
лине произошло смещение фрагментов главной
цепи Gly244−Arg262 и Asn347−Ile356 на 3−8 Å и на
2−4 Å соответственно и разрушилась структура
α�спирали (Arg251−Pro259). В случае связывания
подофиллотоксина на β�тубулине фрагмент глав�
ной цепи Thr237−Phe260 сместился на 3−10 Å, а
фрагмент Lys343−Glu353 − на 3−7 Å. Анализ
структуры тубулина позволяет предполагать, что
эти фрагменты отвечают за связывание β� и α�ту�
булинов при образовании тубулинового димера.

В результате закрепления индибулина на α�ту�
булине с неацетилированным Lys40 произошло
смещение фрагментов главной цепи Trp21−Pro63
и Gly81−Pro89 на 2−6 Å и на 2–4 Å соответствен�
но. Возможно, эти участки отвечают за связыва�
ние друг с другом двух тубулиновых димеров, что
приводит к нестабильному состоянию образовав�
шейся микротрубочки или же к неспособности к
объединению димеров друг с другом. В случае с
ацетилированным Lys40 α�тубулина взаимодей�
ствия индибулина с Lys40 не было, и индибулин
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Рис. 3. Область димеризации тубулиновых субъединиц. Черным цветом отмечены участки субъединиц, взаимодей�
ствующих друг с другом.
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не приближался к центру связывания, находясь
на поверхности белка. Возможно, это происходит
потому, что при ацетилировании лизин потерял
свой положительный заряд.

Все три соединения, как показал компьютер�
ный эксперимент, воздействуют на структуру ту�
булиновых субъединиц на тех участках, которые
отвечают за образование микротрубочек, и изме�
нение структуры тубулина влечет за собой ингиби�

рование полимеризации микротрубочек. Исследо�
вания, проводимые фармацевтической компанией
“ZioPharm Oncology” на стадии доклинических
in vivo испытаний и в начальной фазе 1 клиниче�
ских испытаний, показали, что индибулин не об�
ладал нейротоксичностью, что делает его потен�
циальным лекарственным препаратом для при�
менения в терапии новообразований. Этого
нельзя сказать о колхицине и подофиллотоксине,
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Рис. 4. Графики колебаний усредненных значений энергий для тех ориентаций, при которых наблюдали взаимодей�
ствие (связывание) колхицина и подофиллотоксина с β�тубулином (а) и аналогичные графики для взаимодействия
(связывания) индибулина с неацетилированным Lys40 α�тубулина (б). Там же приведены стандартные ошибки и
усредненные значения энергий взаимодействия индибулина с ацетилированным Lys40 α�тубулина. Графики колеба�
ний энергий взаимодействия индибулина с двумя моделями α�тубулина представлены в 15 ориентациях (в). На оси ор�
динат показана сумма электростатической и ван�дер�ваальсовой энергий, на оси абцисс – время (одно деление со�
ставляет 0.4 нс).
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которые обладают нейротоксичными свойства�
ми, что ограничивает использование их в высо�
ких концентрациях [6].

Таким образом, в экспериментах in silico выяв�
лены связывающие участки на тубулиновом ди�
мере для колхицина, подофиллотоксина и инди�
булина, что дает возможность в дальнейшем про�
вести моделирование взаимодействия α� и
β�субъединиц тубулина друг с другом с уже свя�
занными на них цитостатиками и сравнить ре�
зультаты с результатыми моделирования того же
взаимодействия α� и β�субъединиц тубулина, но
без цитостатиков.
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