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MEK1及其突变体的曲美替尼

结合轨迹的马尔可夫模型分析

Markov Model Analysis of Trametinib Binding Trajectory of MEK1 and

Its Mutants
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【Abstract】 MEK1 is an important signal molecule in the Ras-Raf-MEK-ERK pathway. It plays an

important role in tumorigenesis. Mutation of Raf and MEK1 genes of the pathway, resulting in the pathway being

continuously activated is believed to be one of the important causes of unlimited tumor proliferation. Trametinib

can effectively inhibit the activity of MEK1, and the loss of alpha helix in MEK1 structure will reduce the

therapeutic effect of trametinib. In this experiment, the trajectories of action of E203K mutant and trametinib

were analyzed by PCCA+ clustering algorithm, Markov model and flux analysis, and it was found that E203K,

P124S and wild type all undergo deconvolution into hydrogen bonding corner at the end of C166-S181 part near

trametinib when interacting with trametinib, while there are differences in structural changes at the distal end.
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【摘要】 MEK1 是 Ras-Raf-MEK-ERK 通路中重要的信号分子在肿瘤发生中发挥着重要的作用。通路中的 Raf、MEK1

等基因发生突变导致通路被持续活化被认为是导致肿瘤无限增殖的重要原因之一。曲美替尼能有效地抑制 MEK1 的活性

MEK1 结构中 α 螺旋的消失会降低曲美替尼的治疗效果。该研究通过 PCCA+ 聚类算法、马尔可夫模型和通量分析等方法对

E203K 突变体和曲美替尼的作用轨迹进行分析研究发现 E203K、P124S 和野生型 MEK1 在与曲美替尼作用时C166-S181

部分靠近曲美替尼的一端会发生解旋变为氢键转角而远端螺旋则不会发生解旋。
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1 引言

MEK1MAP kinase kinase 1即丝裂原活

化蛋白激酶激酶 1是 Ras-Raf-MEK-ERK 通路中

重要的信号分子。通过抑制 MEK1 的激酶活性

使 Ras-Raf-MEK-ERK 通路中下游的 ERK 磷酸化

现象减少从而能够调节细胞的增殖等活动。在

ERK 信号通路的研究中常常以 MEK1 作为肿瘤
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治疗的靶标。目前常用的抑制剂曲美替尼可以对

MEK1 的活性产生有效的抑制。然而MEK1 不

同突变体之间有着活性差异和曲美替尼的作用效

果差于野生型 MEK1。本研究通过分子动力学模

拟来研究曲美替尼与突变型 MEK1 之间的相互作

用过程。为了弥补分子动力学模拟无法识别模拟轨

迹中的具体状态甚至无法确定不同状态之间的

动力学关系的缺陷本研究将创新性地采用马尔

可夫模型分析微状态之间的动力学关系。本研究将

结合 TICA 降维法、k-means 聚类算法、PCCA +

聚类算法和通量分析等对比 E203K 突变体、

P124S 突变体、野生型 MEK1 与曲美替尼作用过

程的区别解释其作用效果差异产生的分子机制。

本研究所采用的方法也适用于探究其他药靶作用

中突变型效果差异机理的研究。

2 MEK1蛋白简介

2.1 MEK1蛋白与癌症的关系

MEK1是 Ras-Raf-MEK-ERK通路中重要的信

号分子该通路和癌症肿瘤的形成息息相关1。

当癌症发生时原癌基因产物 Ras 发生活化引

发相关器官处的薄膜组织局部化引发 Raf 的二

聚作用2。Raf 蛋白激酶在二聚作用活化后激

活通路下游的 MEK1 蛋白3。MEK 中的一个亚

型 MEK1可以激活通路下游底物 ERK 中的苏氨

酸及酪氨酸使 ERK发生活化从而进入细胞核

对 Ets、Jun、RSK、Fos、Elk-1 等转录因子进行

磷酸化修饰进而改变基因的表达参与到细胞

增殖、分化、代谢、凋亡等生物过程中。研究证明

在肿瘤发生过程中该通路的 Raf、MEK1、ERK

等基因会发生突变导致通路被持续活化这一

现象被认为是导致肿瘤无限增殖的重要原因之一。

因此在 ERK 信号通路的研究中常以这 4 种蛋

白激酶为靶标进行药物研究4。

虽然目前尚无 ERK1/2 抑制剂被正式批准上

市但是已经有一些小分子 ERK 抑制剂处于临

床或临床前研究阶段。有研究发现选择性敲除

ERK1/2 能够有效杀死 A375 黑色素瘤细胞同时

增强 A375 细胞对 BRAF 抑制剂维罗替尼的敏感

性。此外MEK 抑制剂耐药的细胞持续保持对

MAPK 信号通路的依赖其选择性地对 ERK1/2

抑制剂敏感应用 ERK 抑制剂能够有效阻断细胞

增殖。

MEK1 蛋白激酶中包含着两个空间位置接近

的结合位点分别是别构结合位点和 ATP 结合位

点。抑制剂对别构结合位点的非竞争可逆抑制作

用对 MEK1 激酶的活性进行抑制。ATP 结合位点

被抑制后导致 MEK1 无法获得足够的 ATP 而效

果降低5。

2.2 MEK1不同突变体与曲美替尼作用时的区别

曲美替尼是一种 MEK1 别构抑制剂能有效

地抑制 MEK1的活性使通路中下游的 ERK磷酸

化现象减少从而能够调节细胞的增殖、扩散、凋亡。

然而MEK1的不同突变体与曲美替尼的作用过程

也会有差异。MEK1的常见突变形式包括 K57N型、

E203K 型和 A52V 型。在曲美替尼与 K57N 型、

E203K型突变体结合的过程中两种突变体 MEK1

蛋白的 C166-S181 部分残基对应的 α 螺旋会出现

解旋的现象而 A52V 型突变体和野生型 MEK1

对应的 α螺旋不会完全解旋。因此对此处 α螺旋

解旋进行研究可以为新型 MEK1 抑制剂药物的设

计提供一些帮助6。

曲美替尼与突变型 MEK1 相互作用的过程可

以通过分子动力学模拟来研究。然而模拟轨迹中

的状态无法确定E203K突变体和曲美替尼相互作

用的过程中α螺旋解旋过程的具体构象变化无法

被识别。因此本研究通过 PCCA+聚类算法、马

尔可夫模型和通量分析等方法对 E203K突变体、

P124S突变体和曲美替尼的作用轨迹进行分析同

时将作用轨迹进行对比期望研究出 E203K 突变

体中 α螺旋解旋的具体原因。

3 马尔可夫模型构建过程所需算法

3.1 实验流程总述

本研究首先获取曲美替尼和两种类型的 E203K

的作用轨迹将轨迹信息用数组数据表示。使用

TICA 降维方法对数组进行降维处理之后进行

k-means 聚类。获得准确的聚类结果后确定 lag

time的数值在确定 lag time后即可结合聚类结果

构建马尔可夫模型。再将分子轨迹进行宏观描述

即 PCCA聚类上述获得的状态结果和转移概率矩

阵便可用于通量分析。实验流程图见图 1。

3.2 TICA降维方法

TICA Time-lagged Independent Component

Analysis时滞独立成分分析是马尔可夫模型
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构建中常用的降维方法。TICA算法是 ICA算法中

的一种它可以使变换坐标的自相关最大化特

别适用于分子动力学输入。TICA 可以在给定的滞

后时间上找到最大自相关的坐标7并有效提取

分子动力学数据中的慢序参数因此是在 k-means

聚类之前对分子模拟数据进行处理的绝佳选择8。

3.3 k-means 聚类算法

在马尔可夫模型中使用 k-means聚类算法的

主要原因在于将分子模拟轨迹中的构象状态进行聚

类将聚得的每一类都定义为马尔可夫模型中的一

个微状态即得到微状态离散轨迹。k-means聚类

算法是机器学习中一种常用的算法是非监督学习

方法中的一种。本研究在进行 k-means聚类步骤时

对每一个 k值都重复进行了 10次聚类来计算得分。

另外还利用肘部法则简化了计算步骤仅对较合

理的多个 k值进行网格搜索通过对这一 k值聚类

结果进行 VAMP打分获得最适 k值9。

3.4 lag time的确定

lag time 是指在离散轨迹之间进行跳转时每次

跳转所使用的时间。lag time 是马尔可夫模型通过

离散轨迹计算转移概率矩阵中极其重要的一个参

数它直接决定了转移概率矩阵的数值。为了检

验 lag time 的选择是否合适常常使用 CK 检测

Chapman-Kolmogorov Test方法进行检验10。

3.5 PCCA +聚类算法

PCCA+ 聚类算法专门用于马尔可夫模型中微

状态的处理。使用 PCCA+ 聚类算法将轨迹构

象整体划分为多个宏观状态方便后续的通量分

析11。

3.6 通量分析

获得转移概率矩阵后便可以利用这一结果

来获取轨迹的热力学和动力学信息。由于这一模

型具有高复杂度因此要使用更为粗粒化的模型

且以更紧凑的方式提供相同的定量信息12。转移

概率的存在导致中间体序列并不是唯一的每一

种序列情况都会依据其路径上的通量确定一个概

率在计算得到各个路径的概率后便可利用每

条路径的构象变化和该路径出现的概率进行通量

分析了。

4 用马尔可夫模型研究MEK1与曲美替尼的相互作用

4.1 三个体系的 TICA降维

本研究的全部计算均用 PyEMMA 软件包进

行。首先计算曲美替尼与 MEK1 及其两种突变

体的相互作用轨迹数据来自 NCBI。平行运行 10

份每一份的时长均为 500 ns步长均为 0.1 ns。

利用 featurizer函数和 load 函数将轨迹及对接结

构的拓扑信息导入 PyEMMA软件包。导入数据时

选取 MEK1 及其两种突变体的 CYS166-SER181

残基作为研究对象。导入数据时选择的轨迹信息

为此处残基骨架的 phi 角、psi 角信息对 10 条分

子轨迹的每一帧都进行量化将抽象的分子轨迹

用具象化的数组数据来表示。经过上述操作10

条分子轨迹被转化成 10 个维度为 5 000×32 的二

维数组5 000表示每一条轨迹有 5 000帧32 表

示每一帧用于量化残基骨架的 phi 角、psi 角信息

为 32维。

本研究使用 TICA降维方法对数组进行降维处

理保留 95%的方差信息使用的是 PyEMMA软

件包中的 coordinates.tica 方法之后对降维结果

进行 k-means 聚类。k-means 聚类使用 PyEMMA

软件包中自带的 coordinates.cluster_kmeans方法进

行计算聚类过程中k值选择 75。野生型 MEK1

的轨迹前后变化较小仅有一小部分与整体分离。

其原因可能是野生型 MEK1 与曲美替尼作用过程

中 α螺旋基本不发生变化图 2。

图 1 实验流程图

Fig.1 Flowchart of the experiment
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4.2 三个体系 lag time的确定

采用 msm.its方法进行系统弛豫时间的计算

之后利用 plots.plot_implied_timescales方法将系统

弛豫时间标度与 lag time进行绘图。对于 E203K突

变体和野生型 MEK1整个系统的弛豫时间标度

在 lag time为 1 ns时趋于收敛因此本研究选择

lag time为 1 ns。因计算分子模拟轨迹时所采用的

步长为 0.1 ns所以定义lag time为 10 steps。而

P124S突变体系统弛豫时间尺度在 3 ns即 30 steps

处发生收敛因此定义 lag time为 30 steps图 3。

4.3 马尔可夫模型构建和结果分析

4.3.1 马尔可夫模型构建和 CK检测

利用得到的聚类结果和 lag time 进行马尔可

夫模型构建并计算转移概率矩阵。进一步通过 CK

检测对所构建模型的马尔可夫性进行检测。CK 检

测采用 PyEMMA 软件包中的 msm.cktest 方法

参数中的 mlags即 Ck 检测中的倍数 K选择为

4nstates即后期 PCCA 聚类的宏观状态数选

择为 5。CK 检测结果表明所构建的马尔可夫模

型具有良好的马尔可夫性。

4.3.2 曲美替尼与 E203K突变体MEK1的相互作用

通过 PCCA 聚类将分子轨迹系统用宏观状

态进行描述。采用 msm.pcca 方法使用 PCCA 聚

图 3 三个体系 lag time 的确定

Fig.3 Determination of the lag time of three systems

类来描述的优点之一便是可以对轨迹结果进行很

好的可视化分析聚类结果中的 SA 为模拟轨迹中

构象的起始状态SB 为模拟轨迹中构象最终收敛

的状态。S1、S2、S3是按时间顺序出现的中间状态

是由多个微状态聚类得到的持续周期更长的亚稳

态。各个聚类宏观状态如图 4 所示。紫色标记区

域为主要研究的 α 螺旋区域。

利用体系的状态结果和马尔可夫模型的转移

概率矩阵可以进行通量分析。最有代表性的构象

转变路径为 SA->S2->SB占总通量的 45.15%

表 1。为了对构象转变过程进行更为具体的分

析本研究利用 VMD 中的 DSSP 功能进一步对蛋

白质的二级结构进行计算以了解转换路径上各个

图 2 三种体系的 k-means聚类结果

Fig.2 k-means clustering results of the three systems

(a) E203K突变体的 k-means聚类结果 (b) 野生型 MEK1的 k-means聚类结果 (c)P124S突变体的 k-means 聚类结果

(a)E203K 突变体的 lag time的确定 (b)野生型 MEK1的 lag time的确定 (c)P124S突变体的 lag time的确定
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4.3.3 曲美替尼与野生型 MEK1的相互作用

各个 PCCA 聚类宏观状态的特征分布极为接

近。5 个宏观状态之间的构象差距较小并且紫色

强调处都保持着 α 螺旋的结构图 5。

通量分析结果显示最具有代表性的构象变

化途径为 SA->S3->SB 及 SA->SB并且两者的通

量占比相同表 2。观察宏观状态的构象及二级

结构的计算结果可知宏观状态之间的差距极小且

S1~SB 的二级结构基本没有变化都是 174~175

号残基为无规卷曲176~178号残基为 310螺旋

179~181号残基为 H转角182号残基为无规卷曲。

这与初始状态 SA 有着一定差别但 S1~SB 都保

持着螺旋的结构说明螺旋只有一部分发生了解

旋未彻底解旋。发生解旋的部分是这一螺旋部

分残基的 N端而 C 端仍保持着螺旋的结构。

4.3.4 曲美替尼与 P124S突变体MEK1的相互作用

经过研究P124S 突变体的 MEK1 与 E203K

突变形式类似在与曲美替尼相互作用的过程中

位于 C166-S181 部分的 α 螺旋会发生解旋10。

本研究对 P124S 突变体也构建了一个马尔可夫模

图 4 E203K突变体的 PCCA聚类宏观状态图

Fig.4 Macro-state diagram of PCCA clustering of E203K mutant

图 5 野生型 MEK1的 PCCA聚类宏观状态图

Fig.5 Macro-state diagram of PCCA clustering of original type MEK1

残基的二级结构改变。可知在最有代表性的 SA->

S2->SB构象转变中在曲美替尼与 E203K突变形

式的 MEK1 相互作用的过程中E203K 从原本呈

螺旋状态的 174~175 号残基转变为无规卷曲的状

态176~179 号残基螺旋程度降低由四转角的 α

螺旋转变为三转角的 310 螺旋180 号残基转变为

无规卷曲。之后螺旋程度进一步降低175~181

号残基失去螺旋结构转变为氢键转角的二级结

构其余部分仍为无规卷曲。

SA->S2->S3->SB 与 SA->S1->S2->SB 这两

种构象转变途径大致的二级结构转变与 SA->S2->

SB 基本类似都是 α 螺旋逐渐解旋的过程并且

螺旋整体从更为靠近曲美替尼的 N 端开始解旋

逐渐向 C 端延伸最终整体由 α 螺旋变为 H 转角

结构。

表 1 E203K突变体通量分析中各条路径的通量

Tab. 1 Fluxes o each pathway in the fux analysis o E203K mutant

通路 通路通量S-1 占总通量的百分比%

SA->S2->SB 4.00E-04 45.15

SA->S2->S3->SB 2.20E-04 24.83

SA->S1->S2->SB 2.18E-04 24.60

SA->S1->S2->S3->SB 3.80E-05 4.29

SA->SB 1.00E-05 1.13

8.86E-04 100.00
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图 6 P124S突变体的 PCCA聚类宏观状态图

Fig.6 Macro-state diagram of PCCA clustering of P124S mutant

表 2 野生型 MEK1通量分析中各条路径的通量

Tab. 2 Fluxes o each pathway in the fux analysis o origin typeMEK1

表 3 P124S突变体通量分析中各条路径的通量

Tab. 3 Fluxes o each pathway in the fux analysis o P124S mutant

通路 通路通量S-1 占总通量的百分比%

SA->S3->SB 7.00E-03 27.34

SA->SB 7.00E-03 27.34

SA->S2->S3->SB 5.50E-03 21.48

SA->S3->S1->SB 3.22E-03 12.58

SA->S2->S3->S1->SB 1.72E-03 6.72

SA->S2->SB 8.60E-04 3.36

SA->S1->SB 3.00E-04 1.17

2.56E-02 99.99

通路 通路通量S-1 占总通量的百分比%

SA->S2->S1->SB 3.00E-04 58.59

SA->S2->SB 1.07E-04 20.90

SA->S1->SB 1.05E-04 20.51

5.12E-04 100.00

分析。

最具有代表性的状态构象转变为 SA->S2->

S1->SB占总通量的 58.59%表 3。剩余两个

状态构象转变过程与这一通路相比均少其中一个

中间微状态并且通量占比类似。故忽略这两条

通路主要对第一条通路进行分析。使用 VMD 中

的 DSSP 算法对各个状态的二级结构进行分析。

构象转变途径为 SA->S2->S1->SB根据所得

的二级结构可知174~180号残基由最初 SA状态

的螺旋结构变为 S2状态的氢键转角和部分三转角

螺旋之后这部分残基都变为 S1状态的氢键转角

最后到 SB状态时二级结构未发生变化仍为氢

键转角。蛋白的 181~182号残基一直为无规卷曲

基本未发生变化。

因此综合这一结果我们可知 P124S突变

体的 MEK1 在与曲美替尼的相互作用过程中

174~180号残基的 α螺旋是逐步解旋的首先发生

部分解旋变为三转角螺旋之后三转角螺旋也发生

解旋整体变为氢键转角。

5 结论

曲美替尼与 MEK1蛋白发生作用时若 MEK1

蛋白发生了 E203K、P124S 等形式的突变则

MEK1 蛋白 C166-S181 部分靠近曲美替尼的 α 螺

旋会先发生解旋变为氢键转角的构象形式。随着与

曲美替尼的作用不断增强MEK1蛋白 C166-S181

部分会完全发生解旋整体变为氢键转角的构象。若

MEK1蛋白是野生型则在与曲美替尼相互作用的

过程中C166-S181部分也会发生小程度的解旋

但残基整体仍保持着螺旋的结构变为螺旋程度稍

低的三转角螺旋。MEK1结构中 α螺旋的消失会导

致这两种突变体的关键结构域发生结构紊乱进而

降低曲美替尼对肿瘤的治疗效果。
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