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In this work, a computational pipeline was developed to predict the impact of mutations on
the stability of protein structure. The pipeline employs a combined approach, utilizing state-of-the-
art artificial intelligence methods for protein structure prediction and classical algorithms for free
energy change estimation. The pipeline includes protein structure prediction using the ESM3 model,
followed by calculation of free energy changes in mutant forms using pyRosetta. This approach allows
overcoming the limitations of existing methods by combining the advantages of deep learning and
the interpretability of energy calculations. The developed tool can find applications in structural
bioinformatics, biotechnology, and medicine, especially given the limited number of experimentally
determined protein structures.
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В данной работе был разработан программный конвейер для предсказания влияния мутаций
на стабильность пространственной структуры белка. В конвейере применяются комбинирован-
ный подход, использующий современные методы искусственного интеллекта для предсказания
структуры белка, и классические алгоритмы оценки изменения свободной энергии. Конвейер
включает в себя предсказание структуры белка с помощью модели ESM3 и последующий рас-
чет изменения свободной энергии мутантных форм с помощью pyRosetta. Такой подход поз-
воляет преодолеть ограничения существующих методов, объединяя преимущества глубокого
обучения и интерпретируемость энергетических расчетов. Разработанный инструмент может
найти применение в задачах структурной биоинформатики, биотехнологии и медицины, осо-
бенно в условиях ограниченного количества экспериментально определенных структур белков.

Ключевые слова: предсказание структуры белка, стабильность структуры белка, моле-
кулярное моделирование, ESM3.

Введение. Àêòèâíîå ðàçâèòèå ìåòîäîâ èñêóññòâåííîãî èíòåëëåêòà äëÿ ðàçëè÷íûõ çà-
äà÷ ñòðóêòóðíîé áèîèíôîðìàòèêè ñèëüíî óñêîðèëî è îáëåã÷èëî ïðîöåññ ïëàíèðîâàíèÿ
ýêñïåðèìåíòîâ ïî ïîëó÷åíèþ áåëêîâ ñ íåîáõîäèìûìè ôóíêöèÿìè äëÿ çàäà÷ áèîòåõíîëî-
ãèè è ìåäèöèíû. Íàèáîëåå çàìåòíûé ïðîãðåññ áûë äîñòèãíóò â ðåøåíèè çàäà÷è ïðåäñêà-
çàíèÿ ñòðóêòóðû áåëêà ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäîâ èñêóññòâåííîãî èíòåëëåêòà, ãäå òàêèå
ìåòîäû êàê AlphaFold2 [1], AlphaFold3 [2], RoseTTAFold [3] è ESMFold [4] ïðåâçîøëè âñå
ñóùåñòâîâàâøèå íà òîò ìîìåíò êëàññè÷åñêèå ìåòîäû, îñíîâàííûå íà ìîäåëèðîâàíèè ïî
ãîìîëîãèè.

Äðóãîé âàæíîé çàäà÷åé ñòðóêòóðíîé áèîèíôîðìàòèêè ÿâëÿåòñÿ ïðåäñêàçàíèå ýôôåê-
òà âëèÿíèÿ ìóòàöèé íà ñòàáèëüíîñòü ïðîñòðàíñòâåííûõ ñòðóêòóð áåëêà. Ñòàáèëüíîñòü
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áåëêà ÿâëÿåòñÿ âàæíåéøèì ôàêòîðîì, îïðåäåëÿþùèì ôóíêöèþ áåëêà, è òåñíî ñâÿçàíà
ñî ñâîáîäíîé ýíåðãèåé ñâåðíóòîãî ñîñòîÿíèÿ. Ñòàáèëüíàÿ ñòðóêòóðà áåëêà ñîîòâåòñòâóåò
áîëåå íèçêîìó çíà÷åíèþ ñâîáîäíîé ýíåðãèè, â òî âðåìÿ êàê äåñòàáèëèçèðóþùèå ìóòàöèè
÷àñòî ïðèâîäÿò ê óâåëè÷åíèþ ñâîáîäíîé ýíåðãèè, ïîòåíöèàëüíî ïðèâîäÿ ê íåïðàâèëüíîé
óêëàäêå áåëêà. Â ÷àñòíîñòè, íàðóøåíèå ôóíêöèè áåëêà â îðãàíèçìå ÷åëîâåêà ÷àñòî ñâÿ-
çàíî ñ ïðîãðåññèðîâàíèåì ãåíåòè÷åñêèõ íàðóøåíèé, íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé è
ðàêà [5].

Îñíîâíîé îöåíêîé ýôôåêòà ìóòàöèè íà ñòðóêòóðó áåëêà ÿâëÿåòñÿ çíà÷åíèå èçìåíåíèÿ
ñâîáîäíîé ýíåðãèè ñòðóêòóðû áåëêà, îáîçíà÷àåìîå ∆∆𝐺 è èçìåðÿåìîå â êêàë/ìîëü ëèáî
êÄæ/êã.

Ïðè îöåíêå âëèÿíèÿ ìóòàöèé íà ñòðóêòóðó, ôóíêöèþ è ñòàáèëüíîñòü áåëêà èçìåíåí-
íûå ôîðìû áåëêà ñðàâíèâàþòñÿ ñ áåëêîì äèêîãî òèïà, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ íå ìóòèðîâàâøåé
ôîðìîé áåëêà, ÿâëÿþùåéñÿ íîðìàëüíîé ôîðìîé áåëêà äëÿ äàííîãî îðãàíèçìà â åñòåñòâåí-
íûõ óñëîâèÿõ. Ýòî ïîçâîëÿåò îöåíèòü, êàê ìóòàöèè âëèÿþò íà ñòðóêòóðó, ôóíêöèþ è ñòà-
áèëüíîñòü áåëêà. Ñàìè ìóòàöèè â áåëêàõ ðàçäåëÿþòñÿ íà äâà îñíîâíûõ òèïà: ïðÿìûå è
îáðàòíûå ìóòàöèè. Ïðÿìûå ìóòàöèè � ýòî èçìåíåíèÿ â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àìèíîêèñ-
ëîò, ïðè êîòîðûõ àìèíîêèñëîòà äèêîãî òèïà çàìåíÿåòñÿ íà äðóãóþ. Îáðàòíûå ìóòàöèè
âîçâðàùàþò ìóòèðîâàííûé áåëîê ê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äèêîãî òèïà.

Ñóùåñòâóþùèå ìåòîäû ïðåäñêàçàíèÿ âëèÿíèÿ ìóòàöèé íà ñòàáèëüíîñòü áåëêà ìîæíî
ðàçäåëèòü íà äâå êàòåãîðèè:

1) Ìåòîäû, ïðåäñêàçûâàþùèå ïî ñòðóêòóðå, íà âõîä êîòîðûì äàþòñÿ ñòðóêòóðà áåëêà
äèêîãî òèïà è ïîçèöèÿ ìóòàöèè â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áåëêà, à òàêæå íàçâàíèå àìèíî-
êèñëîòû ìóòàíòà. Ñàìûìè ïîïóëÿðíûìè ìåòîäàìè ÿâëÿþòñÿ Rosetta [6], PoP-MuSiC [7] è
FoldX [8], îñíîâàííûå íà ðàñ÷åòàõ ýíåðãåòè÷åñêèõ ïîòåíöèàëîâ.

2) Ìåòîäû, ïðåäñêàçûâàþùèå ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì äèêîãî òèïà è åãî ìóòàíòîâ.
Ïðèìåðàìè òàêèõ ìåòîäîâ ÿâëÿþòñÿ DDGun [9] è mCSM [10].

Â òî æå âðåìÿ ñîçäàíèå òàêèõ áàç äàííûõ êàê ProThermDB [11], ThermoMutDB [12],
FireProtDB [13] ñ ýêñïåðèìåíòàëüíûìè çíà÷åíèÿìè èçìåíåíèÿ ñòàáèëüíîñòè áåëêà ó ìó-
òàíòîâ ïîçâîëèëî ñîçäàòü ìíîæåñòâî ìåòîäîâ ãëóáîêîãî îáó÷åíèÿ äëÿ ïðåäñêàçàíèÿ èçìå-
íåíèÿ ñòàáèëüíîñòè áåëêîâ, èñïîëüçóÿ êàê ñòðóêòóðû, òàê è ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ïðèìå-
ðàìè òàêèõ ìîäåëåé ÿâëÿþòñÿ DeepDDG [14] è PROSTATA [15].

Íåñìîòðÿ íà âûñîêóþ òî÷íîñòü ìîäåëåé ãëóáîêîãî îáó÷åíèÿ â ïðîãíîçèðîâàíèè èçìå-
íåíèé ñòàáèëüíîñòè áåëêîâ, îíè èìåþò äâà ñóùåñòâåííûõ íåäîñòàòêà: íèçêóþ èíòåðïðåòè-
ðóåìîñòü ðåçóëüòàòîâ è ñèëüíóþ çàâèñèìîñòü îò îáó÷àþùåé âûáîðêè äàííûõ. Â îòëè÷èå
îò íèõ, ìåòîäû, îñíîâàííûå íà ðàñ÷åòå ýíåðãåòè÷åñêèõ ïîòåíöèàëîâ, ïîçâîëÿþò ðàçëî-
æèòü îáùóþ ýíåðãèþ íà ñîñòàâëÿþùèå, ñîîòâåòñòâóþùèå ðàçëè÷íûì ôèçèêî-õèìè÷åñêèì
ñâîéñòâàì. Ýòî äàåò âîçìîæíîñòü îïðåäåëèòü, êàêèå èìåííî òèïû ìîëåêóëÿðíûõ âçàèìî-
äåéñòâèé èãðàþò êëþ÷åâóþ ðîëü â ñòàáèëèçàöèè èëè äåñòàáèëèçàöèè áåëêà ïðè àíàëèçå
ðåçóëüòàòîâ. Â òî æå âðåìÿ ìåòîäû, îñíîâàííûå íà ãëóáîêîì îáó÷åíèè, äàþò òîëüêî ôè-
íàëüíîå çíà÷åíèå èçìåíåíèÿ ñâîáîäíîé ýíåðãèè ∆∆𝐺 áåç ïîëó÷åíèÿ ñòðóêòóðû ìóòàíòà.

Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî óïîìÿíóòûå ìåòîäû ïðåäñêàçàíèÿ
ñòðóêòóð áåëêîâ íåýôôåêòèâíû äëÿ ïðåäñêàçàíèÿ ýôôåêòà ìóòàöèé èëè ñòðóêòóðû ìó-
òàíòà áåç äîïîëíèòåëüíîãî îáó÷åíèÿ ìîäåëè [16, 17]. Îäíàêî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñòðóê-
òóðû áåëêîâ, ïðåäñêàçàííûå AlphaFold2 è îáëàäàþùèå âûñîêîé òî÷íîñòüþ, ìîãóò áûòü
èñïîëüçîâàíû äëÿ ïðåäñêàçàíèÿ ýôôåêòà ìóòàöèé [18].
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Ñóùåñòâóåò çíà÷èòåëüíîå íåðàâåíñòâî ìåæäó êîëè÷åñòâîì ýêñïåðèìåíòàëüíî îïðåäå-
ëåííûõ ñòðóêòóð áåëêîâ â áàçå äàííûõ PDB (Protein Data Bank) (îêîëî 225 òûñÿ÷) [19] è
÷èñëîì èçâåñòíûõ áåëêîâûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â UniProt (ïîðÿäêà 250 ìèëëèîíîâ) [20].
Ýòî íåñîîòâåòñòâèå ïîä÷åðêèâàåò îñòðóþ íåîáõîäèìîñòü â ðàçðàáîòêå íàäåæíûõ ìåòîäîâ
äëÿ ïðåäñêàçàíèÿ ñòðóêòóð áåëêîâ è èõ ìóòàíòíûõ ôîðì, îñîáåííî äëÿ òåõ áåëêîâ, ÷üè
ñòðóêòóðû åùå íå áûëè ýêñïåðèìåíòàëüíî óñòàíîâëåíû.

Â õîäå ýòîé ðàáîòû áûë ðàçðàáîòàí ïðîãðàììíûé êîíâåéåð, êîòîðûé ïðåäñêàçûâà-
åò ýôôåêò ìóòàöèè íà ñâîáîäíóþ ýíåðãèþ ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû áåëêà, ïðåä-
ñêàçàííîé ñ ïîìîùüþ ESM3 [21]. Â êîíâåéåðå íà ÿçûêå ïðîãðàììèðîâàíèÿ Python áûë
ðåàëèçîâàí àëãîðèòì îöåíêè èçìåíåíèÿ ñâîáîäíîé ýíåðãèè ó ìóòàíòíûõ ôîðì áåëêà
CartesianDDG èç ïàêåòà ìàêðîìîëåêóëÿðíîãî ìîäåëèðîâàíèÿ Rosetta [22].

1. Методы и материалы. Ïðîâåðêà êîíâåéåðà è ñðàâíåíèå ñ äðóãèìè ìåòîäàìè ïðî-
âîäèëèñü íà íåçàâèñèìîé âûáîðêå äàííûõ s669 [23] äëÿ 669 ïðÿìûõ ìóòàöèé è ñîîòâåò-
ñòâóþùèõ îáðàòíûõ ìóòàöèé ó 94 ñòðóêòóð áåëêîâ. Äëÿ ïðîâåðêè áûëè âûáðàíû òîëüêî
ñëó÷àè ïðÿìûõ ìóòàöèé. Ïðîñòðàíñòâåííûå ñòðóêòóðû áåëêîâ ïðåäñêàçàíû ñ ïîìîùüþ
ïðåäîáó÷åííîé ãåíåðàòèâíîé ìóëüòèìîäàëüíîé ÿçûêîâîé ìîäåëè ESM3 ñ 7 ìèëëèàðäàìè
ïàðàìåòðîâ: esm3_sm_open_v1 [21].

Äëÿ îöåíêè êà÷åñòâà ïðåäñêàçàííûõ ñòðóêòóð èñïîëüçîâàëàñü ïðåäñêàçàííàÿ îøèáêà
pLDDT (predicted Local Distance Di�erence Test), êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ ñòàíäàðòíîé äëÿ ìå-
òîäîâ ïðåäñêàçàíèÿ ñòðóêòóð è ïðåäîñòàâëÿåòñÿ ñàìèìè ìåòîäàìè ïðåäñêàçàíèÿ âìåñòå ñ
ïðåäñêàçàííûìè ñòðóêòóðàìè. pLDDT îöåíèâàåò îò 0 äî 100, íàñêîëüêî õîðîøî ïðåäñêà-
çàíèå áóäåò ñîãëàñîâûâàòüñÿ ñ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ñòðóêòóðîé íà îñíîâå ëîêàëüíîãî òåñòà
ðàçíèöû ðàññòîÿíèé ìåæäó àòîìàìè 𝐶𝛼 â ñòðóêòóðå áåëêà [1].

Ìèíèìèçàöèÿ ñòðóêòóð âûïîëíåíà ñ ïîìîùüþ ïðîòîêîëà FastRelax èç ïàêåòà ìàêðî-
ìîëåêóëÿðíîãî ìîäåëèðîâàíèÿ PyRosetta äëÿ ÿçûêà ïðîãðàììèðîâàíèÿ Python [24].

Âíåñåíèå ìóòàöèè è èçìåðåíèå èçìåíåíèÿ ñâîáîäíîé ýíåðãèè ∆∆𝐺 âûïîëíåíû ñ ïîìî-
ùüþ PyRosetta ïî àëãîðèòìó cartesian_ddg ñî ñêîðèíã-ôóíêöèåé ref2015 [25].

Ñòðóêòóðíîå âûðàâíèâàíèå ïðîñòðàíñòâåííûõ ñòðóêòóð áåëêîâ âûïîëíåíî ñ ïîìîùüþ
TMAlign [26]. Àíàëèç ïðåäñêàçàííûõ ñòðóêòóð âûïîëíåí ñ ïîìîùüþ áèáëèîòåêè Biotite
[27]. Êîíâåéåð ïðîâåðÿëñÿ íà âûáîðêå äàííûõ s669 ñ ýêñïåðèìåíòàëüíûìè çíà÷åíèÿìè
∆∆𝐺 äëÿ 669 ïðÿìûõ ìóòàöèé ó 94 ñòðóêòóð áåëêîâ èç ðàáîòû [23].

Ìåòðèêè îöåíêè äðóãèõ ìåòîäîâ, òàêæå âçÿòû èç ïðåäûäóùåé ðàáîòû. Îöåíêà òî÷íî-
ñòè ïðåäñêàçàíèÿ ∆∆𝐺 ïðîâîäèëàñü ñ ïîìîùüþ êîýôôèöèåíòà êîððåëÿöèè Ïèðñîíà (𝑟),
êâàäðàòíîãî êîðíÿ ñðåäíåé êâàäðàòè÷íîé îøèáêè (𝑅𝑀𝑆𝐸) è ñðåäíåé àáñîëþòíîé îøèáêè
(𝑀𝐴𝐸).

2. Результаты.

2.1. Архитектура программного конвейера. Áûë ðàçðàáîòàí ïðîãðàììíûé êîíâåéåð
(ðèñ. 1), êîòîðûé íà÷èíàåò ðàáîòó ñ èíèöèàëèçàöèè ïàêåòà ìàêðîìîëåêóëÿðíîãî ìîäå-
ëèðîâàíèÿ PyRosetta ñ íà÷àëüíûìè ïàðàìåòðàìè: -ex1, -ex2, -�ip_HNQ, -relax:cartesian,
-relax:default_repeats 5, -nstruct 100, -optimization:default_max_cycles 100. Ïàðàìåòðû -
ex1 è -ex2 ïîçâîëÿþò ðàñøèðèòü ïðîñòðàíñòâî ðàçðåøåííûõ êîíôîðìàöèîííûõ èçìåíå-
íèé äëÿ óãëîâ 𝜒1 è 𝜒2 áîêîâûõ ðàäèêàëîâ, óëó÷øàÿ òî÷íîñòü ìîäåëèðîâàíèÿ, -�ip_HNQ
ïîçâîëÿåò ïîâîðà÷èâàòü âîäîðîäû àìèäíîé öåïè äëÿ ãèñòèäèíà, àñïàðàãèíà è ãëóòà-
ìèíà, ÷òî îáåñïå÷èâàåò ïðàâèëüíîå ïîëîæåíèå âîäîðîäíûõ ñâÿçåé, -relax: cartesian è -
relax:default_repeats 5 ïîâòîðÿþò 5 ðàç êàæäûé ïðîöåññ ìèíèìèçàöèè ñòðóêòóðû â äå-
êàðòîâûõ êîîðäèíàòàõ, -nstruct 100 êàæäûé ïðîöåññ ìèíèìèçàöèè èëè âíåñåíèÿ ìóòàöèè
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Рис. 1. Блок-схема работы программного конвейера

ñîçäàåò àíñàìáëü èç 100 ñòðóêòóð ñ ðàçíûìè êîíôîðìàöèÿìè, îòêóäà âûáèðàåòñÿ ñòðóê-
òóðà ñ ìèíèìàëüíîé ýíåðãèåé.

Íà âõîä êîíâåéåðà ïîäàþòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áåëêà äèêîãî òèïà è ñïèñîê ìóòàöèé,
ãäå êàæäàÿ ìóòàöèÿ çàïèñûâàåòñÿ â ñëåäóþùåì âèäå: A100B, ãäå àìèíîêèñëîòà A íà 100
ïîçèöèè â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè çàìåíÿåòñÿ íà àìèíîêèñëîòó B. Äàëåå äëÿ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè äèêîãî òèïà áåëêà ïðåäñêàçûâàåòñÿ 10 ñòðóêòóð â ESM3 ñ ðàçíûìè çàäàííûìè çíà-
÷åíèÿìè ïàðàìåòðà 𝑠𝑒𝑒𝑑 îò 1 äî 10. Èç ïðåäñêàçàííûõ ñòðóêòóð âûáèðàåòñÿ ñòðóêòóðà ñ
ìèíèìàëüíûì ïðåäñêàçàííûì ñðåäíèì çíà÷åíèåì îøèáêè 𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 . Ïðåäñêàçàííàÿ ñòðóê-
òóðà èìååò òîëüêî îñíîâíóþ öåïü. Ïðåäñêàçàííàÿ ñòðóêòóðà äîïîëíÿåòñÿ áîêîâîé öåïüþ
è ìèíèìèçèðóåòñÿ ñ ïîìîùüþ àëãîðèòìà FastRelax ñî çíà÷åíèåì áàðîñòàòà 1 àòì. è ïðî-
òîêîëîì èçìåíåíèÿ êîíôîðìàöèè MonteCarlo, ãäå â êà÷åñòâå îöåíî÷íîé ôóíêöèè ýíåðãèè
ñòðóêòóðû èñïîëüçîâàëàñü ôóíêöèÿ ref2015, êîòîðàÿ áûëà ïàðàìåòðèçîâàíà òàê, ÷òîáû
âîñïðîèçâîäèòü òåðìîäèíàìè÷åñêè íàáëþäàåìûå è ñòðóêòóðíî-îñíîâàííûå ñâîéñòâà áåë-
êîâ. Äàëåå â ìèíèìèçèðîâàííóþ ñòðóêòóðó âíîñÿòñÿ ìóòàöèè ñ ïîìîùüþ ìîäèôèöèðîâàí-
íîãî àëãîðèòìà CartesianDDG (ðèñ. 2). Èçìåíåíèå ñâîáîäíîé ýíåðãèè ìóòàíòíûõ áåëêîâ
âû÷èñëÿåòñÿ ïî ôîðìóëå:
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Инициализация генератора 
конформаций MinMover, 

оценочной энергетической 
функции ref2015

Внесение мутаций в
структуру

Переупаковка боковых
радикалов соседних

аминокислот в радиусе 8
ангстрем, а также 4

аминокислот до позиции
мутации и после

Сохранение структуры с
минимальной свободной

энергией и энергетических
терм из функции ref2015 и

структуры мутанта

Минимизация мутантной 
позиции и ее

соседних в пространстве и в 
последовательности 

аминокислот помощью 
протокола FastRelax с 20 

повторениями

Повторить 5 раз для генерации
 большего ансамбля конформаций

Рис. 2. Блок-схема работы модифицированного алгоритма CartesianDDG в pyRosetta

∆∆𝐺 = ∆𝐺𝑚𝑢𝑡 −∆𝐺𝑤𝑡,

ãäå ∆∆𝐺 � èçìåíåíèå ñâîáîäíîé ýíåðãèè â REU (Rosetta Energy Units), ∆𝐺𝑚𝑢𝑡 � ñâîáîä-
íàÿ ýíåðãèÿ ìóòàíòà, ∆𝐺𝑤𝑡 � ñâîáîäíàÿ ýíåðãèÿ äèêîãî òèïà. Äàëåå ∆∆𝐺 áûëè ïåðåâå-
äåíû â êêàë/ìîëü.

Êðîìå ñòðóêòóð ìóòàíòîâ è çíà÷åíèÿ ∆∆𝐺, â ôàéë ñîõðàíÿþòñÿ çíà÷åíèÿ ýíåðãåòè-
÷åñêèõ òåðì èç îöåíî÷íîé ôóíêöèè ref2015 äëÿ ìóòàíòíûõ ñòðóêòóð è äëÿ ñòðóêòóðû
äèêîãî òèïà, êîòîðûå ïîäðîáíî îïèñàíû â ñîîòâåòñòâóþùåé ðàáîòå [25].

2.2. Результаты конвейера на s669. s669 � íàáîð äàííûõ, ñîñòîÿùèé èç 669 ìóòàöèé
äëÿ 94 ñòðóêòóð, à òàêæå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ çíà÷åíèé ∆∆𝐺 äëÿ êàæäîé ïðÿìîé è îáðàò-
íîé ìóòàöèé, ïðè ýòîì äëÿ êàæäîãî áåëêà äèêîãî òèïà ïðèñóòñòâóåò ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ
ñòðóêòóðà â áàçå äàííûõ PDB, ÷òî äàåò âîçìîæíîñòü ñðàâíèòü ïðåäñêàçàííûå ñòðóêòóðû
ñ ýêñïåðèìåíòàëüíûìè. Áûëè ïðîâåðåíû òîëüêî ïðÿìûå ìóòàöèè, òàê êàê ESM3, èñïîëü-
çóåìûé â êîíâåéåðå äëÿ ïðåäñêàçàíèÿ ñòðóêòóðû áåëêà äèêîãî òèïà, êàê è äðóãèå ìåòîäû
ïðåäñêàçàíèÿ ñòðóêòóð áåëêîâ, áûë îáó÷åí íà ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ äèêîãî òèïà áåç ó÷åòà
ìóòàíòíûõ ôîðì, ÷òî ìîæåò ïðèâåñòè ê íåîïðåäåëåííîìó ðåçóëüòàòó. Íàïðèìåð, ìîäåëè
ìîãóò íåïðàâèëüíî èíòåðïðåòèðîâàòü ëîêàëüíûå ýôôåêòû ìóòàöèè, ðàñïðîñòðàíÿÿ èõ íà
âñþ ñòðóêòóðó áåëêà, êîãäà â äåéñòâèòåëüíîñòè ýôôåêò ìîæåò áûòü áîëåå ëîêàëèçîâàí-
íûì.

Êàæäàÿ ïðåäñêàçàííàÿ ñòðóêòóðà äèêîãî òèïà ñ ïîìîùüþ ESM3 áûëà ñòðóêòóðíî âû-
ðîâíåíà íà ýêñïåðèìåíòàëüíóþ ñòðóêòóðó èç PDB, è âû÷èñëåíî çíà÷åíèå 𝑇𝑀𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒 �
îòíîñèòåëüíîå çíà÷åíèå ñòðóêòóðíîãî ñõîäñòâà äâóõ äàííûõ ñòðóêòóð, âû÷èñëÿåìîå
TMAlign. Êîððåëÿöèÿ ìåæäó ñðåäíèì çíà÷åíèåì îøèáêè ïðåäñêàçàíèÿ 𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 è
𝑇𝑀𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒 ñîñòàâèëî 𝑟 = 0.82 (ðèñ. 3, à). Ïðè ýòîì ïðåäñêàçàííàÿ ñòðóêòóðà (PDB ID:
2KJ3) ñ íàèìåíüøèì 𝑇𝑀𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒 = 0.23 èìååò 𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 = 0.63 (ðèñ. 3, á), à ñòðóêòóðà (PDB
ID: 1PRE) ñ íàèìåíüøèì 𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 = 0.3 èìååò 𝑇𝑀𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒 = 0.24 (ðèñ. 3, â). Ïðè ýòîì äàííàÿ
ñòðóêòóðà èç ðèñ. 3, á èìååò äîïóñòèìûé ïîêàçàòåëü pLDDT, íî ïðè ýòîì ñàìà ñòðóêòóðà
íå îáëàäàåò âûñîêîé òî÷íîñòüþ, ÷òî äåëàåò íåîáõîäèìûì âèçóàëüíóþ èíñïåêöèþ êàæäîé
ïðåäñêàçàííîé ñòðóêòóðû. Òàêæå ñðåäè ïðåäñêàçàííûõ ñòðóêòóð åñòü ñòðóêòóðû ñ âûñî-



8 Прикладные информационные технологии. Биоинформатика

Таблица 1
Оценка методов предсказания изменения свободной энергии на s669, результаты представлены

в виде коэффициента корреляции Пирсона 𝑟, среднеквадратичного отклонения (RMSE)
и среднего оценочного отклонения (MAE). Результаты Rosetta взяты из Pancotti, 2022.
pyRosetta — результаты реализованного алгоритма в pyRosetta алгоритм CartesianDDG

из конвейера на структурах из PDB, ESM3 + pyRosetta — результаты конвейера
с предсказанными структурами в ESM3

Метод r RMSE MAE

Rosetta* 0.39 2.70 2.08
pyRosetta 0.36 2.90 2.20

ESM3+pyRosetta 0.10 5.77 3.47

Таблица 2
Результаты предсказания изменения свободной энергии программным конвейером,
разделенные по категориям оцененной точности предсказанной структуры 𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇

Категория точности Количество

предсказанной структуры структур r MAE RMSE

дикого типа дикого типа

Очень высокая (𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 > 0.9) 39 0.25 2.87 3.91
Достоверная (0.9 > 𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 > 0.7) 36 0.07 2.99 5.31

Низкая (0.7 > 𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 > 0.5) 11 −0.23 2.46 3.23
Очень низкая (𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 < 0.5) 42 −0.04 12.15 15.00

êèì çíà÷åíèåì 𝑇𝑀𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒 è 𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 (ðèñ. 3, ã), â îñíîâíîì èìåþùèå ïëîòíóþ ãëîáóëÿðíóþ
óêëàäêó.

Ïðè ïðîâåðêå ÷àñòè êîíâåéåðà, âûïîëíÿþùåé âíåñåíèå ìóòàöèè è ïîäñ÷åò èçìåíåíèÿ
ýíåðãèè íà ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ñòðóêòóðàõ èç s669, áûëè ïîëó÷åíû ðåçóëüòàòû, ñõîæèå ñ
ðåçóëüòàòàìè Rosetta èç Pancotti, 2022. Ïðè ýòîì ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå íà ñòðóêòóðàõ,
ïðåäñêàçàííûõ ESM3, áûëè çíà÷èòåëüíî õóæå (òàáë. 1). Ïðè÷èíîé äàííîãî ðåçóëüòàòà
ìîãóò áûòü ïëîõî ïðåäñêàçàííûå ñòðóêòóðû.

Ïðåäñêàçàííûå ñòðóêòóðû ìîæíî ðàçäåëèòü íà 4 êàòåãîðèè ïî êà÷åñòâó ïðåäñêàçàíèÿ
â çàâèñèìîñòè îò ñðåäíåé îøèáêè 𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 : íà ñòðóêòóðû, ïðåäñêàçàííûå ñ î÷åíü âûñî-
êîé îöåíî÷íîé òî÷íîñòüþ (𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 > 0.9), äîñòîâåðíîé (0.9 > 𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 > 0.7), íèçêîé
(0.7 > 𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 > 0.5), î÷åíü íèçêîé (𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 < 0.5). Â ðåçóëüòàòå ðàçäåëåíèÿ ïðåäñêà-
çàííûõ ñòðóêòóð áåëêîâ äèêîãî òèïà ïî êàòåãîðèÿì êà÷åñòâà ïðåäñêàçàííîé ñòðóêòóðû
(òàáë. 2) êîððåëÿöèÿ ìåæäó ýêñïåðèìåíòàëüíûì ∆∆𝐺 è ïðåäñêàçàííûì ∆∆𝐺 ìóòàíòîâ
äëÿ ñòðóêòóð ñ î÷åíü âûñîêîé òî÷íîñòüþ (𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 > 0.9) ñèëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ (𝑟 = 0.25),
íî ñòàíîâèòñÿ õóæå ïðè 𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 < 0.9.

Заключение. Â ýòîé ðàáîòå áûë ðàçðàáîòàí ïðîãðàììíûé êîíâåéåð ïðåäñêàçàíèÿ
âëèÿíèÿ ìóòàöèé íà ñòàáèëüíîñòü ïðåäñêàçàííûõ ñòðóêòóð áåëêîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòî-
äîâ îöåíêè èçìåíåíèÿ ñâîáîäíîé ýíåðãèè. Íà âõîä êîíâåéåðó ïîäàåòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
áåëêà äèêîãî òèïà è ñïèñîê ìóòàöèé. Â õîäå ðàáîòû êîíâåéåðà ñíà÷àëà ïðåäñêàçûâàåò-
ñÿ ñòðóêòóðà áåëêà ñ ïîìîùüþ ìóëüòèìîäàëüíîé ãåíåðàòèâíîé ìîäåëè ESM3, â êîòîðóþ
äàëåå âíîñèòñÿ ìóòàöèÿ è ðàññ÷èòûâàþòñÿ èçìåíåíèÿ â ñâîáîäíîé ýíåðãèè ó ìóòàíòà. Â
ðåçóëüòàòå ðàáîòû êîíâåéåðà ïîëüçîâàòåëü ïîëó÷àåò ñòðóêòóðû ìóòàíòîâ è çíà÷åíèå èç-
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Рис. 3. Результаты предсказания структур в ESM3. (A) график корреляции между 𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 и 𝑇𝑀𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒,

(Б) сравнение предсказанной структуры (синий) 2KJ3 с экспериментальным (зеленый): 𝑇𝑀𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒 = 0.23,

𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 = 0.63, (В) сравнение предсказанной структуры (синий) 1PRE с экспериментальным (зеленый):

𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 = 0.3, 𝑇𝑀𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒 = 0.24, (Г) сравнение предсказанной структуры (синий) 2BJD с

экспериментальным (зеленый): 𝑇𝑀𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒 = 0.99, 𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 = 0.99

ìåíåíèÿ ñâîáîäíîé ýíåðãèè, à òàêæå èçìåíåíèÿ îòäåëüíûõ ýíåðãåòè÷åñêèõ òåðì îöåíî÷íîé
ôóíêöèè.

Àíàëèç òî÷íîñòè ðåçóëüòàòîâ ðàçðàáîòàííîãî êîíâåéåðà ïðîâîäèëñÿ íà íàáîðå äàííûõ
s669. ×àñòü êîíâåéåðà, îòâåòñòâåííàÿ çà ðàñ÷åò âëèÿíèÿ ìóòàöèè íà ñâîáîäíóþ ýíåð-
ãèþ ñòðóêòóðû, òåñòèðîâàëàñü îòäåëüíî íà ýêñïåðèìåíòàëüíî ïîëó÷åííûõ ñòðóêòóðàõ
áåëêîâ PDB èç íàáîðà äàííûõ s699 è ïîêàçàëà ñõîæèé ðåçóëüòàò ñ ðàíåå ïîëó÷åííûì
ðåçóëüòàòîì Pancotti, 2022 äëÿ äàííîãî àëãîðèòìà. Ïðåäñêàçàíèå âëèÿíèÿ ìóòàöèé
íà ñòðóêòóðó ïîêàçàëî ñèëüíóþ çàâèñèìîñòü îò êà÷åñòâà ïðåäñêàçàííîé ñòðóêòóðû,
îöåíèâàåìîå ìåðîé pLDDT. Äëÿ äîñòèæåíèÿ ìèíèìàëüíîé îøèáêè ïðåäñêàçàíèÿ èç-
ìåíåíèÿ ñâîáîäíîé ýíåðãèè ìóòàöèè äîëæíû âíîñèòüñÿ â ñòðóêòóðû ñ î÷åíü âûñîêèì
çíà÷åíèåì 𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 > 0.9, ïðè çíà÷åíèÿõ 𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 < 0.9 ïðåäñêàçàííûå ñòðóêòóðû íóæíî
îöåíèòü âèçóàëüíî ëèáî êàêèì-òî äðóãèì ìåòîäîì. Ïðè ýòîì ïðèñóòñòâóåò ñèëüíàÿ
êîððåëÿöèÿ ìåæäó ñðåäíèì 𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 ïðåäñêàçàííûõ ñòðóêòóð è çíà÷åíèåì 𝑇𝑀𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒,
õàðàêòåðèçóþùèì ñòðóêòóðíîå ñõîäñòâî ïðåäñêàçàííîé ñòðóêòóðû ñ ýêñïåðèìåíòàëüíîé,
èç ÷åãî ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðè îòñóòñòâèè ýêñïåðèìåíòàëüíîé ñòðóêòóðû áåëêà
ïðåäñêàçàííàÿ ñòðóêòóðà ñ âûñîêèì 𝑝𝐿𝐷𝐷𝑇 ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà â êà÷åñòâå çàìåíû.
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