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РЕЗЮМЕ. Введение. TRPM8 вовлечен в развитие гиперчувствительности бронхов к холоду и рассматривается
как потенциальная мишень для лекарственных средств, создаваемых с помощью компьютерного дизайна. Цель.
Разработка стратегии подбора лигандов к TRPM8 методами in silico. Материалы и методы. С помощью инстру-
ментов машинного обучения на основе глубоких нейронных сетей и дальнейшей верификацией методом меж-
молекулярного докинга предложена стратегия для предсказания потенциальных лигандов к TRPM8,
заключающаяся в использовании нейросети для отсева потенциальных кандидатов на роль лекарства и уменьше-
ния тем самым списка лигандов-кандидатов для проверки с помощью межмолекулярного докинга программой
AutoDock, позволяющей оценить сродство белка к лиганду по минимальной энергии связывания и выявлять воз-
можные конформации лиганда при связывании с определенными центрами (аминокислотными остатками) белка.
В качестве последних были использованы: Y745 (тирозин 745 – критический центр для TRPM8), R1008 (фенил-
аланин 1008) и L1009 (аланин 1009). Результаты. Из предсказанных нейросетью 10 потенциальных лигандов во-
семь показали высокую минимальную энергию связи и большее количество конформаций по сравнению с
классическим лигандом TRPM8 – ментолом при верификации программой AutoDock. Два предсказанных лиганда
не проявили способности взаимодействовать с TRPM8, что может быть связано с недостаточной выделенной па-
мятью вычислительного устройства для проведения успешного докинга или иными техническими причинами.
Выводы. Предложенная стратегия является универсальной, позволит ускорить поиск лигандов к различным бел-
кам и будет способствовать ускоренному поиску потенциальных лекарственных веществ методами in silico.

Ключевые слова: нейросети, in silico, TRPM8, межмолекулярный докинг, AutoDock, лиганды, рецепторы, Y745,
R1008, L1009.
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SUMMARY. Introduction. TRPM8 has been implicated in the development of bronchial hypersensitivity to cold and
is considered a potential target for computer-generated drugs. Aim. Development of a strategy for the selection of ligands
for TRPM8 by in silico methods. Materials and methods. Using machine learning tools based on deep neural networks
and further verification by intermolecular docking, a strategy has been proposed for predicting potential ligands for TRPM8,
which consists in using a neural network to screen out potential drug candidates and thereby reduce the list of candidate
ligands for verification using AutoDock program, which allows assessing the affinity of a protein for a ligand by the mini-
mum binding energy and identifying possible conformations of a ligand upon binding to certain centers (amino acid res-
idues) of a protein. The latter were used: Y745 (tyrosine 745 is a critical center for TRPM8), R1008 (phenylalanine 1008)
and L1009 (alanine 1009). Results. Of the 10 potential ligands predicted by the neural network, eight showed a high mini-
mum binding energy and a greater number of conformations compared to the classic TRPM8 ligand, menthol, when
verified by the AutoDock program. The two predicted ligands did not show the ability to interact with TRPM8, which
may be due to insufficient allocated memory of the computing device for successful docking or other technical problems.
Conclusion. The proposed strategy is universal; it will accelerate the search for ligands for various proteins and will fa-
cilitate the accelerated search for potential drugs by in silico methods.

Key words: neural networks, in silico, TRPM8, intermolecular docking, AutoDock, ligands, receptors, Y745, R1008,
L1009.

TRPM8 является неселективным катионным кана-
лом, контролирующим гомеостаз ионов кальция. Ре-
зультаты ряда исследований позволяют предполагать,
что этот рецептор представляет один из главных регу-
ляторов клеточного ответа на холодовое воздействие
[1]. Высокий уровень экспрессии TRPM8 у пациентов
с бронхиальной астмой и ХОБЛ указывает на его тес-
ную связь с развитием заболеваний дыхательной си-
стемы [2-4]. Так же имеются определенные указания
на возможную роль белка в прогрессии андроген-зави-
симых опухолей простаты [5]. В связи с изложенным
TRPM8 рассматривается как потенциальная мишень
для фармакологических агентов [1]. 

Целью данного исследования являлось выработать
стратегию для поиска потенциальных лигандов к
TRPM8 с помощью создания нейросети с гибридной
архитектурой, способной принимать пары рецептор-
лиганд и классифицировать их на взаимодействую-

щие/не взаимодействующие, и последующей провер-
кой возможности образования комплексов предсказан-
ных лигандов с TRPM8 при помощи программы
виртуального межмолекулярного взаимодействия
AutoDock. 

Материалы и методы исследования

Для подбора потенциальных лигандов была разра-
ботана нейросеть на PyTorch [6] с гибридной архитек-
турой. Сеть принимает два вида входных данных
одновременно и пропускает эти данные независимо
через разные слои. Информация о рецепторах проходит
слои свертки и полносвязные слои. Независимо от ре-
цепторов, информация о лигандах проходит через пол-
носвязные слои. Далее информация о рецепторах и
лигандах объединяется и проходит через полносвязные
слои. Выход сети – два класса: пара молекул взаимо-
действует, либо пара не взаимодействует (рис. 1). 

Рис. 1. Схема гибридной нейросети.
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Данные для тренировки и оценки работоспособно-
сти были получены из открытой базы данных BioLiP
[7]. База содержит описание третичных структур бел-
ков и лигандов в формате pdb (protein data bank), а
также файл аннотаций с информацией о каждой паре
рецептор-лиганд. Для работы мы использовали не из-
быточный набор рецепторов (не рецепторы 2) и соот-
ветствующих лигандов. Из соответствующего файла
аннотаций были извлечены названия для каждого ре-

цептора и соответствующего лиганда. Затем из соот-
ветствующих pdb файлов были извлечены простран-
ственные координаты для каждого атома и построены
матрицы евклидовых расстояний по формуле:

Все рецепторы были интерполированы к размеру
256х256, а лиганды к размеру 30х30. Результаты пред-
ставлены на рисунке 2. 

Рис. 2. Интерполированная матрица расстояний для TRPM8.

Данные значения были выбраны из соображений
необходимых вычислительных мощностей: слишком
большая размерность сделает вычисления невозмож-
ными в условиях ограниченных ресурсов. После пре-
процессинга были получены матрицы для рецепторов
и соответствующих лигандов. Нейросеть принимает на
вход матрицу для рецептора и матрицу для лиганда, а
выдаёт класс, к которому принадлежит данная пара.

Матрица рецептора проходит следующие слои:
свёртка (1-32) - max_pool (10, 10) - свёртка (32-64) -
свёртка (64-128) - полносвязный (4608-1024) - пол-
носвязный (1024-512) - полносвязный (512-64). Мат-
рица лиганда проходит следующие слои:
полносвязный (900-512) - полносвязный (512-128) -
полносвязный (128-64) полносвязный (64-64). Далее
матрицы с последних полносвязных слоёв для рецеп-
тора и лиганда объединяются в новую матрицу. Данная
матрица проходит слои: полносвязный (128-64) - пол-
носвязный (64-64) - полносвязный (64-2). В скобках
указаны количество входящих-выходных признаков
для слоёв свертки и количество входных-выходных
нейронов для полносвязных слоёв. Для пула указан
размер окна. Запись приведена в соответствии с осо-
бенностями фреймворка PyTorch [6]. Для всех слоёв,
кроме выходного была использована функция актива-
ции ReLU, на выходном – Softmax, выдающая распре-

деление вероятностей между двумя классами: пара
взаимодействует и пара не взаимодействует.

Для обучения сети использовался алгоритм Ada-
delta с параметрами: коэффициент обучения 0.5, ρ=0.9,
ε=10-6, спад весов был установлен 0. Среднеквадра-
тичное отклонение было выбрано в качестве функции
ошибки. Размер батча 128. Прототип сети обучался на
884 образцах на протяжении 500 эпох. Из-за ограни-
ченности вычислительных мощностей мы не могли ис-
пользовать большой набор данных. Далее проверили
точность классификации на 98 парах, которые не ис-
пользовались в тренировке сети. После тренировки и
оценки точности был сформирован новый набор дан-
ных из пар TRPM8-лиганд. Данный набор был сфор-
мирован по тому же методу, что и тренировочный за
исключением добавления имён молекул для дальней-
шего их вывода. На вход сети подавались новые пары
TRPM8-лиганд и сеть выводила имена молекул, кото-
рые принимала за взаимодействующие. Пары молекул,
помеченные сетью как взаимодействующие, проверя-
лись с помощью программы AutoDock.

Для осуществления докинга TRPM8 c потенциаль-
ными лигандами мы использовали набор инструментов
графической молекулярной лаборатории MGLtools [8]
и специальную программу AutoDock [9] для проведе-
ния самого докинга. 3D-структуру TRPM8 брали в
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формате pdb с ресурса «RCSB» (Research Collaboratory
for Structural Bioinformatics) [10]. На данном ресурсе
была выбрана структура 6O6A [11]. 2D-структуру по-
добранных нейросетью лигандов брали с ресурса Pub-
Chem [12]. Известно, что критической точкой
связывания агониста TRPM8 – ментола является гид-
роксигруппа тирозина 745 (Y745) [13]. Координатой
точки стыковки была выбрана x - 182.677; y - 134.094;
z - 224.764. Другими возможными центрами связыва-
ния регуляторов кроме Y745 являются фенилаланин
1008 (R1008) и аланин 1009 (L1009) [14]. Поэтому сты-
ковку проводили и с этими центрами. Координатами
R1008 и L1009 были выбраны x - 199.941; y - 131.155;
z - 201.831 и x - 201.618; y - 134.349; z - 199.033, соот-
ветственно. По протоколу для проведения докинга
были удалены три цепи TRPM8 – A, C и D. Далее были
произведены процессы дегидратации и гидрирования,
которые были необходимы для того, чтобы молекула
стала реакционноспособной. Следующим этапом
стало добавление лиганда и накладывание сетки на
нужную область, а именно область, где находился ти-
розин 745, фенилаланин 1008 и аланин 1009. После
того как программа наложила сетку, в настройках ал-
горитма стыковки было указано на подбор 5 позиций
и запущен докинг. По завершению докинга был полу-
чен комплекс белок-лиганд. Программа выдает файл
формата dlg с минимальной энергией связи и количе-
ством устойчивых конформаций из изначально задан-
ных. Далее полученные данные сравниваются с

классическим агонистом для TRPM8 – ментолом
(1490-04-6). 

Результаты исследования и их обсуждение

Точность классификации пар рецептор-лиганд до-
стигла 70%, что не является очень высоким показате-
лем, но указывает на потенциал подхода. Данный
подход к представлению трёхмерных структур в дву-
мерном виде, описывающим расстояния между отдель-
ными элементами, оказался многообещающим и
удобным способом представления сложных структур. 

При помощи нейросети были обнаружены 10 по-
тенциальных лигандов: A17 (Гиббереллин), FAD (Фла-
винадениндинуклеотид), FDA (Дихлорфениларсин),
G4M, 57-83-0 (Прогестерон), 52-39-1 (Альдостерон),
65807-02-5 (Гозерелин), 526-36-3 (Ксилометазолин),
53-06-5 (Кортизол) и III (Дексаметазон). Столь малое
число объясняется тем, что многие молекулы в базе
BioLiP представлены в нескольких формах и не всегда
целиком, а только определённым доменом. Здесь мы
привели только названия лигандов без дублирования и
указания определённого домена каждой молекулы. По-
лученные потенциальные лиганды были верифициро-
ваны программой AutoDock. По завершению докинга
было получено 8 устойчивых комплексов из 10 у каж-
дого сайта. Данные о минимальной энергии стыковки
и количество стабильных конформаций представлены
в таблицах 1-3. 

Таблица 1 
Минимальные энергии связывания для выявленных конформаций лигандов при стыковке с центром

Y745

Лиганды

Минимальная энергия связи (ккал/моль)

Выявленные конформации лиганда

1 2 3 4 5

A17 -4.4 -4.1 - - -

FAD -4.7 -4.7 -4.7 -4.7 -1.9

G4M -9.5 -8.4 -8.4 -5.4 -4.8

57-83-0 -5.5 - - - -

52-39-1 -8.7 -6.9 - - -

526-36-3 -5 - - - -

53-06-5 -8 - - - -

III -5.7 -5.6 - - -

Минимальная энергия связывания отражает срод-
ство рецептора к лиганду. Чем она ниже, тем более про-
чен комплекс белок-лиганд. У большинства
предсказанных нейросетью лигандов минимальная

энергия связывания меньше (табл. 1-3), чем у класси-
ческого агониста рецептора TRPM8 – ментола (1490-
04-6), который стыковался в тех же координатах, что и
остальные кандидаты (табл. 4) 
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Таблица 2
Минимальные энергии связывания для выявленных конформаций лигандов при стыковке с центром

R1008

Лиганды

Минимальная энергия связи (ккал/моль)

Выявленные конформации лиганда

1 2 3 4 5

A17 -5.8 -5.6 -5.6 - -

FAD -11.9 -10 -9 -8.3 -5

G4M -10 -9.6 -7.6 -6.5 -3.4

57-83-0 -6.3 - - - -

52-39-1 -8.8 -8.6 - - -

526-36-3 1.-5.18 -4.9 - - -

53-06-5 1.-8.40 -8.2 - - -

III 1.-9.62 -9.3 - - -

Таблица 3 
Минимальные энергии связывания для выявленных конформаций лигандов при стыковке с центром

L1009

Лиганды

Минимальная энергия связи (ккал/моль)

Выявленные конформации лиганда

1 2 3 4 5

A17 -5.5 -5.4 -5.0 4.- 5.-

FAD -12 -10.4 -6.7 -3.4 -

G4M -10.3 -9.3 -9.1 -9.1 -7.1

57-83-0 -5.6 - 3.- 4.- 5.-

52-39-1 -9.2 -8 3.- 4.- 5.-

526-36-3 -5.6 -5.4 -5.4 - -

53-06-5 -10.1 -8.7 -8.2 - -

III -11.3 -10.1 - - -

Таблица 4
Минимальная энергия связывания выявленных конформаций ментола (лиганд 1490-04-6) с центрами

Y745, R1008, L1009

Центр связывания

Минимальная энергия связи (ккал/моль)

Конформации

1 2

Y745 -4.69 -4.45

R1008 -4.94 -

L1009 -5.41 -

Из предсказагнных нейросетью кандидатов FAD и
G4M выявили наибольшее число возможных конфор-
маций (пять из пяти) с центрами Y745 и R1008. Для
центра L1009 FAD продемонстрировал успешную сты-

ковку для четырех из пяти заданных конформаций.
Следует заключить, что именно эти лиганды имеют
наибольшее сродство к TRPM8. 

Два из предсказанных лигандов FDA и 65807-02-5
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(Гозерелин) не смогли пройти стыковку. Причиной не-
удачной стыковки FDA с Y745, R1008 и L1009 – нерас-
познание программой атома мышьяка в составе
лиганда, из-за чего стыковка была невозможна. Данная
ошибка могла возникнуть из-за поврежденных исход-
ных файлов лиганда pdbqt, либо из-за недостаточности
выделенной памяти вычислительного устройства для
проведения успешного докинга. Невозможность смо-
делировать стыковку 65807-02-5 (Гозерелин) с цент-
рами связана с большими размерами молекулы, из-за
чего программа после каждой попытки докинга, выда-
вала ошибку. Программа объяснила причину невоз-
можности стыковки большим количеством атомов
углерода и подвижных связей. 

Предложенный нами подход является универсаль-
ным и позволяет за короткое время проверить большое
число молекул на наличие сродства к определенному
рецептору. После доработки наш подход позволит су-
щественно облегчить процесс поиска лигандов для лю-
бого рецептора. Необходимо учитывать, что найденные
кандидаты на роль лигандов имеют возможность обра-
зовывать устойчивый комплекс с TRPM8, но не-
известно, являются ли они агонистами или
антагонистами для данного рецептора. Для ответа на
этот вопрос необходимы эксперименты на клеточных
культурах или на модельных животных. 

Предоставленный метод требует больших вычис-
лительных мощностей, нежели были доступны для
данной работы. Вследствие чего набор данных, ис-
пользованный для работы, был недостаточно большим.
В дальнейшем метод будет доработан с целью более
точного поиска новых кандидатов с высоким срод-
ством и может быть использован для поиска лигандов
к другим рецепторам. 

Выводы

В настоящей работе предложена стратегия для
предсказания потенциальных лигандов к TRPM8 in sil-

ico, базирующаяся на использовании инструментов ма-
шинного обучения на основе глубоких нейронных
сетей и дальнейшей верификацией методом межмоле-
кулярного докинга. Использование нейросети позво-
ляет проводить предварительный отсев потенциальных
кандидатов на роль лекарства и уменьшать тем самым
список лигандов-кандидатов для проверки с помощью
межмолекулярного докинга программой AutoDock,
оценивающей сродство белка к лиганду по минималь-
ной энергии связывания, и выявляющей возможные
конформации лиганда при связывании с определен-
ными аминокислотными остатками белка. В качестве
последних были использованы: Y745 (тирозин 745 –
критический центр для TRPM8), R1008 (фенилаланин
1008) и L1009 (аланин 1009). Из предсказанных ней-
росетью 10 потенциальных лигандов восемь показали
высокую минимальную энергию связи и большее ко-
личество конформаций по сравнению с классическим
лигандом TRPM8 – ментолом при верификации про-
граммой AutoDock. Два предсказанных лиганда не
проявили способности взаимодействовать с TRPM8,
что может быть связано с недостаточной выделенной
памятью вычислительного устройства для проведения
успешного докинга или иными техническими пробле-
мами. Предложенная стратегия является универсаль-
ной и позволит ускорить поиск лигандов к различным
белкам. 
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