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Сокращения: ФОС – фосфорорганические со-
единения; БСА – бычий сывороточный альбумин;
ЧСА – человеческий сывороточный альбумин;
MM-PBSA – метод расчета свободной энергии, со-
четающий использование молекулярной механики
и решение уравнения Пуассона–Больцмана (mo-
lecular mechanics/Poisson–Boltzmann surface area);
distP-О – расстояние между атомом фосфора пара-
оксона и гидроксильным атомом кислорода Tyr149
или Tyr410.

Альбумин является мажорным белком плазмы
крови млекопитающих. Он поддерживает ее колло-
идно-осмотическое давление, выполняет резерв-
ную функцию, играет важную роль в транспорти-
ровке воды, различных ионов и соединений. Накап-
ливаются данные о ферментативной активности
альбумина: истинно эстеразной (связывание суб-
страта с активным центром альбумина с последую-
щим распадом комплекса на фермент и продукт) и
псевдоэстеразной (необратимое связывание суб-
страта с ферментом). Выявлены два основных сайта
гидролитической активности белка. Сайт Садлоу I с
каталитическим аминокислотным остатком Tyr150
отвечает за истинно эстеразную активность альбу-
мина, сайт Садлоу II с каталитическим аминокис-
лотным остатком Tyr411 – за псевдоэстеразную.
Установлена гидролитическая активность альбуми-
на и по отношению к некоторым фосфорорганиче-
ским соединениям (ФОС) [1].

Трехмерная структура альбумина достаточно
лабильна, и при взаимодействии с разными веще-
ствами имеют место кооперативность и аллостери-
ческая модуляция, присущие мультимерным бел-
кам. Молекула альбумина содержит в своей струк-
туре одну свободную тиоловую группу в составе
аминокислотного остатка цистеина Cys34, которая
способна образовывать дисульфиды со свободным

цистеином и другими тиолами плазмы крови или
окисляться до сульфеновой и сульфиновой кислот
[1]. Влияние степени окисления Cys34 на связываю-
щие и каталитические свойства альбумина практи-
чески не изучалось, а в работах, посвященных этому
вопросу, получены противоречивые данные. Цель
представленного исследования – на примере пара-
оксона (диэтил-п-нитрофенилфосфата) методами
молекулярного моделирования оценить влияние
степени окисления Cys34 на связывающую и (псев-
до)эстеразную активность бычьего сывороточного
альбумина (БСА) по отношению к ФОС и сравнить
с результатом аналогичного исследования, прове-
денного нами ранее для альбумина человека (ЧСА).

Были подготовлены 3 модели БСА, соответству-
ющие разной степени окисления Cys34.

Модель 1: Cys34 восстановлен (Cys34-SH).
Модель 2: Cys34 окислен до сульфеновой кисло-

ты (Cys34-SОН).
Модель 3: Cys34 окислен до сульфиновой кис-

лоты (Cys34-S(O)O–).
Каталитическим тирозинам Tyr150 и Tyr411 в

ЧСА соответствуют Tyr149 и Tyr410 в БСА. Ранее
мы провели молекулярный докинг молекулы па-
раоксона в сайты Садлоу I и Садлоу II бычьего
альбумина с Cys34 в восстановленном состоянии
(модель 1) [2]. Подготовка моделей 2 и 3 альбуми-
на описана в наших предыдущих работах [3]. Ста-
бильность комплексов альбумина с параоксоном
во времени была проверена методом молекуляр-
ной динамики с помощью программного пакета
GROMACS 2018.1 [4]. Были использованы те же
параметры вычислительного эксперимента, что и в
наших предыдущих исследованиях [3]. Для нейтра-
лизации заряда в систему были добавлены ионы
натрия: 16 ионов для моделей 1 и 2, 17 ионов – для
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модели 3. Время симуляции конформационных из-
менений комплексов методом молекулярной дина-
мики (длина траектории) составило 10 нс с шагом
интегрирования 0.002 пс. По полученным траекто-
риям были рассчитаны зависимости значений рас-
стояния между атомом фосфора параоксона и гид-
роксильным атомом кислорода Tyr149 и Tyr410
(distP-О) от времени. Для того чтобы могла про-
изойти нуклеофильная атака кислорода каталити-
ческой аминокислоты на атом фосфора параоксо-
на, значение distP-О не должно превышать 0.4 нм.
Оценка свободной энергии связывания параоксо-
на с альбумином ΔG проводилась методом, сочета-
ющим использование молекулярной механики и
решение уравнения Пуассона–Больцмана (molec-
ular mechanics – Poisson–Boltzmann surface area,
MM-PBSA) с помощью модуля g_mmpbsa [5],
встроенного в программный пакет GROMACS.

Конформационный анализ исследуемых ком-
плексов показал, что в сайте Садлоу I полученный
методом молекулярного докинга продуктивный
комплекс параоксона с альбумином (то есть ком-
плекс, в котором значение distP-O меньше 0.4 нм)
[2] нестабилен в независимости от редокс-статуса
Cys34. Для всех степеней окисления тиоловой
группы цистеина молекула параоксона отдаляется
от Tyr149 за первые 100 пс симуляции, затем за 2–4 нс

параоксон и аминокислоты сайта Садлоу I перехо-
дят в устойчивую конформацию, в которой оста-
ются до конца периода симуляции. Анализ этих
устойчивых конформаций выявил, что в случае
восстановленного остатка цистеина Cys34 нитро-
группа параоксона взаимодействует с боковым ра-
дикалом аминокислотного остатка Arg194, а фос-
форильный кислород лиганда – с атомом водорода
имидазольного кольца His241 (рис. 1а). В случае
сульфеновой кислоты нитрогруппа параоксона
взаимодействует с Arg217, а фосфорильный кисло-
род – с Arg256 (рис. 1и). В случае сульфиновой кис-
лоты фосфорильный кислород также контактирует
с Arg256, а нитрогруппа равноудалена от NH-груп-
пы остова Arg217 и имидазольного кольца His241,
однако расстояние между лигандом и этими ами-
нокислотами превышает 0.4 нм (рис. 1с). Таким
образом, положение параоксона различно для всех
трех моделей альбумина, но следует отметить, что
конформации сайта Садлоу I в моделях 2 и 3 более
близки между собой по сравнению с моделью 1.
В модели 1 параоксон расположен на дне сайта
Садлоу I, а в моделях 2 и 3 вытянут вдоль полости
так, что нитрогруппа лиганда направлена к входу в
сайт, ограниченному аминокислотами Arg194,
Arg198 и Arg217 (рис. 1). Анализ конформации
Cys34 и его окружения выявил, что в модели 1

Рис. 1. Устойчивые конформации параоксона в сайте Садлоу I (а, b, c) и Садлоу II (d, e, f) бычьего альбумина с разной
степенью окисления тиоловой группы Cys34: (a, d) Cys34 восстановлен; (b, e) Cys34 окислен до сульфеновой кислоты;
(c, f) Cys34 окислен до сульфиновой кислоты.
Fig. 1. Paraoxon stable conformations at Sudlow site I (a, b, c) and Sudlow site II (d, e, f) of bovine serum albumin with different oxidation
state of the Cys34 thiol group: (a, d) Cys34 reduced; (b, e) Cys34 oxidized to sulfenic acid; (c, f) Cys34 oxidized to sulfinic acid.
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Cys34 взаимодействует с имидазольным кольцом
His39, а в моделях 2 и 3 – нет. В модели 1 ориента-
ция имидазольного кольца His39 относительно
Tyr139 иная, чем в моделях 2 и 3. Это кардинальное
отличие модели 1 от моделей 2 и 3 в “цистеиновом”
сайте коррелирует с отличием положения параок-
сона в модели 1 от моделей 2 и 3 в сайте Садлоу I.
Схожая зависимость конформации сайта Садлоу I
от конформации окружения Cys34 была выявлена
нами ранее для альбумина человека [3].

Что касается сайта Садлоу II, в случае восста-
новленного остатка цистеина Cys34 участки ста-
бильности, на которых значение distP-O колеблет-
ся около 0.4 нм, чередуются с участками неста-
бильности, на которых молекула параоксона
отдаляется от тирозина Tyr410. На всех стабильных
участках положение параоксона одинаково: моле-
кула лиганда стабилизируется образованием водо-
родной связи между группой ОН тирозина Tyr410 и
фосфорильным атомом кислорода параоксона
(рис. 1d–1f). Анализ зависимости расстояния меж-
ду гидроксильным атомом водорода Tyr410 и фос-
форильным атомом кислорода лиганда показал, что
периоды стабильного положения параоксона в сай-
те связывания совпадают с периодами существова-
ния водородной связи между этими атомами. А уве-
личению расстояния между параоксоном и тирози-
ном предшествует разрыв этой водородной связи. В
случае сульфеновой и сульфиновой кислоты зави-
симость значения distP-O от времени выглядит схо-
жим с моделью 1 образом. Однако в случае сульфи-
новой кислоты период нестабильности существенно
длиннее, чем в случае моделей 1 и 2, т.е. окисление
Cys34 до сульфиновой кислоты дестабилизирует про-
дуктивную конформацию параоксона в сайте Садлоу
II. Продуктивные конформации сайта Садлоу II
близки между собой для разных степеней окисления
тиоловой группы цистеина (рис. 1d–1f). Аналогич-
ная независимость конформации сайта Садлоу II от
степени окисления остатка цистеина Cys34 была
продемонстрирована нами и для альбумина чело-
века [3]. По аналогии с сайтом Садлоу I мы проана-
лизировали конформацию Cys34 и его окружения.
В модели 2 Cys34 взаимодействует с имидазольным
кольцом His39, в моделях 1 и 3 – нет, что влияет

на положение гидроксильной группы Tyr139. Та-
ким образом, конформация Cys34 и его окружения
не коррелирует с конформацией параоксона в сай-
те Садлоу II. Следует отметить, что конформация
“цистеинового” сайта зависит от того, связан ли
параоксон в сайте Садлоу I или Садлоу II, что ука-
зывает и на обратное влияние лиганда на конфор-
мацию Cys34 и его окружения.

По полученным траекториям методом MM-PBSA
были оценены свободные энергии образования
комплексов альбумин–параоксон (табл. 1). Для
сайта Садлоу I значения свободных энергий обра-
зования комплексов альбумина с параоксоном су-
щественно снижаются с увеличением степени
окисления Cys34. Основной вклад в разницу значе-
ний ΔG вносит слагаемое ΔGpolar, характеризующее
вклад полярных взаимодействий в свободную
энергию сольватации, тогда как значения энергий
электростатических и ван-дер-ваальсовых сил
практически не отличаются в моделях 1, 2 и 3. Этим
БСА кардинально отличается от ЧСА, где для сайта
Садлоу I значения свободных энергий образования
комплексов альбумина с параоксоном практиче-
ски идентичны (табл. 1). Мы полагаем, что этот эф-
фект может быть связан с тем, что Lys195 и Lys199 в
структуре сайта Садлоу I ЧСА заменены на более
разветвленные аргинины Arg194 и Arg198 в молеку-
ле БСА. Ранее мы высказывали предположение,
что в случае более массивных и менее гибких ли-
гандов изменения в конформации сайта Садлоу I
ЧСА, вызванные окислением тиоловой группы ци-
стеина, будут существеннее влиять на эффектив-
ность связывания [3]. За счет замен остатков лизи-
на на остатки аргинина стерические размеры сайта
Садлоу I БСА меньше, чем в молекуле ЧСА, и, по
всей видимости, по этой причине степень окисле-
ния остатка цистеина Cys34 сильнее влияет на аф-
финность сайта Садлоу I БСА к параоксону.

Что касается сайта Садлоу II, сродство к параок-
сону несколько ниже в случае восстановленной
тиоловой группы цистеина, но целом, как и в слу-
чае ЧСА, аффинность сайта Садлоу II к параоксону
слабо зависит от редокс-статуса Cys34.

Таблица 1. Свободные энергии образования комплексов параоксона с сывороточным альбумином быка (БСА) и че-
ловека (ЧСА) (ΔG, ккал/моль) при разных степенях окисления тиоловой группы Cys34
Table 1. Free energies of the formation of paraoxon complexes with bovine serum albumin (BSA) and human serum albumin
(HSA) (ΔG, kcal/mol) at different Cys34 oxidation states

Сайт/Site Степень окисления Cys34/Cys34 oxidation state БСА/BSA ЧСА [3]/HSA [3]

Сайт Садлоу I/Sudlow site I
Модель/Model 1 (Cys34-SH) –11.2 ± 3.4 –20.8 ± 2.5
Модель/Model 2 (Cys34-SOH) –16.0 ± 6.9 –20.6 ± 2.0

Модель/Model 3 (Cys34-S(O)O–) –22.4 ± 3.4 –20.3 ± 2.0

Сайт Садлоу II/Sudlow site II
Модель/Model 1 (Cys34-SH) –23.9 ± 3.0 –25.2 ± 2.8
Модель/Model 2 (Cys34-SOH) –25.4 ± 3.1 –26.1 ± 2.2

Модель/Model 3 (Cys34-S(O)O–) –25.3 ± 2.2 –24.8 ± 2.4
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Подводя итог, можно отметить, что в комплексе
человеческого и бычьего альбумина с молекулой
параоксона в сайте Садлоу I конформация окруже-
ния Cys34 коррелирует с конформацией сайта Сад-
лоу I и параоксона. В БСА, в отличие от ЧСА, окис-
ление тиоловой группы цистеина существенно вли-
яет на связывающую активность сайта Садлоу I по
отношению к параоксону. Мы полагаем, что такое
отличие связано с меньшими стерическими разме-
рами сайта в БСА по сравнению с ЧСА. Окисление
аминокислотного остатка Cys34 никак не влияет на
стабилизацию параоксона в продуктивной конфор-
мации, т.е., по всей видимости, не влияет на истин-
но эстеразную активность альбумина по отноше-
нию к параоксону. Модификация Cys34 и в БСА, и
в ЧСА не влияет на конформацию молекулы пара-
оксона в сайте Садлоу II. Окисление тиоловой груп-
пы цистеина не оказывает значительного влияния
на связывающую активность сайта Садлоу II по от-
ношению к параоксону, хотя в случае БСА (в отли-
чие от ЧСА) аффинность сайта несколько возраста-
ет с увеличением степени окисления Cys34.

Ранее экспериментальными биохимическими
методами мы показали, что среди альбуминов че-
ловека, быка и крысы наилучшим сродством к па-
раоксону (для обоих сайтов Садлоу) обладает бы-
чий альбумин [6]. Важно отметить, что, касательно
связывающей активности ЧСА и БСА по отноше-
нию к параоксону, именно для модели 3 (Cys34
окислен до сульфиновой кислоты) результаты рас-
четных экспериментов лучше всего коррелируют с
нашими экспериментальными данными in vitro
(табл. 1). Это согласуется с литературными данны-
ми [7] и нашими собственными экспериментами in
vitro, указывающими на то, что в коммерческом
альбумине Cys34 находится преимущественно в
окисленной форме.
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