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НАЧАЛЬНАЯ СТАДИЯ ИЗМЕНЕНИЙ СТРУКТУРЫ 
И МОЛЕКУЛЯРНОЙ ДИНАМИКИ ЦИТОХРОМА С 

В ВОДНОМ РАСТВОРЕ, ПРОИСХОДЯЩИХ ПРИ ДОБАВЛЕНИИ 
МЕТАНОЛА
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Промоделирована молекулярная динамика молекулы цитохрома С из сердца лошади в водном рас-
творе и в 50%-ном водно-метанольном растворе. Для каждой из систем проводили три независимых
расчета по 100 нс. Показано, что добавление метанола существенно влияет на подвижность атомов
молекулы цитохрома С на участке от валина в 20-м положении до пролина в 30-м положении, кото-
рый относится к одному из известных сайтов связывания кардиолипина. При этом за 100 нс не про-
исходит разрыва и существенного изменения длины координационной связи между железом гема и
серой близлежащего метионина, а также изменения расстояний от гема до аминокислотных остат-
ков, обеспечивающих флуоресценцию, что наблюдалось в других работах при добавлении метанола
к цитохрому С.

DOI: 10.31857/S0023476122020096

ВВЕДЕНИЕ
Цитохром С (Цит c) – это гемсодержащий бе-

лок, имеющий в своем составе гем типа С, кова-
лентно связанный с белком при помощи двух рас-
положенных аксиально по отношению к нему
аминокислотных остатков. Цит с является важ-
ным участником дыхательной цепи митохон-
дрий, выполняющим роль переносчика электро-
нов между элементами дыхательной цепи [1].
Кроме того, при определенных условиях Цит c
участвует в запрограммированной клеточной ги-
бели по пути апоптоза [2].

Наиболее изученным вариантом этого белка с
точки зрения пространственной структуры явля-
ется Цит c из сердца лошади, содержащий 105
аминокислотных остатков. Пространственная
структура и аминокислотная последовательность

Цит c из сердца лошади (PDB ID: 1HRC, [3])
представлены на рис. 1. Молекула Цит c содержит
α-спирали, а также множество подвижных пе-
тель. Отметим, что атом железа, содержащийся в
составе гема С, координирован двумя аминокис-
лотными остатками – His-18 и Met-80.

Известно, что в определенных условиях Цит c
может менять конформацию, переходя в состоя-
ние, близкое по свойствам к так называемой
“moltenglobule” (расплавленная глобула), что мо-
жет быть связано с изменением полярности сре-
ды [4]. Показано, что добавление кардиолипина
также меняет конформацию Цит c [5]. Данный
факт, учитывая участие Цит c и кардиолипина в
процессе апоптоза, может быть интересен с точки
зрения изучения молекулярного механизма Цит
c-опосредованного апоптоза.
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Получено несколько кристаллических струк-
тур, в которых Цит c из сердца лошади значитель-
но менял конформацию [6, 7]. В [6] были получе-
ны димеры и тримеры Цит c за счет того, что ко-
ординационная связь между железом гема и Met-80
разрушалась, а подвижная петля, на которой рас-
положен Met-80, значительно меняла свою кон-
формацию. Этого удалось достичь в растворе Цит c
в калий-фосфатном буфере при объемной доле
этанола, равной 60%. В [8] изучалось поведение
Цит c в зависимости от типа и концентрации соли
в растворе.

В настоящей работе для изучения динамики
начальной стадии перехода Цит c из сердца лоша-
ди из обычной формы в состояние расплавлен-
ной глобулы промоделирована молекулярная ди-
намика Цит c в водном растворе и в 50%-ном вод-
но-метанольном растворе. Изучалось влияние
именно метанола, так как известно, что наличие
метанола способствует переходу в состояние, схо-
жее по свойствам с расплавленной глобулой [9–11],
а также в связи с тем, что при изучении взаимо-
действия Цит c с кардиолипином последний чаще
всего присутствует в испытуемой пробе в виде ме-
танольного раствора. Кроме того, добавление ме-
танола в раствор может моделировать изменение
полярности микроокружения Цит c в клетке. Рас-
смотрено влияние метанола на подвижность мо-
лекулы Цит c, а также на некоторые межатомные
расстояния в глобуле Цит c.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для расчета молекулярной динамики Цит c в
водном растворе использовали структуру Цит c из

сердца лошади, полученную методом рентгено-
структурного анализа (PDBID: 1HRC). Тополо-
гия системы построена с использованием про-
граммного пакета AmberTools19 [12], после чего
преобразована в формат GROMACS [13] с помо-
щью программы ACPYPE [14]. Для построения
топологии гема применяли параметры, получен-
ные в [15]. Расчет молекулярной динамики про-
водили с использованием программного пакета
GROMACS 2019.1 [13]. В качестве силового поля
применяли поле amber14sb [16]. В качестве моде-
ли воды использовали TIP3P. В систему было до-
бавлено 0.15 М KCl, а также ионы для нейтрализа-
ции суммарного заряда системы. Для релаксации
структуры и во избежание стерических клэшей в
дальнейших расчетах проводили минимизацию
потенциальной энергии с шагом в 1 фс до макси-
мальной силы 1000 кДж/моль/нм. Система была
уравновешена в NVT- и NPT-ансамблях (100 пс
каждый) при температуре 300 К и давлении 1 атм.
Температуру и давление контролировали с ис-
пользованием модифицированного термостата
Берендсена [17] и баростата Паринелло–Рахмана
[18] с временными константами tau_t = 0.1 пс и
tau_p = 2 пс соответственно. Продуктивную моле-
кулярную динамику проводили в изотермо-изо-
барическом ансамбле с шагом в 2 фс. Молекуляр-
ную динамику Цит с в 50%-ном водно-метаноль-
ном растворе проводили аналогичным образом,
за исключением того, что в систему были добав-
лены молекулы метанола.

Для получения статистически достоверных ре-
зультатов расчеты молекулярной динамики про-
ведены в трех независимых повторностях для
каждой из систем. Результаты представлены в ви-
де усредненных значений (n = 3).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследована динамика молекулы Цит c в вод-
ном растворе и в 50%-ном водно-метанольном
растворе.

Ранее было показано, что в присутствии мета-
нола в Цит c происходит разрыв железо-серной
связи >Fe∙S(Met80) между железом гема и серой в
составе Met80. Для оценки влияния метанола на
координационную связь между железом гема и
серой в составе Met80 рассмотрено изменение
длины этой связи во времени (рис. 2а и 2б). Из
графиков видно, что за 100 нс не происходит ни
разрыва данной связи, ни существенного измене-
ния ее длины ни в водном, ни в 50%-ном водно-
метанольном растворе.

В [19] показано, что при наличии в растворе
метанола Цит c приобретает флюоресценцию, ха-
рактерную для остатков тирозина и триптофана.
Для оценки влияния метанола на расстояния от
гема до флуоресцирующих в метанольном рас-

Рис. 1. Структура используемой для расчетов молеку-
лярной динамики молекулы Цит c.
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творе Цит c аминокислотных остатков тирозина и
триптофана в настоящей работе рассмотрено из-
менение во времени расстояния от железа в со-
ставе гема до атомов азота в составе остатков ти-
розина в положениях 48, 67, 74 и 97 (данные не
представлены) и остатка триптофана в положе-
нии 59 (рис. 2в, 2г). Из рисунка видно, что за
100 нс не происходит существенного изменения
расстояний от гема до остатка триптофана ни в
водном, ни в 50%-ном водно-метанольном раство-
ре. Также не наблюдалось изменений расстояния
от гема до остатков тирозина в обеих системах.

Полученные результаты по межатомным рас-
стояниям можно объяснить по меньшей мере
двумя причинами. Первой и наиболее простой
причиной может быть то, что процесс разрыва
рассматриваемой железо-серной связи и увеличе-
ния расстояния от гема до флуорофоров под дей-
ствием метанола происходит за временной пери-
од, продолжительность которого больше рас-
смотренных 100 нс. Другая причина может
заключаться в том, что условия, приводившие к
разрыву железо-серной связи и увеличению рас-
стояния от гема до флуорофоров, наблюдаемым в
присутствии метанола в реальных эксперимен-
тах, вероятнее всего были также обеспечены
определенными значениями pH и ионной силы в
исследуемых растворах. В эксперименте по моде-
лированию молекулярной динамики в раствор

помещали ионы калия и хлора в концентрации
0.15 М, имитируя тем самым физиологические
условия. Кроме того, исследуемая система была
уравновешена ионами, чтобы нейтрализовать ее
суммарный заряд, что необходимо для проведе-
ния расчетов. Таким образом, построенная реак-
ционная система не в полной мере повторяет
условия каждого из экспериментов, в которых
показаны те изменения структуры Цит c, которые
не удалось увидеть в результате расчетов молеку-
лярной динамики.

Изучено различие подвижности молекулы Цит c
и отдельных ее участков в водном растворе и в
50%-ном водно-метанольном растворе. Для этого
рассчитаны RMSF (root-mean-square f luctuation)
Сα-атомов молекулы Цит c в обоих растворах
(рис. 3). Из рисунка видно, что подвижность Сα-
атомов в водном и 50%-ном водно-метанольном
растворах существенно различается для амино-
кислотных остатков в промежутке от Val-20 до
Pro-30: в присутствии метанола на этом участке
происходит уменьшение значений RMSF. При-
мечательно, что в этой области находятся амино-
кислотные остатки, относящиеся к так называе-
мому L-сайту связывания кардиолипина [20]. Та-
ким образом, снижение RMSF в этой области
указывает на то, что в присутствии метанола про-
исходит стабилизация той части полипептидной
цепочки Цит c, которая отвечает за взаимодей-

Рис. 2. Кинетика изменения межатомных расстояний в молекуле Цит c: а, б – между атомом железа в составе гема и
атомом серы в составе метионина в 80-м положении, в, г – между атомом железа в составе гема и атомом азота в со-
ставе триптофана; а, в – 50%-ном водно-метанольном растворе, б, г – в водном растворе.
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ствие с кардиолипином. На рис. 3 также видно,
что за период в 100 нс изменений подвижности в
других участках Цит c не происходит.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (грант № 19-14-00244) в части
моделирования молекулярной динамики и при
поддержке Министерства науки и высшего обра-
зования в рамках выполнения работ по Государ-
ственному заданию ФНИЦ “Кристаллография и
фотоника” РАН в части анализа результатов мо-
лекулярного моделирования.
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