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МОЛЕКУЛЫ L-АСПАРАГИНАЗЫ Wolinella succinogenes
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Методом молекулярной динамики исследована динамика молекулы L-аспарагиназы Wolinella suc-
cinogenes дикого типа и ее мутантной формы (замены V23Q и K24T). Проведен анализ полученных
молекулярно-динамических траекторий. Показано, что подвижность атомов мутантной формы
белка существенно выше подвижности атомов белка дикого типа. Выявлены элементы структуры
белка, подвижность которых наиболее сильно меняется при введении мутаций. С помощью полу-
ченных данных можно объяснить изменение субстратной специфичности мутантной формы L-ас-
парагиназы Wolinella succinogenes.
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ВВЕДЕНИЕ

Аспарагиназы весьма распространены среди
микроорганизмов и катализируют гидролиз аспа-
рагина до аспарагиновой кислоты и аммиака [1].
Кроме того, аспарагиназы способны катализиро-
вать гидролиз глутамина [2]. Известно, что аспа-
рагиназы обладают противоопухолевой активно-
стью, так как опухолевые клетки не способны
синтезировать аспарагин, необходимый для их
жизнедеятельности [3]. В связи с глутаминазной
активностью противоопухолевый эффект аспара-
гиназ сопровождается побочными эффектами,
кроме того, аспарагиназы относительно неста-
бильны, что затрудняет их применение в качестве
лекарственных средств [4, 5].

Аспарагиназа из Wolinella succinogenes интерес-
на тем, что отличается относительно низкой глу-
таминазной активностью и поэтому наиболее
пригодна для создания медицинского препарата
[6]. На основе аспарагиназы из Wolinella succino-
genes получена мутантная форма фермента, обла-
дающая на порядок более низкой глутаминазной
активностью, а также устойчивостью к действию
трипсина [7]. Достичь этого удалось путем введе-
ния мутаций V23Q, K24T в N-концевую подвиж-
ную петлю молекулы аспарагиназы Wolinella suc-
cinogenes дикого типа. Чтобы исследовать влияние
данных замен на свойства фермента, были уста-
новлены кристаллические структуры апо-формы
мутантной формы фермента и его комплексов с

аспарагиновой и глутаминовой кислотами [8].
Однако анализ полученных структур показал, что
часть аминокислотных остатков подвижной пет-
ли, в том числе подвергшиеся заменам V23Q,
K24T, не локализованы на картах электронной
плотности. Поэтому было сделано предположе-
ние, что данные замены увеличивают подвиж-
ность N-концевой петли в мутантной форме фер-
мента, что затрудняет образование каталитически
активной закрытой конформации активного цен-
тра в присутствии глутамина, субстрата большего
объема [8].

В настоящей работе методом молекулярной
динамики показано, что введение замен V23Q,
K24T действительно существенным образом по-
вышает подвижность N-концевой петли, а также
ряда других участков молекулы мутантной формы
аспарагиназы Wolinella succinogenes.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для построения первоначальной модели ис-

пользовали кристаллическую структуру апо-фор-
мы аспарагиназы Wolinella succinogenes (PDB ID:
5K4H) [9]. Из структуры были удалены молекулы
лигандов и молекулы воды. Для получения моде-
ли мутантной формы фермента использовали
программу PyMol [10]. Моделирование молеку-
лярной динамики проведено с использованием
программного комплекса GROMACS 2020.2 [11].
В качестве силового поля использовано поле
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CHARMM27 [12]. Белок каждой исследуемой
формы помещали в центр прямоугольной ячей-
ки, весь объем ячейки заполняли водой; была ис-
пользована трехатомная модель воды – TIP3P. На
первой стадии проводили минимизацию энергии
систем. Далее провели уравновешивание в NVT-
и NPT-ансамблях 100 нс в каждом для обеих си-
стем. Величина температуры выбрана равной
300 К, величина давления – 1 атм. Использовали
следующие алгоритмы поддержания температуры
и давления: термостат V-rescale [13] и баростат Par-
rinello-Rahman [14] соответственно. Системы про-
моделированы на временном интервале общей
продолжительностью 20 нс каждая с шагом 2 фс.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

По результатам моделирования белков мето-
дом молекулярной динамики после применения
структурного выравнивания траекторий к исход-
ному положению для дикого типа аспарагиназы
Wolinella succinogenes и ее мутантной формы рас-
считаны RMSF (Root Mean Square Fluctuation)
атомов, т.е. флуктуации координат атомов, усред-
ненные по всему времени моделирования (20 нс),
которые удобно использовать для оценки по-
движности атомов белка в различных условиях.
Известно, что молекула аспарагиназы Wolinella
succinogenes в растворе существует в виде гомотет-
рамера, причем это относится как к дикой, так и
мутантной форме фермента [8, 9]. Таким обра-
зом, для получения статистически достоверных
значений для анализа использовали усредненные
по четырем мономерам значения RMSF. Кроме
того, рассчитаны средние значения RMSF для
Cα-атомов дикого типа белка и его мутантной
формы. Для дикой формы это значение составило
0.0616 нм, а для мутантной – 0.0649 нм, что озна-

чает увеличение подвижности атомов мутантной
формы аспарагиназы более чем на 5%. На рис. 1
изображены RMSF для каждого из Cα-атомов
молекулы аспарагиназы дикого типа и мутантной
формы. Значения усреднены по четырем величи-
нам, соответствующим RMSF для каждой из че-
тырех аминокислотных цепей.

На рис. 1 видно, что участок с 20-го по 40-й ами-
нокислотный остаток существенно более подви-
жен в случае мутантной формы белка, а именно
этот участок и представляет собой фрагмент N-
концевой петли. Отметим, что существенная раз-
ница в подвижности Cα-атомов наблюдается для
аминокислотной последовательности 56–61,
причем для 58-го остатка RMSF для дикой формы
составляет 0.0691 нм, в то время как для мутант-
ной формы – 0.0877 нм. Следующий существенно
различающийся участок – аминокислотные остат-
ки 80–82, где RMSF для 81-го остатка дикой фор-
мы составляет 0.1004 нм, а для мутантной формы –
0.1336 нм. Существенная разница наблюдается и
для фрагмента, включающего остатки 207–212,
причем для 209-го остатка дикой формы белка
значение RMSF составляет 0.1048 нм, а для му-
тантной формы – 0.1298 нм. Кроме того, суще-
ственная разница в подвижности атомов выявле-
на на участках аминокислотной последователь-
ности 231–235, 246–257 и 281–289. Взаимное
расположение указанных фрагментов в субъеди-
нице белка представлено на рис. 2. Из рисунка
видно, что разница в подвижности аминокислот-
ных остатков в составе молекул аспарагиназы ди-
кой и мутантной формы наблюдается не только
для N-концевой петли и непосредственно приле-
гающих к ней участков, но и для удаленных от по-
следней участков молекулы белка.

Рис. 1. RMSF Сα-атомов дикой формы аспарагиназы Wolinella succinogenes (темная линия) и ее мутантной формы
(светлая линия). Значения усреднены по четырем величинам, соответствующим RMSF для каждой из четырех амино-
кислотных цепей.
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ТИМОФЕЕВ и др.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате моделирования молекулы аспара-
гиназы методом молекулярной динамики показа-
но, что замены V23Q, K24T влияют на подвиж-
ность атомов белка не только непосредственно на
участке, где проведены мутации, но и на удален-
ных участках молекулы. Таким образом, подтвер-
ждается высказанное ранее предположение [8] об
увеличении подвижности N-концевой петли в
мутантной форме фермента. Кроме того, обнару-
жен ряд других дополнительных фрагментов мо-
лекулы белка, для которых подвижность атомов в
мутантной форме также существенно увеличи-
лась. Одной из причин может быть изменение
электростатического потенциала поверхности в
результате введения замен аминокислотных
остатков [8]. Полученные результаты показыва-
ют, что введенные замены V23Q, K24T могут ока-
зывать влияние и на поведение удаленных друг от
друга участков молекулы аспарагиназы.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го фонда фундаментальных исследований (про-
ект № 19-04-01148) в части расчета молекулярной
динамики и при поддержке Министерства науки
и высшего образования РФ в рамках Государ-
ственного задания ФНИЦ “Кристаллография и
фотоника” РАН в части анализа результатов мо-
делирования.
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Рис. 2. Субъединица молекулы аспарагиназы Wolinella succinogenes. Сферами показаны атомы аминокислотных остат-
ков, наиболее различающихся по подвижности для дикой формы и для мутантной формы фермента. Кластеры ами-
нокислотных остатков обведены черными кругами. Диапазоны аминокислотных остатков, входящих в кластер, обо-
значены цифрами.

246257
231235 5658

2141

8082

207212
281289



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


