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Человеческая липоксигеназа ассоциирована с процессом ферроптоза – одного из путей запрограм-
мированной смерти клетки. Это делает изучение механизма функционирования данного фермента
крайне значимым, так как процесс ферроптоза связан с рядом заболеваний, прежде всего, злокаче-
ственных новообразований. Вместе с тем экспериментальное исследование этого фермента является
затруднительным, так как липоксигеназа человека является мембранноассоциированным белком.
В настоящей работе для изучения липоксигеназы были применены методы, основанные на молеку-
лярном моделировании. Методом молекулярного докинга получена модель комплекса человече-
ской липоксигеназы с арахидоновой кислотой. С помощью моделирования на основе молекуляр-
ной механики изучена динамика полученного комплекса. Получены значения среднеквадратичных
отклонений атомов С-α, а также значения среднеквадратичных флуктуаций атомов С-α, что позво-
лило сделать вывод об устойчивости модельного комплекса. Описаны подвижные участки молеку-
лы. Методом MM/GBSA, основанным на комбинации молекулярной механики и решения обоб-
щенного уравнения Борна, рассчитано изменение свободной энергии при взаимодействии челове-
ческой липоксигеназы с арахидоновой кислотой. Показано, что значение изменения свободной
энергии соответствует неспецифическому связыванию лиганда, что объясняет относительно сла-
бую каталитическую активность человеческой липоксигеназы по отношению к свободной арахидо-
новой кислоте.
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ВВЕДЕНИЕ

Программируемая смерть клеток – один из
важнейших регуляторных механизмов в организ-
ме млекопитающих. В 2008 г. были идентифици-
рованы соединения RSL3 и RSL5, которые повы-
шали смертность клеток в присутствии активных
форм кислорода. Было показано, что эти соеди-
нения активировали особый механизм смерти

мутировавших раковых клеток, который оказался
связанным с клеточными хранилищами железа и
отличался от апоптотического [1]. В 2012 г. введе-
но понятие “ферроптоз” для обозначения желе-
зо-зависимой формы неапоптотической смерти
клеток [2].

В дальнейшем проблеме ферроптоза было по-
священо значительное количество обзорных
статей [3–6]. Гибель клеток при ферроптозе свя-
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зывают с нарушением их функционирования в
результате пероксидации липидов в мембранах
эндоплазматического ретикулума, но механизм
этой гибели, в отличие от механизмов апоптоза,
до сих пор окончательно не выяснен. Немногим
яснее на данный момент представляется меха-
низм самих реакций липидной пероксидации,
вовлеченных в ферроптоз. В обзоре [7] указаны
два потенциальных химических пути: фермента-
тивное окисление арахидоновой кислоты (AA),
входящей в состав фосфатидилэтаноламина, с
образованием гидропероксида AAOOH с перо-
кисдной группой в пятнадцатом положении при
помощи липоксигеназ и неферментативное цеп-
ное окисление полиненасыщенных жирных кис-
лот, катализируемое ионами железа, не входяще-
го в активный центр гемопротеинов. В пользу
первого предположения говорят данные хрома-
то-масс-спектрометрии, в пользу второго – фер-
роптоз комплексонами железа [3] и активация
ферроптоза при нарушении гомеостаза железа, в
частности, при его избытке в организме [2, 7, 8].
Таким образом, построение модели взаимодей-
ствия человеческой 15-липоксигеназы (LOX 15)
с арахидоновой кислотой и исследование ее свойств
представляет несомненную важность для иссле-
дования механизма ферроптоза.

В настоящей работе методом молекулярного
докинга получена модель LOX 15 с арахидоновой
кислотой, исследована молекулярная динамика
полученного комплекса. Методом молекулярной
механики MM/GBSA, сочетающим молекулярную
механику и решение обобщенного уравнения
Борна, показано, что изменение свободной энер-
гии соответствует неспецифическому связыва-
нию лиганда.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Молекулярный докинг

Начальная модель системы была получена
путем молекулярного докинга с использованием
программы HADDOCK [9, 10]. Топология арахи-
доновой кислоты сгенерирована с использовани-
ем сервиса PRODRG [11]. В качестве модели LOX 15
использована модель кристалла [12].

Алгоритм докинга состоит из трех этапов. На
первом этапе выполняли докинг твердых тел, при
котором взаимодействующие молекулы вращали
и перемещали случайным образом, чтобы мини-
мизировать межмолекулярную энергию. После
этого следовала вторая стадия, на которой выпол-
няли оптимизацию пространства торсионных
углов для уточнения ориентации лиганда и взаи-
модействующих с ним аминокислотных остатков
белка. Последним этапом было уточнение струк-
туры в явном растворителе.

На первом этапе было получено 1000 конфигу-
раций структуры, из которых только 200 наиболее
энергетически выгодных были проанализирова-
ны на третьем этапе. На третьем этапе 10 лучших
структур уточняли в модельной сфере, заполнен-
ной водой. В качестве модели воды была выбрана
TIP3P, которая представляет собой жесткую мо-
лекулу, состоящую из трех атомов. Каждый атом
этой модели имеет свой заряд и свои параметры
Леннарда-Джонса [13].

Молекулярная динамика
Для моделирования молекулярной динамики

в качестве стартовой модели была выбрана наи-
лучшая согласно оценочной функции конфигу-
рация комплекса LOX 15 и арахидоновой кислоты.
Для параметризации лиганда использовали про-
грамму Antechamber [14]. Моделирование прово-
дили с помощью программы GROMACS 2020.3 [15].
Одним из способов описания взаимодействия
между атомами является силовое поле. В настоя-
щей работе было выбрано одно из стандартных
полей – ff14SB: в нем существенно улучшена точ-
ность моделирования боковых цепей аминокис-
лотных остатков по сравнению с альтернативным
вариантом ff99SB [16]. Кроме того, выбранная
модель воды является наиболее подходящей для
использования с силовым полем ff14SB.

Молекула белка была помещена в ячейку в
форме параллелепипеда таким образом, чтобы
расстояние от молекулы белка до краев ячейки
составляло 1.5 нм. Свободное пространство ячей-
ки было заполнено молекулами воды. Кроме то-
го, в систему было добавлено 0.15 моль/л KCl, а
также несколько ионов калия для уравновешива-
ния заряда системы.

На первом этапе для каждой из систем была
проведена минимизация энергии с шагом 1 фс до
максимальной силы 1000.0 кДж/моль · нм. Далее
системы были уравновешены в условиях ограни-
ченной подвижности тяжелых атомов при темпе-
ратуре 298 К и давлении 1 атм путем моделирова-
ния в “каноническом” (NVT) и изотермоизоба-
рическом (NTP) ансамблях (100 пс в каждом)
соответственно. Температура и давление в систе-
мах контролировали с использованием модифи-
цированного термостата Берендсена [17] и баро-
стата Паринелло–Рахмана [18]. Продуктивную
симуляцию молекулярной динамики длительно-
стью 20 нс для каждой из систем проводили в изо-
термоизобарическом ансамбле с шагом в 2 фс.
Алгоритм LINCS [19] использовали для огра-
ничения связей с участием атомов водорода.
Дальнодействующие электростатические взаи-
модействия рассчитывали с использованием схе-
мы суммирования по Эвальду [20]. Ван-дер-Ва-
альсовские и кулоновские взаимодействия были
усечены до 1.4 нм, что является наиболее опти-
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мальным для используемого силового поля [16].
Расчет молекулярной динамики проводили три
раза.

Расчет изменения свободной энергии 
при образовании комплекса LOX 15 

с арахидоновой кислотой

Для расчета энергии взаимодействия липокси-
геназы с арахидоновой кислотой использовали
(на основе вычисления свободной энергии обра-
зования комплекса) метод MM/GBSA [21]. Изна-
чально для биомакромолекул использовали метод
MM/PBSA, предполагающий решение уравнения
Пуассона–Больцмана [21], но в дальнейшем на-
шел широкое применение метод MM/GBSA с ис-
пользованием обобщенного уравнения Борна,
что позволило на порядок увеличить скорость
расчетов, что особенно важно в случае биомакро-
молекул [22, 23]. Суть метода заключается в том,
чтобы сравнить свободную энергию сольватиро-
ванной молекулы в двух разных состояниях (свя-
занном и свободном). Известны различные моди-
фикации этого метода [24, 25]. В настоящей рабо-
те применили модификацию метода MM/GBSA,
описанную в [26, 27].

Примененный модуль gmx_MMPBSA [28] вер-
сии 1.4.0, который используют для адаптации
скрипта MMPBSA.py [29] и пакета AmberTools20 [30]
к формату GROMACS, предоставляет возмож-
ность использовать метод MM/GBSA с обобщен-
ной моделью Борна [26] при обработке резуль-
татов моделирования молекулярной динамики,
проведенного с помощью программы GROMACS
2020.3 [15]. Вычисление свободной энергии для
каждой траектории проводили на 1000 фреймах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В результате молекулярного докинга было по-
лучено 10 моделей комплекса липоксигеназы с
арахидоновой кислотой. Их кластеризация с ис-
пользованием алгоритма FCC [31] показала, что
все модели принадлежат одному кластеру, что
говорит об их пространственной схожести. Кри-
терием качества модели служит оценочная функ-
ции, которая представляет собой взвешенную
сумму функций, учитывающих энергии различ-
ной природы, включая энергии Ван-дер-Ваальса,
электростатического взаимодействия, десольва-
тацию и энергию нарушения ограничений, зада-
ваемых при докинге [9, 10]. По значению этой
функции была выбрана наилучшая модель (рис. 1)
для дальнейшего молекулярно-динамического
исследования. Видно, что молекула липоксигеназы
состоит из двух доменов: малый β-домен (амино-
кислотные остатки 1–120) и большой α-спираль-
ный домен (аминокислотные остатки 121–676).

Активный центр фермента расположен в “карма-
не” α-спирального домена [32].

Анализ траектории проводили при длительно-
сти симуляции 20 нс. При выполнении периоди-
ческих граничных условий во время расчетов не-
которые части белковых молекул оказывались
в соседних ячейках, что приводило к усложнению
вычислений, это потребовало повторной центри-
ровки молекул и возвращения в ячейку модели-
рования. Для улучшения точности полученных
данных расчеты проводили три раза, после чего
результат был усреднен. Затем был проведен пер-
воначальный анализ траекторий, включая расчет
среднеквадратичного отклонения, радиуса инер-
ции и среднеквадратичных колебаний. Соответ-
ствующие графики показаны на рис. 2. Из рис. 2а
видно, что среднеквадратичное отклонение быст-
ро стабилизируется на уровне 0.2 нм. При таком
размере системы быстрый выход значения на
плато и низкий уровень флуктуации значения
этой величины свидетельствует о высокой ста-
бильности системы в процессе моделирования.
На рис. 2б показано, что радиус инерции для мо-
делируемого комплекса находится в диапазоне от
2.79 до 2.84 нм, другими словами, практически не
меняется в процессе симуляции. Это указывает
на то, что компактность системы существенно не
изменяется во время моделирования. Было отме-
чено, что наибольшие значения среднеквадра-
тичных колебаний атомов C-α моделируемых
комплексов соответствуют малому домену фер-
мента, что можно объяснить наличием относи-
тельно длинных, порядка 20–30 аминокислот-
ных остатков, подвижных петель в малом домене.
На рис. 2в также видно наличие подвижных
участков и в большом домене. Следует отметить,
что липоксигеназа является мембранно-ассоции-
рованным белком. Кроме того, как следует из ба-
зы данных OPM [33], фрагменты молекулы, пред-
положительно, взаимодействующие с мембра-

Рис. 1. Модель молекулы липоксигеназы LOX 15: тем-
но-серым выделен малый β-домен (аминокислотные
остатки 1–120); светло-серым – большой α-спираль-
ный домен (аминокислотные остатки 121–676). Чер-
ным – молекула арахидоновой кислоты.
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ной, встречаются как в малом, так и в большом
домене [34]. Учитывая, что вычисление молеку-
лярной динамики проводили в водном растворе,
такое поведение мембранно-ассоциированных
участков поверхности фермента объяснимо. Как
бы то ни было, участок активного центра фермен-
та является достаточно стабильным для проведе-
ния расчетов методом MM/GBSA. Для улучше-
ния статистики расчет свободной энергии прово-
дили три раза. Полученные значения изменения
свободной энергии приведены в табл. 1.

Известно, что связывание субстратов с фер-
ментами обычно сопровождается большим изме-
нением свободной энергии [35–37]. Напротив, зна-
чения энергии связывания около 5–6 ккал/моль
соответствуют непродуктивному связыванию суб-
страта. В качестве примера можно привести бел-
ковые кристаллы. Известно, что они образуются
в специфических условиях и крайне нестабиль-
ны, что соответствует тому факту, что изменение
свободной энергии при формировании связей
в кристалле мало [38]. С другой стороны, извест-
но, что человеческая липоксигеназа в природных
условиях работает в комплексе с белком-партне-
ром и липидным бислоем, а также характеризует-
ся наличием малого β-домена [34], что отличает
ее от растительных и бактериальных липоксиге-
наз [39, 40]. Вероятно, эти особенности объясня-
ют слабую каталитическую активность свободной
человеческой липоксигеназы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В работе установлено, что изменение свобод-

ной энергии при связывании человеческой липо-
ксигеназой арахидоновой кислоты говорит о не-
продуктивном связывании. Полученные данные
объясняют тот факт, что свободная арахидоновая
кислота является очень слабым субстратом для
каталитического окисления в присутствии чело-
веческой липоксигеназы и позволяют прояснить
связанный с этим аспект механизма реакций ли-
пидной пероксидации, вовлеченных в ферроптоз.
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Таблица 1. Изменения свободной энергии при обра-
зовании комплекса арахидоновой кислоты

Номер эксперимента
Расчетное значение 

изменения свободной 
энергии, ккал/моль

1 –5 ± 2
2 –5 ± 2
3 –5.4 ± 1.9

Среднее значение –5 ± 2
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Modeling the Interaction of Human Lipoxygenase Lox 15 with Free Arachidonic Acid
P. D. Korotkova1, *, А. А. Yurchenko2, V. I. Timofeev3, 4, **, А. B. Shumm1, 5, Y. А. Vladimirov1, 2, 3

1Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia
2Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, 117997 Russia

3Shubnikov Institute of Crystallography of FSRC “Crystallography and Photonics” of Russian Academy of Sciences,
Moscow, 119333 Russia

4National Research Center “Kurchatov Institute”, Moscow, 123182 Russia
5Р.N. Lebedev Physical Institute of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: korotkovapol@gmail.com
**e-mail: tostars@mail.ru

Human lipoxygenase is associated with the process of ferroptosis, which is the one of the pathways of pro-
grammed cell death. It makes the study of the mechanism of functioning of this enzyme extremely important,
since the process of ferroptosis is associated with a number of diseases, primarily malignant neoplasms. How-
ever, the experimental study of this enzyme is difficult, since human lipoxygenase is a membrane-associated
protein. In this work, lipoxygenase were studied using methods based on molecular modeling. A model of the
complex of human lipoxygenase with arachidonic acid was obtained by molecular docking. The dynamics of
the complex was modeled using molecular mechanics method. The values of root-mean-square deviations of
С-α atoms, as well as the values of root-mean-square f luctuations of С-α atoms, were obtained, which made
it possible to conclude that the simulated complex is stable. The mobile parts of the molecule are described
separately. The MM/GBSA method, based on a combination of molecular mechanics and the solution of the
generalized Born equation, was used to calculate the change in free energy during the interaction of human
lipoxygenase with arachidonic acid. It was shown that the value of the change in free energy corresponds to
the nonspecific binding of the ligand, which explains the relatively weak catalytic activity of human lipoxy-
genase with respect to free arachidonic acid.

Keywords: molecular dynamics, lipoxygenase, arachidonic acid, ferroptosis, substrate specificity.
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