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Липоксигеназы являются классом ферментов, которые катализируют реакцию диоксигенации поли-
ненасыщенных жирных кислот. Запуская перикисное окисление липидов, липоксигеназы могут
принимать участие в процессе ферроптоза, который ассоциирован с рядом патологических состоя-
ний, в частности с некоторыми заболеваниями нервной системы. Липоксигеназы представляют со-
бой железосодержащие белки, в которых ион железа расположен в активном центре фермента и не-
обходим для катализа. С использованием комбинированного метода квантовой и молекулярной ме-
ханики получена модель металлсодержащего сайта липоксигеназы LOX-15. При помощи метода
молекулярной динамики и анализа координационных связей иона железа активного центра фермен-
та показано, что такая модель более стабильна по сравнению со стандартной молекулярно-механиче-
ской моделью и больше подходит для изучения механизма функционирования фермента.
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ВВЕДЕНИЕ
Липоксигеназы – это класс ферментов, ката-

лизирующих реакцию диоксигенации полинена-
сыщенных жирных кислот. Липоксигеназы явля-
ются железосодержащими белками, в которых
ион железа расположен в активном центре фер-
мента и необходим для катализа [1]. Липоксиге-
назы обнаружены у животных, растений и гри-
бов [1]. Несмотря на такую широкую распростра-
ненность, функции липоксигеназ в живой клетке
и механизм липоксигеназной реакции изучены
не до конца [2, 3]. Тем не менее считают, что ли-
поксигеназы человека принимают участие в про-
цессе ферроптоза – программируемой гибели
клеток, когда происходит зависимое от железа
перекисное окисление липидов [4, 5]. Также счи-
тают, что с ферроптозом ассоциирован ряд пато-
логических состояний, например, некоторые бо-
лезни мозга, в том числе болезни Паркинсона и
Альцгеймера [6–8]. Таким образом, изучение

процесса ферроптоза является значимой научной
задачей. Известна пространственная структура
липоксигеназы человека LOX-15 [9]. Она состоит
из двух доменов – малого b-домена и большого
а-спирального каталитического домена. Липо-
ксигеназа человека – это мембранно-ассоцииро-
ванный белок. Предположительно, он выполняет
свою роль в комплексе с белком-партнером [9].
Исследование функций такой системы экспери-
ментальными методами представляет собой чрез-
вычайно сложную задачу. Однако возможно ис-
пользовать для исследования свойств и функций
такого комплекса методы вычислительной био-
логии. Например, применяя метод молекулярно-
го докинга и молекулярной динамики, можно по-
строить модель исследуемой системы и изучить ее
структуру и динамические свойства. С помощью
комбинированного метода квантовой и молеку-
лярной механики можно промоделировать ката-
лизируемую ферментом реакцию, детально изу-

УДК 538.911



4

ПОВЕРХНОСТЬ. РЕНТГЕНОВСКИЕ, СИНХРОТРОННЫЕ И НЕЙТРОННЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ  № 12  2022

ЮРЧЕНКО и др.

чив таким образом механизм катализа [10]. Одна-
ко для металлсодержащих ферментов обычно
требуется предварительное построение модели
металлсодержащего сайта [11]. Такая модель мо-
жет быть построена с использованием методов
квантовой химии [11]. В настоящей работе была
получена модель квантовой и молекулярной ме-
ханики (КМ/ММ) активного сайта липоксигена-
зы LOX-15. Методом молекулярной динамики
показано, что такая модель более стабильна и
больше подходит для изучения механизма функ-
ционирования фермента.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Построение модели

Для построения модели КМ/ММ металлсо-
держащего сайта человеческой липоксигеназы
LOX-15 (PDBID:4NRE) применен подход, реали-
зованный в MCPB.py (4-(4-chloro-2-methylphe-
noxy) butanoic acid) [12]. На первом этапе были
подготовлены файлы для дальнейшей кванто-
во-механической оптимизации. Для этого был
использован интернет-сервис H++ [13]. Для
подготовки иона железа применяли программу
metalpdb2mol2.py из программного пакета
AmberTools19 [14]. После подготовки файлы объ-
единяли и затем с помощью программы pdb4amber
[14] получали файл необходимого формата. На
следующем этапе была проведена подготовка
входных параметров для квантово-механической
оптимизации с помощью MCPB.py [12]. Кван-
тово-механическую оптимизацию модели про-
водили с использованием программного пакета
GAMESS-US [15]. Расчет осуществляли в при-
ближении B3LYP [16] подхода Кона–Шэма [17],
основанном на гибридном функционале, в рам-
ках теории функционала плотности [18]. Пара-
метры силового поля для Amber [19] генерирова-
ли с помощью MCPB.py [12] и tleap [14].

Молекулярная динамика
Моделирование методом молекулярной дина-

мики проводили с помощью программы Amber 18
[19]. В качестве силового поля было выбрано поле
ff14SB [20]. В качестве модели воды брали модель
TIP3P как наиболее подходящую для использова-
ния с силовым полем ff14SB. В систему было до-
бавлено 0.15 М KCl, а также несколько ионов K+ и
Cl– для нейтрализации заряда системы. Для ре-
лаксации структуры и во избежание стерических
клэшей была минимизирована потенциальная
энергия. Давление и температура в системе были
уравновешены до 1 атм и 310 К путем запуска мо-
делирования с ограничениями в ансамблях NVT и
NPT. Давление и температуру в системе контро-
лировали с помощью термостата Берендсена [21]
и баростата Паринелло–Рахмана [22]. Продук-
тивную симуляцию молекулярной динамики в
течение 5 нс для каждой из систем проводили в
изотермо-изобарическом ансамбле с шагом 2 фс.
Ван-дер-ваальсовы и кулоновские взаимодей-
ствия были усечены до 1.4 нм, что оптимально для
используемого силового поля [20].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В качестве начального анализа траекторий бы-

ли рассчитаны среднеквадратичное отклонение
RMSD (root-mean-square deviation), радиус гира-
ции Rg и среднеквадратичные флуктуации RMSF
(root-mean-square f luctuations) для каждой из мо-
делируемых систем. На рис. 1 показаны графики
среднеквадратичных отклонений для классиче-
ской и гибридной системы. Видно, что отклоне-
ния находятся в диапазоне 0.1–0.18 нм, что с уче-
том их размера говорит о стабильности моделиру-
емых систем. На рис. 2 представлены графики
радиуса инерции для каждой из систем. Из ри-
сунка видно, что компактность систем суще-
ственно не меняется в процессе моделирования.
На рис. 3 показаны среднеквадратичные флукту-
ации для атомов C-α каждой из систем. Из рисун-

Рис. 1. Среднеквадратичное отклонение RMSD для классической (а) и гибридной (б) систем.
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Рис. 2. Радиус гирации Rg для классической (а) и гибридной (б) систем.
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Рис. 3. Среднеквадратичные флуктуации RMSF для классической (а) и гибридной (б) систем.
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ка видно, что в районе 80–90 остатков имеется
подвижный участок.

Известно, что ион железа в молекуле липокси-
геназы LOX-15 координируют три остатка гисти-
дина: His378, His373 и His553 [9] (рис. 4). Поэтому
для квантово-механической оптимизации были
выбрани эти три аминокислотных остатка и ион
железа. Примененный подход Кона–Шэма (B3LYP)
представляет собой гибридный функционал, ос-
нованный на сочетании метода Хартри–Фока и
теории функционала плотности с использовани-
ем обменно-корреляционного потенциала Беке–
Ли–Янга–Парра [23, 24]. Данный подход наибо-
лее распространен при решении задач в области
квантовой химии применительно к макромолеку-
лам, он дает высокую точность расчетов и предъ-
являет относительно низкие требования к вычис-
лительным мощностям [25]. В результате расче-
тов были получены параметры силового поля для
иона железа и координирующих его остатков.
Для проверки полученной модели с помощью
программы Amber [19] и силового поля ff14SB [20]
была промоделирована молекулярная динамика
липоксигеназы LOX-15 в течение 10 нс с исполь-
зованием стандартной модели металлсодержаще-

го сайта и модели КМ/ММ. Для оценки качества
описания металлсодержащего сайта анализиро-
вали динамику расстояний от иона железа до ко-
ординирующих его атомов азота гистидинов
(рис. 5, табл. 1). Из таблицы видна тенденция к
увеличению расстояния, а также к увеличению

Рис. 4. Ион железа и координирующие его аминокислот-
ные остатки в активном центре липоксигеназы LOX-15.
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стандартного отклонения при использовании мо-
лекулярно-механической модели. Из этого следует,
что координационная связь в случае стандартной
молекулярно-механической модели присутствует
не всегда, а также то, что металлсодержащий сайт
относительно нестабилен. Рис. 5 подтверждает эти
выводы. Например, видно, что для 553-го гистиди-
на расстояние от координирующего атома азота до
атома железа достигает в некоторых случаях
0.9 нм, что однозначно говорит о разрыве коорди-
национной связи. Для 373-го гистидина расстоя-
ние между ионом железа и координирующим ато-
мом азота стабилизируется вблизи значения
0.411 нм со стандартным отклонением 0.034. Кро-
ме того, из графиков можно видеть, что в случае
применения молекулярно-механической модели
наблюдается существенное отклонение расстоя-
ния между координирующими атомами азота и
ионом железа в процессе моделирования от данных
рентгеноструктурного анализа, что также говорит о
том, что квантово-механическая модель более при-
годна для исследования динамики LOX-15.
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Study of Human Lipoxygenase by the Method 
of Molecular and Quantum Mechanics
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Lipoxygenases are a class of enzymes that catalyze the dioxygenation reaction of polyunsaturated fatty acids.
By triggering lipid peroxidation, lipoxygenases can take part in the process of ferroptosis, which is associated with
a number of pathological conditions, in particular, some diseases of the nervous system. Lipoxygenases are iron-
containing proteins, in which the iron ion is located at the active site of the enzyme and is necessary for catalysis.
Using a combined method of quantum and molecular mechanics, a model of the metal-containing site of LOX-
15 lipoxygenase was obtained. Using the method of molecular dynamics and analysis of the coordination bonds of
the iron ion of the active site of the enzyme, this model was shown to be more stable than the standard molecular
mechanical model and more suitable for studying the mechanism of enzyme functioning.

Keywords: lipoxygenase, ferroptosis, molecular dynamics.
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