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С помощью метода молекулярной динамики проведена оценка стабильности кластера-прекурсо-
ра (гексамера) кристалла термолизина в широком диапазоне температур (10–90°C). Результаты 
моделирования показали, что с увеличением температуры стабильность гексамера в целом сни-
жается, однако гексамер не распадается ни при одной из рассмотренных температур. При 60°C 
обнаружено повышение стабильности гексамера. Это значение близко к температуре максималь-
ной ферментативной активности термолизина (70°C). Исходя из анализа результатов предполо-
жено, что кристаллизацию термолизина возможно провести при 60°C.
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ВВЕДЕНИЕ

Функционирование белков в значительной сте-
пени зависит от их пространственной структуры, 
чаще всего определяемой с  помощью рентгено-
структурного анализа. Для использования этого 
метода необходимо сначала вырастить кристалл 
исследуемого белка. Однако поиск оптимальных 
условий кристаллизации белков остается сложным 
и времяемким этапом, который до сих пор прово-
дится эмпирически: путем перебора большого ко-
личества условий. Тем не менее в [1] установлено, 
что кристаллизации белков предшествует образова-
ние кластеров-прекурсоров, а именно: трехмерных 
фрагментов кристаллической структуры. Было по-
казано, что условия кристаллизации (температура, 
концентрации белка и осадителя) определяют об-
разование кластеров и их концентрацию. Изучение 
взаимодействия белков в  кластерах-прекурсорах 
может быть полезно и для исследования функци-
онирования белков, например ферментов. Как из-
вестно, в основе функционирования белков лежат 
конформационные ансамбли [2], свойства которых 
в значительной степени зависят от температуры.

В  [3] обнаружено, что кластеры-прекурсоры 
(димеры) кристалла протеиназы К, температурный 

оптимум активности которой равен 60°C, ведут 
себя аномально, резко и  немонотонно изменяя 
стабильность при повышении температуры выше 
60°C. Также предполагалось, что протеиназа К мо-
жет кристаллизоваться при относительно высоких 
для белков температурах около 50°C. В [2] дифрак-
ционный набор от кристаллов протеиназы К был 
собран в диапазоне температур от 40 до 90°C.

В данной работе с использованием метода мо-
лекулярной динамики (МД) изучена стабильность 
кластера-прекурсора кристалла другой термофиль-
ной протеиназы, термолизина, при различных тем-
пературах от 10 до 90°C, включая температуру мак-
симальной активности фермента, которая состав-
ляет 70°C.

Недавние исследования с использованием метода 
малоуглового рассеяния рентгеновских лучей под-
твердили, что кластеры-прекурсоры, образующиеся 
в процессе кристаллизации термолизина, представ-
ляют собой гексамеры [4]. Кроме того, с помощью 
метода МД установлен наиболее стабильный тип 
гексамера, являющийся кластером-прекурсором [5].

Термолизин представляет собой металло-
протеиназу, вырабатываемую бактерией Bacillus 
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thermoproteolyticus. Этот белок катализирует гидро-
лиз пептидных связей в белках и широко исполь-
зуется для картирования пептидов и производства 
пептидных фрагментов для структурных и функ-
циональных исследований. Термолизин известен 
своей стабильностью и активностью при высоких 
температурах [6]. Каталитическая активность тер-
молизина максимальна в диапазоне pH 7.0–9.0 при 
температуре 70°C [7]. Пространственная структура 
содержит два домена с активным центром между 
ними. В активный центр термолизина (PDB ID: 
3DNZ) входят остатки: GLU-142, HIS-143, HIS-146 
и GLU-166, координирующие ион цинка [8].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Модели гексамеров подготовлены в  соответ-
ствии с методикой, описанной в [3]. С использова-
нием кристаллической структуры гексагональных 
кристаллов термолизина (PDB ID: 3DNZ, пр. гр. 
P6122) создана молекулярная модель потенциаль-
ных единиц роста этих кристаллов. С  помощью 
программы PyMOL (версия 1.8 [9]) с использова-
нием операторов симметрии пр. гр. P6122 воссоздан 
фрагмент кристаллической структуры термолизи-
на, из которого выделен гексамер. Ионы осадителя, 
связанные с кристаллом термолизина, сохранены 
в структуре гексамера (четыре иона кальция и один 
цинка на одну молекулу белка), в то время как мо-
лекулы воды были удалены из структурного файла.

Для определения состояний протонирования 
аминокислотных остатков при рН 6.0 (согласно рН 
кристаллизационного буфера для кристалла с PDB 
ID: 3DNZ) использовали сервер PROPKA (версия 
3.4.1 [10]). Все вычисления проводили с помощью 
пакета GROMACS версии 2021 [11]. Для МД-моде-
лирования применяли силовое поле Amber ff99SB-
ILDN [12], в котором улучшены торсионные по-
тенциалы для некоторых атомных групп.

Каждый гексамер помещался в центр кубиче-
ской ячейки моделирования с  периодическими 
граничными условиями. Минимальное расстояние 
от грани ячейки до атома белка составляло 1 нм. 
Ячейки заполнялись 4-сайтовой моделью воды 
TIP4P-Ew, разработанной для применения мето-
дов суммирования по Эвальду [13]. Концентрация 
осадителя сульфата аммония в растворе составляла 
0.75 М, как в условиях кристаллизации. Трехмер-
ная структура иона NH4

+ получена из PDBeChem 
(код: NH4, [14]), а иона SO4

2– – с помощью моду-
ля PLMD (Peptide Ligand Molecular Dynamics) из 
пакета MDAnalysis [15, 16]. Топологии ионов сге-
нерированы с помощью программы Antechamber 
[17]. Для нейтрализации суммарного заряда ячей-
ки в раствор добавлялось 36 ионов Cl–, так как это 
необходимо для применения алгоритма PME при 
расчете дальнодействующих электростатических 
взаимодействий [18].

Перед проведением вычислений продуктив-
ной МД моделируемые системы подвергали ми-
нимизации энергии методом наискорейшего спу-
ска (50000 шагов) до тех пор, пока максимальная 
сила, приходящаяся на один атом, становилась 
меньше 1000  кДж/(М∙нм). После этого ячейки 
уравновешивались в течение 100 пс с использова-
нием модифицированного термостата Берендсена 
(V-rescale) [19] в ансамбле NVT и уравновешива-
лись в течение 100 пс с использованием баростата 
Парринелло–Рамана [20] в ансамбле NPT. Рас-
четы продуктивной МД осуществляли в  ансам-
бле NPT с термостатом “V-rescale” и баростатом 
Парринелло–Рамана. Интегрирование уравнений 
движения проводили по стандартному алгоритму 
“leap-frog” [21] с шагом 2 фс. Нековалентные вза-
имодействия учитывали в сфере действия 1 нм. 
Дальнодействующие электростатические взаимо-
действия рассчитывали методом “частица–сетка” 
Эвальда (PME, [17]) с кубической интерполяцией 
и шагом сетки в обратном пространстве 0.16 нм. 
Длины связей гексамеров фиксировали алгорит-
мом LINCS [21].

Продолжительность каждой рассчитанной тра-
ектории составила 100 нс. Молекулярную динами-
ку гексамеров моделировали при 10 температурах: 
от 10 до 90°C с шагом 10°C, а также при 15°C. Для 
каждой температуры в диапазоне 10–40°C и 90°C 
провели по три независимых моделирования. Для 
температур от 50 до 80°C количество независимых 
моделирований было увеличено до пяти.

Для структурного выравнивания по начальному 
положению атомов термолизина использовали ко-
манду gmx trjconv. Значения RMSF (среднеквадра-
тичные флуктуации) вычисляли только для атомов 
Ca с помощью команды gmx rmsf. Значения RMSF 
сначала усредняли (с вычислением погрешности 
на основании несмещенной оценки дисперсии) 
для каждой температуры по независимым моде-
лированиям (трем или пяти в зависимости от тем-
пературы); затем значения RMSF и погрешности 
(стандартные отклонения) дополнительно усредня-
ли по всем атомам Ca.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Значения RMSF атомов Ca характеризуют гиб-
кость полипептидной цепи, так как они показыва-
ют, насколько каждый из данных атомов отклоня-
ется от своего среднего (за время моделирования) 
положения. Высокие значения RMSF и большой 
разброс этих значений говорят о неустойчивости 
гексамера. По данным моделирования построили 
графики RMSF атомов Ca для всех исследуемых 
гексамеров термолизина, находящихся при темпе-
ратурах от 10 до 90°C.

На рис.  1 цветными кривыми представлены 
графики RMSF атомов Ca для всех моделирований 
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Рис. 1. Значения RMSF кластера-прекурсора (гексамера) кристалла термолизина в кристаллизационном растворе 
при температурах в диапазоне от 10–90°C. Каждая цветная кривая соответствует одному моделированию, чер-
ная – значениям RMSF, усредненным по всем независимым моделированиям (трем или пяти) при определенной 
температуре.
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в одном масштабе, а черными кривыми – RMSF, 
усредненным по всем независимым моделирова-
ниям (трем для 10–40°C и 90°C; или пяти для 50–
80°C) для каждой конкретной температуры. Из 
рис. 1 следует, что в среднем мономеры A и F наи-
более нестабильны, а мономеры C и D, наоборот, 
самые устойчивые. Это объясняется тем, что, как 
видно из рис. 2, мономеры A и F имеют наимень-
шую площадь контактов с остальными мономера-
ми, а мономеры C и D, наоборот, находятся “в глу-
бине” гексамера.

Черными маркерами на рис. 1 показаны усред-
ненные (по моделированиям) RMSF атомов Ca, 
входящих в активный центр термолизина. Соглас-
но рис. 1, атомы активного центра наиболее ста-
бильны относительно ближайших к ним атомов, 
так как RMSF активного центра принимает наи-
меньшие значения в его окрестности. Это позво-
ляет предположить, что термолизин может выпол-
нять свою каталитическую функцию даже в составе 
кластера-прекурсора как при низких, так и отно-
сительно высоких температурах (по крайней мере, 
до 90°C).

Результаты дополнительного усреднения RMSF 
и  погрешностей (стандартных отклонений) по 
всем атомам Ca представлены на рис. 3. Из рис. 1 
и 3 видно, что с увеличением температуры стабиль-
ность гексамера в среднем снижается. Однако даже 
при значительной подвижности кластера-прекур-
сора при высоких температурах анализ всех смо-
делированных траекторий показал, что гексамер 
всегда остается целым: в ходе динамики любой мо-
номер остается связанным с остальным гексаме-
ром. Согласно рис. 1 наибольшие трансформации 

структуры гексамера наблюдаются в одном из мо-
делирований при 50°C (соответствует зеленой кри-
вой на рис. 1). Следующий по нестабильности гек-
самер был смоделирован при 70°C (соответствует 
красной кривой на рис. 1). Последние фреймы тра-
екторий движения данных гексамеров (структуры 
после 100 нс динамики) приведены на рис. 4, из 
которого следует, что ни одна молекула не успела 
отделиться от гексамера за 100 нс. Вероятно, при 
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Рис. 2. Кластер-прекурсор (гексамер) кристалла термолизина в двух проекциях. Буквами A–F обозначены моно-
меры, составляющие гексамер. Зелеными сферами показаны ионы кальция, серыми – цинка.

Рис. 3. Значения RMSF, усредненные по всем ато-
мам Ca кластера-прекурсора кристалла термолизина 
в кристаллизационном растворе при различных тем-
пературах (от 10 до 90°C). Указанные погрешности 
составляют одно стандартное отклонение при усред-
нении RMSF по независимым моделированиям.
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50°C мономер А, обладающий самыми высокими 
показателями RMSF на рис. 1, потеряет оставши-
еся межмолекулярные связи в ближайшее время. 
Тем не менее это единственный из 38 моделиро-
ваний случай, в котором наблюдается тенденция 
к отрыву хотя бы одного мономера. Из рис. 4 вид-
но, что уже у второго по нестабильности гексамера 
(при 70°C) все мономеры имеют достаточно боль-
шую площадь межмолекулярных контактов. Кро-
ме того, в реальном кристаллизационном раство-
ре небольшая часть гексамеров скорее всего тоже 
распадается.

Целостность кластера-прекурсора кристалла 
термолизина в диапазоне 10–90°C позволяет сде-
лать предположение о том, что его кристаллизация 
может быть проведена при высоких температурах 
(до 90°C).

Интересно отметить, что при температуре 60°C, 
близкой к температуре пика активности термоли-
зина (70°C [7]), разброс значений RMSF вокруг 
среднего минимален в диапазоне температур от 
50 до 90°C (рис. 3). Диапазон значений RMSF при 
60°C почти в 2 раза уже, чем для температур 50, 
70, 80 и 90°C. Узкий разброс значений RMSF при 
60°C указывает на то, что степень стабильности 
белка при данной температуре сохраняется не-
много лучше (для пяти независимых моделирова-
ний), чем при остальных температурах в диапазо-
не 50–90°C. Это может свидетельствовать о повы-
шенной воспроизводимости моделирования при 
температуре, близкой к максимуму ферментатив-
ной активности термолизина, т. е. о лучшей пред-
сказуемости поведения белка при этой температу-
ре. Кроме того, согласно [3] для другой протеазы, 
протеиназы К, не только абсолютное значение 
RMSF оставалось относительно низким, но и ди-
апазон его значений был достаточно узким именно 
при температуре максимальной ферментативной 
активности протеиназы К. Это указывает на воз-
можное общее свойство протеаз, заключающееся 
в относительной стабильности кластеров-прекур-
соров их кристаллов при температурах, близких 
к пику их активности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Методом МД исследовано влияние температу-
ры (от 10 до 90°C) на стабильность кластера-пре-
курсора кристалла термолизина. Установлено, что 
с увеличением температуры стабильность гексаме-
ра в среднем снижается, однако его целостность 
сохраняется. Замечено, что при температуре 60°C, 
близкой к температуре пика активности термоли-
зина (70°C), разброс значений RMSF вокруг сред-
него минимален в диапазоне от 50 до 90°C. Это 
позволяет предположить, что кристаллизация тер-
молизина может быть проведена при 60°C, так как 
при этой температуре кластеры-прекурсоры доста-
точно стабильны.

Работа проведена в рамках выполнения государ-
ственного задания НИЦ “Курчатовский институт” 
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№ 075-15-2021-1363 (продолжение).
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“Курчатовский институт”, http://ckp.nrcki.ru/.
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TEMPERATURE INFLUENCE ON THE STABILITY OF THE 
PRECURSOR CLUSTER OF THE THERMOLYSIN CRYSTAL
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Abstract. We used the molecular dynamics method to assess the stability of the precursor-cluster 
(hexamer) of thermolysin crystal over a wide range of temperatures (10–90°C). The simulation results 
showed that as the temperature increases, the stability of the hexamer, in general, decreases, however, 
the hexamer does not dissociate at any of the considered temperatures. At a temperature of 60°C, an 
increase in the stability of the hexamer was observed. This value is close to the temperature of maximum 
enzymatic activity of thermolysin (70°C). Based on the analysis of the results, it was assumed that the 
crystallization of thermolysin could be carried out at 60°C.




