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Введение 

 

Актуальность темы исследования и степень ее разработанности. 

Эндолизины бактериофагов − одно- или многодоменные литические ферменты, 

обеспечивающие высвобождение потомства фага из клетки бактерии-хозяина 

путем разрушения пептидогликана, основного компонента клеточной стенки 

бактерий [1]. Данный антибактериальный эффект позволяет применять 

эндолизины в биотехнологии, для обработки воды, кожи, поверхностей, 

инструментов и продовольственных товаров [2 – 4], а также в сельском хозяйстве 

[5]. Существующая проблема антибиотикорезистентности [6 – 8] – устойчивости 

ряда патогенов к антибиотикам, также может быть частично решена 

использованием эндолизинов и препаратов на их основе, так как бактерии не 

способны развивать резистентность к эндолизинам [9 – 12]. Тем не менее, в 

настоящее время эндолизины остаются малоисследованной группой ферментов с 

зачастую неизученными структурой и функциями, что ограничивает возможности 

их применения в качестве антибактериальных средств. 

Вышесказанное определяет необходимость поиска соответствующих 

условий функционирования эндолизинов. В свою очередь, это требует определения 

участков их структуры, необходимых для поддержания ими ферментативной 

активности и способности к связыванию пептидогликана, установления 

особенностей такого связывания. Остается также открытым вопрос о 

существовании принципиальных различий между однодоменными эндолизинами 

и каталитически активными доменами многодоменных эндолизинов. Решению 

этих задач и посвящена настоящая диссертационная работа. 

В качестве объектов исследования в данной работе были выбраны 

однодоменные эндолизины семейства М15_С, EndoRB49 с молекулярной массой 

14.7 кДа [13] и EndoТ5 с молекулярной массой 15.3 кДа [14], а также 

многодоменный эндолизин PlyG с молекулярной массой 27 кДа [15].  

Известно, что для семейства М15_С характерно присутствие мотивов (Asp-

His) H-x6-D и D-x2-H, необходимых для связывания Zn2+ в активном центре 
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фермента, а также наличие консервативного остатка триптофана, роль которого в 

поддержании структуры и функций данных эндолизинов не определена. 

Примечательно, что ряд эндолизинов, принадлежащих к семейству М15_С, имеет 

в своей структуре, помимо иона Zn2+, регуляторный ион Ca2+, координированный 

аминокислотными остатками кальций-связывающей петли [16]. Например, в 

структуре EndoТ5 присутствует регуляторный кальций, а в структуре EndoRB49 он 

отсутствует [17].  

Вместе с тем, несмотря на актуальность обсуждаемой тематики, на 

сегодняшний день работы по изучению EndoRB49 и EndoТ5 единичны [18 - 24]. 

Так, в настоящее время не установлено, какие аминокислотные остатки отвечают 

за связывание EndoТ5 с пептидогликаном, а сама способность данных структур к 

связыванию напрямую не подтверждена. Кроме того, гипотеза о кальциевой 

активации EndoТ5 в результате экспозиции гидрофобных аминокислот, 

участвующих во взаимодействии с пептидогликаном [24], требует более детальной 

проверки, основанной на рассмотрении изменения характера движения 

аминокислотных остатков белковой цепи.  

Многодоменный эндолизин PlyG, разрушающий пептидогликан клетки-

хозяина Bacillus anthracis, состоит из двух доменов: каталитически активного 

домена Amidase_2 и субстрат-связывающего домена [15]. Причем отдельный 

каталитический домен PlyG способен сохранять и каталитическую, и субстрат-

связывающую функции [25]. Несмотря на изучение термостабильности PlyG [26] и 

определение способности его субстрат-связывающего домена связываться с 

вторичными полисахаридами клеточной стенки клетки-хозяина [27], сайт 

связывания каталитического домена с пептидогликаном остается 

неустановленным, а подвижность аминокислотных остатков обоих доменов PlyG - 

неизученной.  

Цель работы и задачи, поставленные для ее достижения. Целью данной 

работы является определение структурных особенностей однодоменных 

эндолизинов семейства М15_С, играющих ключевую роль в поддержании данными 

эндолизинами своих функций, а также установление принципиальных различий в 



7 
 

структуре однодоменного EndoT5 и каталитического домена многодоменного 

PlyG.   

Для достижения поставленной цели решались следующие задачи:  

1. Методом 1Н ЯМР-спектроскопии установить роль консервативного триптофана 

в поддержании структуры и функций эндолизинов семейства М15_С – 

эндолизина бактериофага RB49 и эндолизина бактериофага Т5. 

2. Определить in silico потенциально возможные механизмы связывания 

однодоменных эндолизинов с пептидогликаном методом «слепого докинга». 

3. Изучить подвижность аминокислотных остатков EndoT5 методами МД и АНМ 

для установления структурных изменений, сопутствующих его кальциевой 

активации.  

4. Изучить динамические и кросс-корреляционные различия в подвижности 

аминокислотных остатков однодоменных и многодоменных эндолизинов 

методом АНМ. 

Научная новизна работы. В данной работе впервые обнаружены сайты 

связывания однодоменного эндолизина EndoT5 семейства М15_С и 

каталитического домена эндолизина PlyG с бактериальным пептидогликаном, и 

описаны различия в положении этих сайтов связывания в аминокислотной 

последовательности белков.   

С помощью анализа подвижности аминокислотных остатков EndoT5, в 

данной работе были охарактеризованы структурные изменения, вызываемые 

кальциевой активацией данного эндолизина. Кроме того, были обнаружены 

принципиальные структурные различия между однодоменным эндолизином 

EndoT5 и каталитическим доменом многодоменного эндолизина PlyG.  

Также в настоящей работе подтверждается роль консервативного триптофана 

в стабилизации гидрофобного ядра и активного центра пептидаз семейства М15_С. 

Теоретическая и практическая значимость работы. Настоящая работа 

вносит вклад в установление структурных и динамических особенностей, 

необходимых ферментам с антибактериальным потенциалом для сохранения 

функциональной активности. 
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Кроме того, определение сайтов связывания глобулярных эндолизинов с 

пептидогликаном позволяет более детально изучить взаимодействие эндолизинов 

с оболочками бактериальных клеток, в то время как обнаружение принципиальных 

различий в структурных особенностях однодоменного EndoT5 и многодоменного 

PlyG является важным этапом определения условий поддержания активности 

ферментов. Это позволяет создать теоретическую основу для применения EndoT5, 

PlyG и препаратов на их основе в биотехнологии, сельском хозяйстве, при 

антибактериальной обработке различных объектов и поверхностей.  

Методология и методы исследования. Методология включала в себя 

предварительный дизайн биомакромолекул, получение экспериментальных и 

теоретических данных, последующий анализ и обобщение полученных 

результатов. Для решения поставленных задач был использован ряд современных 

методов и подходов, соответствующих мировым стандартам проведения 

подобного рода исследований. 

Так как эндолизины RB49 и Т5 представляют собой небольшие глобулярные 

белки с подвижными петлями, кристаллизация которых затруднена, для 

установления роли консервативного триптофана в поддержании каталитически 

активной структуры эндолизинов семейства М15_С использовалась ЯМР-

спектроскопия. Ввиду наличия у EndoТ5 и отдельных доменов PlyG 

депонированных трехмерных структур поиск потенциальных сайтов связывания и 

анализ подвижности боковых цепей аминокислотных остатков проводился в работе 

in silico, без применения дорогостоящих экспериментальных методов со сложными 

в интерпретации результатами, а именно, методом «слепого» докинга. 

Теоретические исследования флуктуаций и коллективного движения элементов 

структур белков выполнялись методами молекулярной динамики (МД) и анализа 

нормальных мод (АНМ) [28].  

Для определения роли консервативного триптофана в поддержании 

каталитически активных форм EndoT5 и EndoRB49 на спектрометре AVANCE-III 

600 с применением программного пакета TOPSPIN 2.1 регистрировались 1Н-

спектры.  
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Сайты связывания EndoT5 и отдельных доменов PlyG определялись методом 

«слепого докинга» в программе Autodock Vina. Значения сродства белка к лиганду, 

полученные в результате проведения «слепого докинга», дополнительно 

подтверждались методом интегральных уравнений в приближении трехмерной 

модели взаимодействующих силовых центров (3D-RISM – Three-Dimensional 

Reference Interaction Site Model) из пакета программ AmberTools24  

Расчеты усредненного по времени среднеквадратичного отклонения 

координат атомов (RMSF - Root Mean Square Fluctuation), усредненного для атомов 

главной цепи (CO, CA и NH), выполнялись методом МД в программе sander с 

применением программы cpptraj пакета программ AmberTools24. Анализ 

нормальных мод проводился с помощью пакета Bio3d языка R.  

Визуализация результатов была реализована с помощью программного 

пакета PyMOL, пакета Bio3d языка R и пакета matplotlib языка Python.  

Основные положения, выносимые на защиту.  

1.  Роль консервативного остатка триптофана, характерного для эндолизинов 

бактериофагов семейства М15_С, состоит в поддержании каталитически активной 

конформации ферментов.  

2.  Однодоменный EndoT5 способен к N-концевому и полостному 

связыванию пептидогликана, а каталитический домена PlyG – к полостному 

связыванию пептидогликана.  

3.  Кальциевая активация EndoT5 приводит к изменению характера 

взаимного движения петель 40-70 и 111-132 с «ножницеобразного» на движение 

петли 40-70 «вверх-вниз» над зафиксированной петлей 111-132. В результате 

фиксации петли 111-132 преобладает каталитически активная, «открытая» 

конформация EndoT5. 

4.  Существуют динамические особенности, отличающие каталитически 

активные домены многодоменных эндолизинов от однодоменных эндолизинов, в 

частности, выраженность коррелированного движения не связанных регионов и 

подвижность аминокислотных остатков.   
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Достоверность полученных результатов. Достоверность полученных 

результатов подтверждается использованием современных методик исследований 

и обработки данных и принятых нормативных протоколов исследований, 

воспроизводимостью результатов экспериментов, а также согласованностью 

полученных результатов с имеющимися в мировой литературе. Результаты 

получены на современном научном оборудовании с использованием реактивов, 

произведенных ведущими мировыми компаниями, и в полном объеме 

опубликованы в рецензируемых научных журналах, индексируемых базами 

данных Scopus и Web оf Science. 

Личный вклад автора. Все результаты диссертационной работы получены 

непосредственно автором или при его участии. Автор самостоятельно 

анализировал литературные данные, проводил эксперименты in silico, осуществлял 

обработку полученных данных. Эксперименты in vitro с применением методов 

ЯМР-спектроскопии были проведены совместно с к.б.н. Д.А. Прохоровым, в.н.с. 

Лаборатории ЯМР-исследований биосистем ИТЭБ РАН. Образцы EndoRB49, 

включая мутантные и меченые формы, были получены Группой молекулярной 

биотехнологии Филиала Федерального государственного бюджетного учреждения 

науки Государственного научного центра Российской Федерации Института 

биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова 

РАН (Филиал ГНЦ ИБХ РАН) при участии автора диссертационной работы. 

Постановка задач, обсуждение результатов и подготовка статей по результатам 

исследования проводились совместно с научным руководителем, д.ф.-м.н. Г.Н. 

Чуевым. 

Апробация работы. Основные результаты работы были представлены на 

следующих конференциях: на 26-й и 27-й Пущинской школе-конференции 

молодых ученых с международным участием «Биология – наука XXI века» 

(Пущино, 2023, 2024), на конференции «Теоретическая и экспериментальная 

биофизика» (Пущино, 2023), на III Пущинской Школе-конференции молодых 

ученых, аспирантов и студентов «Генетические технологии в микробиологии и 
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микробное разнообразие» (Пущино, 2023), на конференции «Теоретическая и 

экспериментальная биофизика» (Пущино, 2025). 

Публикации по теме диссертации. Результаты данного исследования в 

полной мере отражены в 3 статьях в рецензируемых научных журналах, входящих 

в Перечень изданий, рекомендованных ВАК при Министерстве науки и высшего 

образования Российской Федерации для опубликования основных научных 

результатов диссертаций на соискание учёной степени кандидата наук по 

соответствующим отрасли и специальности, а также в тезисах 4-х докладов на 

Всероссийских конференциях.   

Связь темы диссертации с плановыми исследованиями. Данная работа 

выполнена в рамках государственных заданий ИТЭБ РАН №075-01025-23-00, № 

075-00224-24-03 и № 075-00223-25-00 и при поддержке Российского Научного 

Фонда (грант РНФ № 23-24-00210). 

Структура и объем диссертации. Диссертация изложена на 135 страницах 

машинописного текста и состоит из введения, 3-х глав (Обзор литературы, 

Материалы и методы исследования, Результаты и обсуждение результатов), 

заключения, списка сокращений и списка литературы, содержащего 157 

источников. Работа включает 5 таблиц и 51 рисунок. 
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Глава 1. Обзор литературы 

 

1.1. Структурные особенности и функции компонентов системы белок 

(эндолизин) – субстрат (пептидогликан) 

 

1.1.1. Бактериальный пептидогликан 

 

Пептидогликан представляет собой единую биомакромолекулу, 

охватывающую цитоплазматическую мембрану. Наличие пептидогликана 

позволяет клетке выдерживать осмотическое давление и обеспечивает интеграцию 

белков и различных полимерных молекул в матрицу клеточной стенки. Его 

взаимодействие с организмом-хозяином играет решающую роль в процессах 

формирования иммунного ответа, поскольку фрагменты пептидогликана 

распознаются иммунной системой, запуская потенциальные защитные механизмы 

[29]. 

На данный момент существуют три различных модели строения клеточной 

стенки бактерий [30]. Первая из них [31] предполагает, что цепи пептидогликана 

расположены параллельно клеточной мембране и образуют слоистую структуру по 

окружности вокруг нее. Вторая модель [32, 33] подразумевает, что цепи 

пептидогликана радиально расходятся от объема клетки и перпендикулярны 

клеточной мембране. Наконец, согласно третьей модели [34], пептидогликан 

образует спиральные тяжи длиной около 50 нм, окружающие клетку.  

Химическая структура пептидогликана включает в себя гликановую цепь, 

представленную чередующимися остатками β-1,4-N-ацетилглюкозамина и N-

ацетилмурамовой кислоты, и пептидную часть. У различных бактерий средняя 

длина гликановой цепи значительно варьирует и составляет как 6 и менее 

дисахаридов [35, 36], так и сотни [37, 38], и даже тысячи [34] чередующихся 

остатков. Карбоксильная группа N-ацетилмурамовой кислоты связана с N-концом 

пептидной субъединицы, содержащей чередующиеся L- и D-аминокислоты. 
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Пептидные субъединицы могут быть связаны между собой напрямую или через 

межпептидный мостик, причем как межпептидные мостики, так и пептидные 

субъединицы имеют различный аминокислотный состав у различных организмов, 

и эти различия лежат в основе общепринятой трехсимвольной классификации 

типов пептидогликана [39]. Доля связанных пептидных субъединиц у различных 

штаммов бактерий на различных стадиях их существования может составлять от 

3% до свыше 90% [35, 40 - 44]. 

Пептидогликан грамотрицательных бактерий имеет толщину, равную 

нескольким нанометрам, и состоит из одного или нескольких слоев, в то время как 

толщина многослойного пептидогликана грамположительных бактерий составляет 

30–100 нм [45]. При этом корреляция между толщиной пептидогликана и средней 

длиной гликановой цепи отсутствует [35]. Размер пор в пептидогликане 

грамотрицательных и грамположительных бактерий имеет сопоставимые 

диаметры и составляет не более 2.5 нм у B. subtilis и B. licheniformis [46], а также, в 

среднем, 2.06 нм у E. coli и 2.12 нм у B. subtilis, что позволяет глобулярным белкам 

массой 22-24 кДа, в том числе, эндолизинам, свободно проникать в поры 

пептидогликана [47].  

 Таким образом, бактериальный пептидогликан представляет собой субстрат 

с малоизученной трехмерной структурой, различающейся у бактерий в 

зависимости от штамма и стадии существования и не имеющей единой модели 

строения. Тем не менее, состав гликановой части пептидогликана остается 

постоянным, размер пор остается сопоставимым у бактерий различных штаммов, а 

химическая структура пептидогликана является установленной для многих родов 

и видов бактерий.  

Ввиду сложности полной структуры бактериального пептидогликана, 

структуры пептидогликана, депонированные в базах данных и доступные для 

проведения экспериментов in silico, представляют собой отдельные участки 

пептидогликана бактерий различных штаммов. Многие из данных участков при 

этом являются элементами структуры, характерными для всех бактерий или для 

ряда различных родов и видов бактерий.   
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1.1.2. Биологическая роль и классификация эндолизинов бактериофагов 

 

Согласно классификации [48], бактериофаги RB49, Т5 и γ-фаг, содержащие 

последовательности эндолизинов RB49, Т5 и PlyG соответственно, принадлежат к 

классу Caudoviricetes и представляют собой литические фаги. Для лизиса 

бактериальных клеток и обеспечения высвобождения их потомства (рисунок 1) 

литические фаги кодируют систему литических белков, основными компонентами 

которой являются эндолизин и порообразующий белок холин [49]. Кроме того, для 

разрушения внешней мембраны при лизисе грамотрицательных бактерий 

необходим дополнительный набор белков, называемых спанинами. В результате 

действия системы литических белков происходит разрушение бактериальной 

клеточной стенки и выход потомства фага во внеклеточное пространство.  

 

 

Рисунок 1. Заражение литическим фагом и его выход из клетки грамотрицательной 

бактерии. М1 – наружная мембрана клеточной стенки грамотрицательной бактерии, ПГ – 

пептидогликан, М2 – внутренняя мембрана клеточной стенки грамотрицательной 

бактерии. Адаптировано из [50]. 
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При заражении клетки вирионы фага механически перфорируют стенки 

бактериальных клеток своими хвостовыми структурами. Этому процессу могут 

способствовать вирионсвязанные гидролазы пептидогликана, разрушающие 

бактериальный пептидогликан на данном этапе. На стадии выхода фага из клетки 

холины распределяются во внутренней мембране, создавая двумерные агрегаты, 

которые повреждают внутреннюю мембрану [50].  

В результате перфорации внутренней мембраны эндолизины могут 

проникнуть в слой пептидогликана и распространиться в нем посредством 

прохождения через поры, изначально существующие в структуре пептидогликана, 

и отверстия, образованные путем разрыва пептидных или гликозидных связей в 

результате взаимодействия эндолизина с пептидогликаном [51].  

По типу разрываемой связи (рисунок 2) в пептидогликане эндолизины 

делятся на пять классов: 

  

 

Рисунок 2. Схематическое изображение пептидогликана и классификация эндолизинов 

по типу разрушаемой ими связи. MurNAc - N-ацетилмурамовая кислота, GlcNAc - N-

ацетилглюкозамин, Х – аминокислоты, различающиеся у различных видов бактерий. 

Адаптировано из [52]. 
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1) лизоцимоподобные мурамидазы, гидролизующие гликозидную связь 

между N-ацетилмурамовой кислотой и N-ацетилглюкозамином;  

2) литические трансгликозилазы, которые действуют на те же связи, что и 

мурамидазы, но дополнительно катализируют внутримолекулярный 

перенос О-мурамилового остатка на собственный гидроксил С6;  

3) N-ацетил-b-D-глюкозаминидазы, гидролизующие гликозидную связь 

между N-ацетилглюкозамином и N-ацетилмурамовой кислотой;  

4) N-ацетилмурамил-L-аланинамидазы, гидролизующие связи между N-

ацетилмурамовой кислотой и L-аланином;  

5) пептидазы, гидролизующие определенные пептидные связи [52].  

Некоторые эндолизины могут относиться сразу к нескольким классам, 

например, эндолизин бактериофага В30 представляет собой мурамидазу и 

эндопептидазу [53].  

В пептидогликанах типа А, характерных для большинства 

грамположительных и всех грамотрицательных бактерий, присутствует 

межпептидный мостик между третьим и четвертым аминокислотным остатком 

двух цепочек пептидов, соединенных с остатком N-ацетилмурамовой кислоты, а 

также связь L-Ala-D-Glu [39]. Эта связь и является мишенью эндолизинов ряда 

бактериофагов, в том числе, эндолизинов Т5, RB43 и RB49, принадлежащих к 

семейству М15_С. Таким образом, эндолизины бактериофагов RB49 и Т5 являются 

L-аланил-D-глутамат-пептидазами.  В отношении многодоменного эндолизина 

PlyG установлено, что многодоменный эндолизин PlyG представляет собой N-

ацетилмурамил-L-аланинамидазу [43].  

 Тип связей, разрываемых эндолизинами Т5 и PlyG, в рамках данной работы 

учитывается при выборе структур участков пептидогликана, используемых в 

качестве лигандов при поиске сайтов связывания эндолизинов с пептидогликаном 

методом «слепого докинга», а также в процессе интерпретации результатов, 

полученных данным способом.  
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1.1.3. Эндолизины с установленной трехмерной структурой и характерные 

элементы их структуры 

 

Различия в строении пептидогликана у бактерий различных штаммов 

отражается в выраженном функциональном и структурном разнообразии 

кодируемых фагом эндолизинов [54]. Эндолизины фагов, инфицирующих 

грамотрицательные бактерии, обычно представляют собой небольшие 

глобулярные белки (15–20 кДа) и обладают только каталитически активным 

доменом [55]. Эндолизины, специфичные для грамположительных бактерий, 

представляют собой более крупные модульные белки с двумя отдельными 

доменами: каталитически активным (отвечающим за расщепление 

пептидогликана) EAD (Enzymatically Active Domain) и субстрат-связывающим 

CBD (Cell wall Binding Domain) [56].  

Трехмерная структура ряда эндолизинов, принадлежащих к различным 

классам, и характерные элементы трехмерной структуры отдельных эндолизинов 

или семейств эндолизинов были установлены экспериментально методами 

рентгеноструктурного анализа (РСА) и ядерного магнитного резонанса (ЯМР). 

Результаты данных исследований представлены в таблице 1.  

Так, согласно данным РСА [57], структура PlyPSA состоит из двух доменов 

и небольшого связующего участка между ними, достаточно подвижного, чтобы 

обеспечить полярные контакты доменов друг с другом и со связующим участком. 

Согласно результатам исследования [58], каталитически активный домен PlyPSA 

состоит из шести изогнутых бета-листов, окруженных шестью альфа-спиралями, а 

субстрат-связывающий домен содержит два состоящих из бета-листов субдомена. 

Двухдоменный эндолизин Ply500 с высокой подвижностью участков цепи 

белка не подходил для изучения структуры методом РСА из-за проблематичности 

получения кристаллической молекулы, в связи с чем каталитически активный и 

субстрат-связывающий домены пептидазы Ply500 были исследованы отдельно. 

Согласно данным, полученным методом РСА [59], субстрат-связывающий домен 

Ply500, как и субстрат-связывающий домен PlyPSA, состоит из 12 бета-листов.  
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Таблица 1. Изученные эндолизины и их структурно-биологические характеристики 

 

Название 

эндоли-

зина 

Класс эндолизина Молекулярная 

масса, кДа 

Клетка-хозяин 

бактериофага 

Количество доменов Метод  

PlyPSA N-ацетилмурамил-L-

аланинамидаза [57] 

35.3 [57] Грам (+) Listeria 

monocytogenes [57] 

2 (N-концевой EAD, C-

концевой CBD) [57] 

РСА [57, 58] 

Ply500 L-аланил-D-глутамат-пептидаза 

[60] 

33.4 [60] Грам (+) Listeria 

monocytogenes [60] 

2 (N-концевой EAD, C-

концевой CBD) [61 – 62] 

РСА [59, 63] 

LysB4 L-аланил-D-глутамат-пептидаза 

[64] 

28 [64] Грам (+) Bacillus cereus 

[64] 

2 (N-концевой EAD, C-

концевой CBD) [64] 

РСА [65] 

Cpl-1 лизоцимоподобная мурамидаза  

[66] 

39.3 [66] Грам (+)  Streptococcus 

pneumoniae [66] 

2 (N-концевой EAD, C-

концевой CBD) [67] 

РСА [67, 68] 

PlyB лизоцимоподобная мурамидаза  

[69] 

не определена Грам (+) Bacillus 

anthracis [69] 

2 (N-концевой EAD, C-

концевой CBD) [69] 

РСА [69] 

Psm лизоцимоподобная мурамидаза  

 [70] 

40 [70] Грам (+)  Clostridium 

perfringens [70] 

3 (N-концевой EAD, 2 C-

концевых CBD) [71] 

РСА [71] 

PlyC N-ацетилмурамил-L-

аланинамидаза [72], 

гликозидаза [73] 

116.5 [74] Грам (+)  стрептококки 

группы С и A [74] 

Субъединица PlyCA содержит 

3 домена (2 EAD, N-концевой 

и С-концевой, и стыковочный 

домен) [73]  

РСА [73] 
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продолжение таблицы 1 

 

Efm1 N-ацетилмурамил-L-

аланинамидаза [75] 

26.3 [75] Грам (+)  Enterococcus 

faecalis [75] 

2 (N-концевой EAD, C-

концевой CBD) [75] 

РСА [75] 

LysK N-ацетилмурамил-L-

аланинамидаза, пептидаза [76] 

54 [77] Грам (+)  

стафилококки, 

микрококки, 

стрептококки [76 – 78] 

3 (N-концевой EAD, второй 

EAD, C-концевой CBD) [76] 

РСА [79] 

Ap3gp15 лизоцимоподобная мурамидаза  

[80] 

28.9 [80] Грам (-)  Burkholderia 

[80] 

2 (N-концевой CBD, C-

концевой EAD) [81] 

РСА [81] 

gp144 литическая трансгликозилаза 

[82] 

28.8 [82] Грам (-)  Pseudomonas 

aeruginosa [82] 

2 (N-концевой CBD, C-

концевой EAD) [82] 

РСА [82] 

T7 N-ацетилмурамил-L-

аланинамидаза [83] 

17 [83] Грам (-)  Escherichia coli 

[83] 

1 EAD [83] РСА [84] 

PlyL N-ацетилмурамил-L-

аланинамидаза [55] 

26.41 [27] Грам (+)  Bacillus [55] 2 (N-концевой EAD, C-

концевой CBD) [55] 

РСА [55] 

PlyG N-ацетилмурамил-L-

аланинамидаза [26] 

28.43 [27] Грам (+)  Bacillus 

anthracis [26] 

2 (N-концевой EAD, C-

концевой CBD) [26] 

ЯМР [85, 86]      

Ts2631 N-ацетилмурамил-L-

аланинамидаза [87] 

18 [87] Грам (-)  Thermus 

scotoductus [87] 

1 EAD [87] РСА [88] 

EndoT5 L-аланил-D-глутамат-пептидаза 

[14] 

15.3 [14] Грам (-)  Escherichia coli 

[14] 

1 EAD [14] ЯМР [14] 
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В то же время, согласно РСА-данным [63], каталитически активный домен 

Ply500 содержит как альфа-спирали, так и бета-листы, и имеет форму «кресла», 

«сиденье» которого сформировано альфа-спиралью α1 и тремя антипараллельными 

бета-листами поверх альфа-спиралей α2 и α4, в то время как альфа-спираль α3 и 

петля, образованная остатками Gly62 – Asn79 формируют «спинку», а петля, 

образованная остатками Trp125 – Tyr131 – «левый подлокотник». 

LysB4, состоящий из двух доменов, имеет структурные мотивы укладки, 

аналогичные структурным мотивам укладки других L-аланоил-D-глутамат-

эндопептидаз, включая CwlK и Ply500 [64]. В ходе изучения LysB4 методом РСА 

было установлено [65], что каталитически активный домен LysB4, образованный 

аминокислотными остатками Met1 – Val152, состоит из пяти альфа-спиралей и трех 

антипараллельных бета-листов. Субдомен, образованный бета-листами и тремя 

альфа-спиралями (α1, α2 и α5), имеет подвижную «крышку», образованную двумя 

другими альфа-спиралями (α3 и α4) и соединяющей их длинной петлей. Из-за 

подвижности участка, связывающего домены, исследовать структуру субстрат-

связывающего домена методом РСА авторам [65] не удалось. Результаты 

исследований [58, 59, 63, 65] структур эндолизинов проиллюстрированы рисунком 

3.  

Существует также ряд изученных эндолизинов, принадлежащих к семейству 

гликозид-гидролаз GH25. В частности, к семейству GH25 относится Cpl-1, 

состоящий из каталитического и холин-связывающего домена, соединенных 

кислотным линкером, содержащим остатки Leu189 – Ala199 [67]. Каталитически 

активный домен имеет форму неправильного (β/α)5 β3-бочонка. Первые пять бета-

листов и альфа-спиралей чередуются, но за α5 следуют бета-листы с 6 по 8, которые 

соединены петлями без каких-либо спиралей. Все бета-листы расположены 

параллельно, за исключением β8, который антипараллелен остальным бета-листам. 

Небольшая бета-шпилька и короткая спираль (αА) закрывают С-концевую сторону 

бета-листа [67]. Структурный домен CI (остатки Gly200 – Val281) складывается в 

соответствии с левосторонним суперспиральным расположением, при этом бета-

шпильки проходят перпендикулярно оси суперспирали, а каждый виток CI 
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поворачивается на 120о против часовой стрелки относительно предыдущего. 

Структурный домен CII (остатки Thr282 – Ala339) складывается совершенно иначе, 

образуя почти антипараллельный шестицепочечный бета-лист [68].  

 

 

 

Рисунок 3. Структуры эндолизинов, полученные методом РСА: А – PlyPSA (PDB ID 

1XOV, [58]), Б – субстрат-связывающий домен Ply500 (PDB ID 6HX0, [59]), В – 

каталитически активный домен Ply500 (PDB ID 2VO9, [63]), Г – каталитически активный 

домен LysB4 (PDB ID 6AKV [65]). Ионы цинка обозначены зелеными сферами. 

Визуализация структур осуществлялась в комплексе программ PyMOL. 

 

 Также к семейству GH25 принадлежит эндолизин PlyB, состоящий из N-

концевого домена, гомологичного каталитически активным доменам членов 

семейства GH25, и С-концевого домена, имеющего структурное сходство с 

бактериальными доменами SH3b. РСА-структура его каталитически активного 

домена [69] имеет форму β/α – бочонка. Первая его часть состоит из чередующихся 

альфа-спиралей и бета-листов (β1 – α1 – β2 – α2– β3 – α3– β4 – α4), а вторая 

сформирована из четырех бета-листов (β5 – β8), связанных ярко выраженными 
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петлями. Бета-бочонок, состоящий из 8 бета-листов (β8 – лист антипараллелен 

остальным), находится в центре структуры и обрамлен 4 альфа-петлями (α1 – α4) с 

одной стороны и петлями, соединяющими бета-листы (β5 – β8) с другой. Над N-

концом бочонка находится последняя, короткая альфа-спираль α5 [69].  

 Гликозид-гидролазой семейства GH25 является и эндолизин Psm. Методом 

РСА было подтверждено наличие у него трех доменов [70]: одного каталитически 

активного (Met1 – Ile202) и двух субстрат-связывающих SH3_3 (домен SH3N, 

состоящий из аминокислотных остатков Asp210 – Leu275 и домен SH3C, 

сформированный из Gln276 – Leu343). Каталитически активный домен имеет 

форму неправильного (β/α)5 β3-бочонка, в которой β6 и β7 соединены не α-

спиралью, а длинной петлей, а β8 антипараллелен другим β-листам. Первая и пятая 

α-спирали разделены на две части (h1 и h2, h6 и h7). Предполагаемые 

каталитические остатки (Asp13 и Glu103) расположены на С-конце β-цилиндра и 

образуют активный центр. Домены SH3N и SH3C практически эквивалентны: 

каждый из них состоит из изогнутой β-структуры, состоящей из семи β-листов, и 

двух коротких 310–спиралей [71]. Структуры эндолизинов семейства GH25 

изображены на рисунке 4.  

Следует также отметить эндолизин PlyC, не принадлежащий ни к одному 

известному семейству гидролаз. PlyC состоит из двух отдельных генных 

продуктов, PlyCА и PlyCВ, и является голоферментом, в котором на каждую 

единицу PlyCА (молекулярной массой 50.4 кДа) приходится 8 единиц PlyСВ 

(молекулярной массой 7.9 кДа) [74]. В субстрат-связывающем октамере PlyCB 

каждый мономер состоит из четырех β-листов, увенчанных с каждой стороны 

короткими α-спиралями. Олигомеризация происходит за счет водородных связей, 

в результате чего образуется кольцо PlyCB. Каталитическая субъединица PlyCA 

содержит три различных домена, соединенных линкерами: N-концевой домен-

гликозидазу GyH (остатки Met1 – Ile205), который включает рыхлый пучок α-

спиралей, короткий центральный спиральный «стыковочный» домен (остатки 

Asn228 – Asn286) и C-концевой домен-N-ацетилмурамил-L-аланинамидазу CHAP 

(остатки Gly309 – Lys465) [73]. 
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Рисунок 4. Структуры эндолизинов семейства GH25, полученные методом РСА: А – Cpl-

1 (зеленым цветом обозначен каталитический домен, оранжевым – линкер, голубым – 

домен СI, розовым – домен CII, шаростержневые модели – молекулы холина, 

адаптировано из [68]), Б – каталитический домен PlyB (адаптировано из [69]), В – Psm 

(адаптировано из [71]) 

 

Другим эндолизином, содержащим домен CHAP и обладающим уникальным 

строением в результате формирования тетрамера с тремя дополнительными 

субстрат-связывающими доменами, является EFm1. При изучении методом РСА 

структур EFm1D166Q и отдельного участка структуры EFm1D166Q, содержащего 

аминокислотные остатки с Asp166 по Val237, EFm1166–237aa, было установлено, что 

EFm1D166Q состоит из N-концевого домена (аминокислотные остатки Met1 –

Thr145), С-концевого домена (аминокислотные остатки Asp165 – Val237) и 

соединяющего их линкера, причем домен CHAP находится в N-концевом домене, 
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а С-концевой домен образует тетрамер. CHAP–домен EFm1D166Q состоит из трех α-

спиралей, двух 310-спиралей и шести β-листов. Две α-спирали соединены длинной 

петлей L1 (аминокислотные остатки Leu14 – Cys29), причем L1 и расположенная 

рядом с ней петля L2 (аминокислотные остатки Asp108 – Ala123) создают 

отрицательный заряд на поверхности белка, а между двумя петлями и двумя 310-

спиралями образуется гидрофобная полость. Каждый мономер, входящий в состав 

EFm1166–237aa, состоит из четырех β-листов, накрытых с обеих сторон короткой α-

спиралью и образующих мотив α-β-α. Примечательно, что способность к 

образованию тетрамера на С-конце необходима для поддержания Efm1 

каталитической функции [75].  

Домен CHAP содержит и эндолизин LysK, состоящий из трех доменов (N-

концевого домена CHAP, амидазы и С-концевого субстрат-связывающего домена 

SH3) и разрушающий пептидогликан множества видов стафилококков, а также 

микрококков и стрептококков [76–78]. Домен СНАР эндолизина LysK был 

исследован отдельно методом РСА [79]. Он содержит две альфа-спирали, две 310-

спирали и шесть бета-листов. N-конец белка состоит из двух альфа-спиралей (I и 

II), соединенных между собой длинной петлей. Другая петля, содержащая 310-

спираль, соединяет N-конец белка с бета-структурой, состоящей из 6 

антипараллельных бета-листов, образующей С-концевую часть [79]. Структуры 

эндолизинов, содержащие СНАР-домен, приведены на рисунке 5.  

Еще одним доменом, встречающимся в ряде эндолизинов, является домен 

DUF3380 [89]. В частности, DUF3380 является частью структуры эндолизина 

Ap3gp15 [80]. В РСА-структуре [81] Ap3gp15 присутствуют два домена: N-

концевой субстрат-связывающий домен (Lys3 – Ser66) и более С-концевой 

каталитически активный домен (Asp77 – Ala264. Субстрат-связывающий домен 

состоит из трех антипараллельных спиралей (α1-α3) и соединен с каталитическим 

доменом через шарнирную область, охватывающую аминокислоты Ala67 – Thr76. 

Каталитически активный домен состоит из двух субдоменов: первый включает 

спирали α4-α5 (Asp77 – Glu101) и спирали α10 - α15 (Gly185 – Ala266), а второй 

содержит β1 (Ile115 – Tyr117), β2-β3 (Thr176 – Met184) бета-листы, 
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перемежающиеся альфа-спиралями α6-α9 (Arg119 – Ala175). Каталитически 

активный домен имеет глубокую вогнутую щель на границе субдоменов [81].  

 

 

Рисунок 5. Структуры эндолизинов, содержащих СНАР-домен, полученные методами 

рентгеноструктурного анализа: А - октамер PlyCB (адаптировано из [73]), Б – домен 

СНАР эндолизина LysK (адаптировано из [79]), В - PlyC (PDB 4F88), Г - EFm1D166Q 

(адаптировано из [75]), Д - EFm1166–237aa (адаптировано из [75]) 

 

Субстрат-связывающий домен Ap3gp15 имеет структурные мотивы укладки, 

аналогичные структурным мотивам укладки субстрат-связывающего домена 

эндолизина gp144, модульного фермента химерного происхождения [90]. Наличие 

субстрат-связывающего домена необходимо для поддержания литической 

активности белка [91]. Было установлено [82], что субстрат-связывающий N-

концевой домен состоит из трехспирального пучка (α1–α3), а С-концевой 

каталитически активный домен включает богатую пролином N-концевую область, 

состоящую из Pro71 – Ala83 [82]. 
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Структуры Ap3gp15 и gp144 представлены на рисунке 6.  

 

 

Рисунок 6. Структуры эндолизинов, полученные методом РСА: А - Ap3gp15 

(адаптировано из [81]), В - gp144, шаростержневая модель – молекула хитотетраозы 

(адаптировано из [82]) 

 

Cтруктура лизоцима T7 также была изучена методом РСА [84]. Поскольку 

получить лизоцим Т7 с кристаллической структурой не удалось, был исследован 

его мутант АК6, лишенный четырех аминокислот на N-конце. Белок содержит пять 

бета-листов и три альфа-спирали, между которыми находятся подвижные петли, 

связывающие цинк [84].  

Также обнаружены и охарактеризованы N-ацетилмурамил-L-аланинамидазы 

PlyL [55] и PlyG [15] γ-профага Ba02 и γ-фага Bacillus anthracis соответственно. 

Установлено [15], что аминокислотная последовательность каталитических 

доменов двух данных эндолизинов совпадает на 93%, различаясь только на 10 

аминокислотных остатков, а субстрат-связывающих доменов – на 60%. Изучение 

каталитически активного домена PlyL методом РСА показало [х], что его способ 

укладки содержит мотивы, наблюдаемые у лизоцима T7. В частности, он образован 

шестью β-листами, окруженными четырьмя длинными α-спиралями: одной 
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спереди (α1) и тремя сзади (α2, α3 и α4); а также петлями, содержащими короткие 

α-спирали. В отличие от лизоцима T7, на N-конце PlyL присутствует 

дополнительный β-лист (β0), а спираль α1 прилегает к β-листам более плотно. Тем 

не менее, активные центры PlyL и T7 представлены консервативными 

аминокислотами (His29, His129 и Cys137), а аминокислотный остаток Lys135 PlyL 

(структурно аналогичный Lys128 Т7), играющий роль в поддержании 

каталитической функции, также консервативен [55].   

Отдельные домены PlyG – цинксодержащий каталитически активный домен 

и субстрат-связывающий домен, были изучены методом ЯМР-спектроскопии [85, 

86] и депонированы в базе данных Protein Data Bank с идентификаторами 2L47 и 

2L48 соответственно. Структура эндолизина Т7, а также отдельных доменов PlyL 

и PlyG представлены на рисунке 7.  

Также была изучена структура эндолизина Ts2631 [88]. Установлено [88], что 

Ts2631 структурно гомологичен лизоциму Т7, что было подтверждено методом 

РСА (см. рисунок 8). Но в отличие от лизоцима T7, эндолизин Ts2631 содержит 

уникальную положительно заряженную N-концевую последовательность, 

способную принимать ряд различных конформаций и отсутствующую у 

эндолизинов, гомологичных Ts2631. В работе [88] предположили, что данная N-

концевая последовательность аминокислотных остатков участвует в связывании с 

с пептидогликаном. 

Наконец, была охарактеризована однодоменная L-аланил-D-глутамат-

пептидаза колифага T5, EndoT5 [14]. Методом ЯМР-спектроскопии установили 

[14], что трехмерная структура EndoT5-Zn2+, включает три α-спирали (остатки Lys7 

– Thr15, Leu20 – Leu30 и Leu87 – Leu104) и три антипараллельных β-листа (остатки 

Phe35 – Gln39, Ala71 – Pro76 и His133 – Glu135). 

Эти основные элементы вторичной структуры соединены между собой пятью 

петлями: двумя короткими петлями (остатки Val16 – Glu19 и Ser31 – Asp34), одной 

петлей средней длины (остатки Tyr77 – Asp86), включающей также короткую β-

шпильку (остатки Tyr77 – Ile82) и две длинные петли (остатки Gly40 – Asp70 и 

Gly105 – Gly132). Длинные петли включают подвижные α-спирали (остатки Gln46 
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– Asn53 и Asp113 – Ser117) и стабильную 310-спираль (остатки His66 – Thr68) [14]. 

Активный центр, связывающий цинк, представлен тремя аминокислотными 

остатками: His66, Asp73 и His133 [10]. Структура белка приведена на рисунке 9.  

Также методом ЯМР-спектроскопии изучена цинк-кальциевая форма 

эндолизина Т5 [24]. Особенности данной структуры обсуждаются в подразделе 

1.2.4. настоящей диссертационной работы.  

 

 

Рисунок 7. Структуры эндолизинов, полученные методом РСА: А - структура 

каталитически активного домена PlyL (адаптировано из [55]), Б - структура лизоцима Т7 

(адаптировано из [55]); и структуры эндолизинов, полученные методом ЯМР-

спектроскопии: В – каталитически активный домен PlyG (PDB 2L47 [85]), Г – субстрат-

связывающий домен PlyG (PDB 2L48 [86]) 
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Рисунок 8. Наложение структур двух мономеров эндолизина Ts2631 (адаптировано из 

[88]). Серая сфера – ион Zn2+, синяя сфера – молекула воды 

 

 

Рисунок 9. Структура эндолизина Т5, полученная методом ЯМР-спектроскопии высокого 

разрешения (адаптировано из [17]). Зеленая сфера – ион Zn2+  

 

Таким образом, существует множество семейств эндолизинов, 

различающихся характерными элементами структуры, спектром клеток-хозяев и 

положением разрушаемых связей в клеточном пептидогликане. Ряд белков 

содержит домены, присущие белкам с различной структурой и функциями, 

например, домен СНАР или домен DUF3380, в то время как некоторые белки 

обладают уникальными доменами, не обнаруженными у других эндолизинов, 

например, домен PlyCB. Стоит отметить, что подавляющее большинство 

известных структур эндолизинов было получено методом РСА, причем зачастую, 
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из-за невозможности кристаллизовать белок, изучали его мутантную форму или 

отдельный домен.    

Структура EndoRB49 остается неизученной, при этом как EndoRB49, так и 

EndoT5 представляют собой глобулярные молекулы с подвижными петлями, 

непригодные для кристаллизации. Это является причиной того, что в рамках 

данной работы структурные особенности данных белков и их мутантных форм 

исследуются методом ЯМР-спектроскопии. В частности, ЯМР-спектроскопия 

используется для получения предварительной трехмерной структуры EndoRB49 

(см. раздел 3.1. настоящей диссертационной работы) и для определения роли 

консервативного триптофана в поддержании каталитически активной структуры 

этих эндолизинов (см. раздел 3.2. настоящей диссертационной работы). 

Так как в настоящее время PlyG является единственным многодоменным 

эндолизином, структуры отдельных доменов которого определены методом ЯМР-

спектроскопии, в данной работе эндолизин PlyG выбран в качестве объекта 

исследования для сравнения структурных особенностей однодоменных 

эндолизинов и отдельных доменов многодоменных эндолизинов (см. разделы 3.3. 

и 3.4. настоящей диссертационной работы). 

 

1.1.4. Применение эндолизинов 

 

Эндолизины и препараты на их основе – чрезвычайно эффективные 

антимикробные средства, нашедшие применение в биотехнологии, пищевой 

промышленности и сельском хозяйстве [92 − 94]. В первую очередь, эндолизины 

обладают способностью разрушать биопленки, в том числе, устойчивые к 

антибиотикам штаммов бактерий, и, следовательно, могут применяться в 

биотехнологии для контроля роста микроорганизмов, а также для обработки рук и 

рабочих поверхностей [95 – 96]. 

В пищевой промышленности эндолизины могут использоваться в качестве 

безопасных и натуральных консервантов пищевых продуктов. Согласно 

исследованиям [97 – 102], с помощью эндолизинов можно подавлять размножение 
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пищевых патогенов, таких как Streptococcus pneumonia, S. aureus, Listeria 

monocytogenes, Enterococcus faecalis и Clostridium perfringens. Так, например, 

эндолизин PlyV12 продемонстрировал высокую литическую активность в 

отношении устойчивых к антибиотикам Enteroccocus faecalis и E. Faecium; 

эндолизин Ply700 Streptococcus uberis и эндолизин фага Н5 S. aureus эффективны 

против бактерий, содержащихся в коровьем молоке; эндолизин LysSA97 

эффективен против S. aureus в цельном молоке, обезжиренном молоке и нежирной 

говядине; PlyP825 продемонстрировал синергический бактерицидный эффект при 

высоком гидростатическом давлении в отношении L. Monocytogenes; эндолизины 

CS74L и Ctp1L эффективны против C. perfringens. Следовательно, эндолизинами 

можно обрабатывать молочные и мясные продукты, а также фрукты и овощи.  

Эндолизины также можно применять в сельском хозяйстве, например, для 

защиты растений от бактериальных заболеваний. Были успешно созданы 

трансгенные растения томата с эндолизином фага CMP1, устойчивые к Clavibacter 

michiganensis [103], вызывающей антракноз, и трансгенный картофель, 

экспрессирующий лизоцим Т4 [104, 105] и устойчивый к Pectobacterium carotovora, 

вызывающей гниение плодов. Эффективность эндолизинов против стрептококков 

также делает его одним из средств лечения мастита у коров [106]. 

Таким образом, эндолизины можно рассматривать в качестве 

антибактериальных средств широкого применения. В рамках конкретной 

практической задачи при выборе эндолизина в качестве антибактериального агента 

следует учитывать как его антибактериальную специфичность, так и 

соответствующие условия его функционирования.  

В частности, в отношении объектов настоящего исследования доказано [18], 

что эндолизины RB49 и Т5 способны гидролизовать пептидогликан типа A1γ 

(Bacillus megaterium, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida VKM B-1301T), 

в том числе амидированный пептидогликан типа A1γ (Bacillus licheniformis, 

Bacillus subtilis), а также пептидогликан типов A4α (Sporosarcina  pasteurii) и A4β 

(Cellulomonas  fimi,  Cellulomonas flavigena). При этом эндолизин PlyG гидролизует 

пептидогликан Bacillus anthracis и Bacillus cereus RSVF1, а его каталитический 
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домен, отделенный от структуры эндолизина, приобретает способность 

гидролизовать пептидогликан других видов бактерий рода Bacillus [27]. Кроме 

того, было установлено, что воздействие PlyG, вне зависимости от присутствия 

мутагена, этилметансульфоната, не приводит к возникновению у Bacillus anthracis 

резистентности к данному эндолизину.  

Стоит отметить, что условия, необходимые для сохранения эндолизинами 

RB49, Т5 и PlyG каталитической активности, установлены только частично, в связи 

с чем в настоящее время применение данных эндолизинов ограничено. Ряд ранее 

не обнаруженных соответствующих условий функционирования EndoRB49 и 

EndoТ5 устанавливается в данной диссертационной работе.  

 

1.2. Условия сохранения каталитической активности объектами 

исследования 

 

1.2.1. Оптимальные условия среды 

 

рН-оптимумы ферментов. Как было показано в [13], EndoRB49 активен в 

диапазоне pH 7.0–9.0, при этом максимальная активность наблюдается при pH 

около 8.0. EndoT5 максимально активен при рН около 8.5 [14]. Активность 

определяли спектрофотометрически, по уменьшению оптической плотности 

«ночной» культуры E. coli B, предварительно обработанной хлороформом [13, 14]. 

рН-оптимум PlyG определялся посредством оценки структурной 

стабильности. Изучая процесс термической денатурации эндолизина методом 

кругового дихроизма, авторы [26] установили, что структура PlyG является 

наиболее стабилизированной при pH 6.0. 

Термостабильность. В работе [13] спектрофотометрически было 

обнаружено, что после 30-минутного нагревания при 90°С EndoRB49 сохраняет 1/4 

своей ферментативной активности, в то время как EndоТ5 сохраняет 2/3 

ферментативной активности. Оценка методом кругового дихроизма процентного 

содержания альфа-спиральных сегментов в молекулах фермента до и после 
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нагревания показала, что EndoRB49 восстанавливает 65%, а EndоТ5 - 80% своей 

альфа-структуры.  

Установлено, что температура полуперехода, T1/2, соответствующая 

температуре, при которой концентрации свернутой и развернутой фракций белка 

равны, для EndoRB49 составляет 43±2 °C, в то время как T1/2 EndoТ5 составляет 

56±1 °C [13]. Эти относительно низкие значения T1/2 позволили предположить [13], 

что термостабильность этих белков основана на способности вторичной структуры 

и функциональной активности восстанавливаться после нагревания и повторного 

охлаждения. 

Термостабильность PlyG, аналогично, оценивалась методом кругового 

дихроизма [26]. Помимо определения T1/2 полноразмерного PlyG при pH 6.0, 

равной 64 °C, также определяли T1/2 его отдельных доменов, которые составили 66 

°C и 72 °C у каталитически активного и субстрат-связывающего доменов 

соответственно. Было отмечено [26], что вследствие высокой термостабильности и 

структурной стабильности отдельные домены PlyG могут быть использованы для 

конструирования химерных эндолизинов с повышенной стабильностью.  

Оптимум ионной силы EndoRB49 и EndoТ5. При определении оптимума 

ионной силы EndoRB49 [13] применялись буферные растворы с рН 8.0, при 

определении оптимума ионной силы EndoТ5 [14] применялись буферные растворы 

с рН 8.2. Оптимумы ионной силы составили 100 мМ для EndoRB49 и 25–50 мМ и 

для EndoТ5 [13, 14].  

Действие ингибиторов ферментативной активности на способность 

EndoRB49 и EndoТ5, а также EndoRB43 (эндолизина семейства М15_С, 

неспособного связывать кальций подобно EndoRB49) разрушать 

бактериальный пептидогликан. В рамках работы [13] установлено, что ни один 

из типичных хелаторов Са2+ или Mg2+ (ЭДТА, ЭГТА, BAPTA с концентрацией 1 

мМ) не ингибирует ферментативную активность EndoRB43 и EndoRB49, в отличие 

от EndoT5 (см. рисунок 10). На активность EndoRB49 также не влияли 1 мМ 1,10-

фенантролина (хелатор - Zn2+), CaCl2, MgCl2 и MnCl2. EndoRB49 количественно 

ингибируется избытком Zn2+, что характерно для Zn-содержащих пептидаз.  
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Ферменты также были малоактивны в калий-фосфатном буфере, что могло 

быть связано с низкой растворимостью фосфатов каталитического цинка [13]. 

 

 

Рисунок 10. Влияние различных ингибиторов на удельную активность ферментов 

(адаптировано из [13]) 

 

Авторы [13] предположили, что устойчивость EndoRB49 к ингибиторам, а 

также высокий оптимум его ионной силы могут быть связаны со структурой 

белковой глобулы. Для нее характерны наличие гидрофобного ядра, полярных и 

заряженных аминокислотных остатков, экспонированных на поверхности, и 

хорошо структурированной гидратной оболочки. Такая структура должна быть 

менее устойчивой к высоким температурам, чем структуры ортологичных белков, 

именно из-за оболочки, которая при нагреве будет утрачена [13]. 

 

1.2.2. Структура активных центров эндолизинов семейства М15_С 

 

Эндолизинам семейства М15_С для связывания каталитического цинка 

требуется наличие в активном центре фермента двух остатков His [16]. 

Аминокислотные последовательности ферментов EndoT5, EndoRB49 и EndoRB43 
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различаются количеством гистидиновых остатков. В последовательности EndoT5 

присутствует три гистидиновых остатка, два из которых, His66 и His133, участвуют 

в координации иона Zn2+ [17]. Последовательность EndoRB43 содержит всего два 

гистидиновых остатка, His62 и His127, что делает очевидным факт их участия в 

связывании иона цинка. EndoRB49 содержит шесть остатков гистидина. 

Определение номеров гистидиновых остатков, участвующих в связывании иона 

Zn2+ было проведено методом ЯМР-спектроскопии [20].  

Сравнение низкопольных частей спектров EndoRB43, EndoRB49 и EndoT5 

[20] (рисунок 11), имеющих известную структуру, выявило наличие в этой области 

двух сигналов с химическими сдвигами 15.3 ppm и 13.3 ppm для EndoRB43 и 15.6 

ppm и 12.7 ppm для EndoT5. Связывание ионов Zn2+ и Ca2+ с EndoT5 приводит к 

появлению сигналов NH-протонов имидазольных колец гистидиновых остатков 

His66 и His133, которые участвуют в формировании активного центра фермента 

[23]. Два сигнала, обнаруженных в низкопольной части спектра EndoRB43 [20], 

принадлежат имидазольным NH-протонам гистидиновых остатков His62 и His127 

этого белка.  

В низкопольной области спектра EndoRB49 находится четыре сигнала: 14.14, 

13.1, 12.61 и 11.77 ppm [20] (рисунок 11). Наличие шести гистидиновых остатков в 

последовательности этого белка затрудняет идентификацию конкретных 

гистидиновых остатков, участвующих в формировании активного центра 

фермента. Для решения этой проблемы авторами [20] были получены 1H/15N-HSQC 

(Heteronuclear Single Quantum Correlation, гетероядерные одноквантовые 

корреляционные) спектры EndoRB49, меченного стабильным изотопом 15N. 

Отнесение сигналов в низкопольной части спектра EndoRB49-Zn2+ было выполнено 

на основании существующего отнесения сигналов EndoT5-Zn2+-Ca2+ и сравнения 

белковых последовательностей.  

Низкопольные области спектров 15N-меченных комплексов EndoT5-Zn2+-Ca2+ 

и EndoRB49-Zn2+ представлены на рисунке 12. Сигналы, находящиеся в 

низкопольной части спектра, принадлежат парам Hε/Nε и Hδ/Nδ имидазолов 
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консервативных остатков гистидина, присутствующих в аминокислотных 

последовательностях эндолизинов семейства М15_С и координирующих Zn2+.  

 

 

Рисунок 11. 1Н ЯМР-спектры ферментов при pH = 4.2 и Т = 298 K: A - EndoRB43, B - 

EndoT5 и С - EndoRB49 [94]. Низкопольные части спектров, характеризующие 

связывание Zn2+ (А, С), Zn2+ и Ca2+ (В) показаны в развернутом виде.  

 

 

Рисунок 12. Низкопольные области 1H/15N-HSQC спектров 15N-меченных комплексов  

(А) EndoT5-Zn2+-Ca2+ и (В) EndoRB49-Zn2+ при pH = 4.2 и Т = 298 K [20]. 
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Частичное отнесение сигналов EndoRB49 на рисунке 12 в работе [20] было 

подтверждено серией экспериментов NOE (Nuclear Overhauser Effect, Ядерный 

Эффект Оверхаузера). Спектры насыщения резонанса NH-протонов EndoRB49, 1Н-

NOE, показаны на рисунке 13.  

 

 

Рисунок 13. 1Н-NOE-спектры насыщения резонанса NH-протонов EndoRB49-Zn2+ [94]. 

Прямой NOE сигналов при: А) 11.77 ppm, В) 12.61 ppm, C) 13.01 ppm и D) 14.14 ppm. X – 

аминокислотный остаток, участвующий в формировании общей вторичной структуры с 

Lys113.  

 

Схемы соответствующих экспериментов [20] приведены на рисунке 14. 

Поддержание структуры активных центров эндолизинов семейства М15_С 

необходимо для сохранения ими способности связывать каталитический цинк, и, 

таким образом, является обязательным условием для сохранения данными 

эндолизинами каталитической активности. Аминокислотные остатки, 

участвующие в связывании иона Zn2+, являются консервативными для эндолизинов 
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семейства М15_С: их наличие в последовательности аминокислот характерно для 

всех членов семейства.  

 

 

Рисунок 14. Схемы NOE-экспериментов [20], результаты которых приведены на рисунке 

13 с соответствующими буквенными обозначениями. Красные стрелки указывают на 

протон, резонанс которого насыщается в каждом эксперименте. Зеленые стрелки 

указывают на зарегистрированные пути передачи энергии. Цифрами обозначено 

положение резонансов, между которыми в каждом случае регистрируется NOE или спин-

спиновое взаимодействие. На схемах A и B розовый цвет указывает на химические связи 

между протонами, сигналы которых коррелируют в COSY (Correlation Spectroscopy, 

гомоядерная корреляционная спектроскопия). X – аминокислотный остаток, 

участвующий в формировании общей вторичной структуры с Lys113. 

 

Выдвинута гипотеза о том, что консервативный остаток триптофана (Trp114 

для EndoT5, Trp109 для EndoRB49 и Trp110 для EndoRB43), как и активный центр 

эндолизина, стабилизирует каталитически активную структуру этих пептидаз [20]. 

Для проверки данной гипотезы, а также для уточнения роли консервативного 

остатка триптофана в поддержании каталитически активной формы эндолизинов 

семейства М15_С было проведено исследование [107], результаты которого 

обсуждаются в подразделе 1.2.3 настоящей диссертационной работы.  

 

1.2.3. Роль консервативного триптофана в поддержании функций EndoRB49 

и EndoT5  

 

Примечательно, что консервативный остаток триптофана не является частью 

определенной регулярной структуры: так, в EndoT5, Trp114 расположен в кальций-
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связывающей петле [10], и, предположительно, позволяет иону Ca2+ оказывать 

стабилизирующее действие на структуру белковой глобулы [20], в то время как 

EndoRB43 и EndoRB49 не имеют в своей структуре ионов кальция.  

Для установления роли консервативного триптофана в этих белках были 

исследованы [107] особенности фенилаланинового и аланинового точечных 

мутантов эндолизинов бактериофагов RB49 и T5 по триптофану. Вклад отдельных 

аминокислотных остатков в обеспечение структурной стабильности и поддержание 

функций глобулярного белка можно оценить, заменяя данные аминокислотные 

остатки на другие аминокислотные остатки, в том числе, аланин. В частности, в 

рамках изучения структур ферментов, разрушающих пептидогликан, данный 

подход был успешно применен для определения роли остатков Thr115 – Gln123 

лизоцима фага Т4 [108] и для объяснения принципа формирования гомодимера 

эндолизина Cpl-1 [109].  

Как установлено в [107], эндолизину EndoT5 для проявления своей 

активности достаточно регуляторного иона Ca2+, содержащегося в клеточных 

стенках, в то время как для измерения литической активности EndoT5W114F 

требовалось добавление в реакционную среду 100 мкМ CaCl2. Измерение 

литической активности EndoT5W114А также проходило в присутствии 100 мкМ 

CaCl2. Активность белков определялась спектрофотометрически [107] по 

уменьшению оптической плотности культуры E. coli B, предварительно 

обработанной хлороформом. 

Результаты определения литической активности приведены в таблице 2. 

Как следует из таблицы 2, фенилаланиновые мутанты сохраняют 30-40% от 

исходной активности белка, EndoRB49W109A сохраняет около 5% от исходной 

активности белка, а EndoT5W114A представляет собой неактивную мутантную 

форму цинковой металлопептидазы EndoT5.  

Отсутствие активности у мутанта EndoT5W114A позволило 

проанализировать его относительную способность к связыванию с субстратом. В 

работе [107] эксперимент проводился в условиях конкуренции за субстрат 

молярного избытка EndoT5W114A с EndoT5. Результаты эксперимента, 
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посвященного способности различных белков конкурировать с EndoT5 за субстрат, 

приведены на рисунке 15.  

 

Таблица 2. Максимальная удельная литическая активность EndoRB49, EndoT5 и 

их мутантов по консервативному триптофану [107]  

 

EndoT5 и его мутанты EndoRB49 и его мутанты 

Фермент Специфическая 

активность, ед./мг 

Фермент Специфическая 

активность, ед./мг 

EndoT5 8380 ± 180 EndoRB49 3205 ± 134 

EndoT5W114F 2416 ± 25 EndoRB49W109F 1281 ± 102 

EndoT5W114A - EndoRB49W109A 151 ± 31 

 

 

Рисунок 15. Влияние избытка белков на активность 1 нМ EndoT5 в условиях конкуренции 

за субстрат. W114A - мутант EndoT5 по консервативному триптофану, D130A - мутант 

EndoT5 по каталитическому аспартату (положительный контроль связывания), BSA - 

бычий сывороточный альбумин (отрицательный контроль связывания). Максимальная 

активность EndoT5 в отсутствие других белков была принята за 100%. Адаптировано из 

[107]. 
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Как установлено в работе [107], активность EndoT5 падает в присутствии 30- 

и 300-кратного молярного избытка EndoT5D130A до 85% и 38% от максимума 

соответственно, а 1200-кратный молярный избыток EndoT5D130A полностью 

подавляет активность EndoT5 (рисунок 15). 

При этом мутант EndoT5W114A в 30- и 300-кратном избытке не приводил к 

снижению литической активности EndoT5, а 1200-кратный молярный избыток 

EndoT5W114A привел к незначительному снижению ферментативной активности 

EndoT5 до 60% от максимальной. Таким образом, способность мутанта 

EndoT5W114A конкурировать с EndoT5 оказалась резко сниженной по сравнению 

со способностью EndoT5D130A к конкуренции за сайты связывания [107].  

Авторы [107] предположили, что снижение способности связывать субстрат 

опосредовано изменением конформации белковой глобулы в целом. Кроме того, 

ими была выдвинута гипотеза о том, что консервативный остаток триптофана 

напрямую участвует в гидрофобных взаимодействиях с пептидогликановым 

субстратом. Проверка данной гипотезы проведена в рамках настоящей 

диссертационной работы методом молекулярного докинга.  

 

1.2.4. Кальциевая активация эндолизина T5 

 

Присутствие в структуре эндолизина Т5 иона кальция необходимо для 

сохранения данным ферментом литической активности [14]. Подвижная петля 

Gly111 – Asp130 EndoT5 содержит ряд аминокислотных остатков с полярной 

боковой цепью (Asp113, Asn115, Ser117, Asp122, Glu123 и Asp130). В рамках 

исследования [22], спектрофотометрически (по оптической плотности суспензии 

клеток E. coli B, предварительно обработанных хлороформом) определяя 

активность мутантов, у которых один или два полярных остатка данной петли 

заменены на аланин, установили, что аминокислотные остатки Asp113, Asn115 и 

Ser117 функционально соответствуют остаткам 1, 3 и 5 консенсусной 

последовательности канонического EF-мотива эукариотических кальций-

связывающих белков. Тем не менее, в отличие от классического EF-мотива, 
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кальций-связывающая петля EndoT5 имеет укороченный размер (11 остатков 

вместо 12), содержит замены в С-концевой области и обладает низким сродством к 

иону кальция [24]. Для установления структурных принципов кальциевой 

активации EndoT5 было проведено исследование [24]. В работе [24] методом ЯМР-

спектроскопии в растворе была впервые изучена трехмерная EndoT5 в комплексе с 

ионами Zn2+ и Ca2+ (PDB ID 8P3A), а также проведен сравнительный анализ этой 

структуры с ранее изученной структурой EndoT5-Zn2+ (PDB ID: 2MXZ).   

Согласно сравнительному анализу данных структур, при связывании иона 

Ca2+ количество α-спиралей уменьшается с 49 до 36%, а количество β-листов 

увеличивается с 12 до 16%. Примечательно, что C-концевая часть α3-спирали 

EndoT5-Zn2+, Ile51 и Ala52, при связывании Ca2+ перестает быть частью какой-либо 

регулярной структуры. При этом Val44 и Ala45, находящиеся на N-конце этой 

спирали, наоборот, становятся частью α-спирали. Кроме того, аминокислотные 

остатки Leu108 – Gly111, находящиеся перед кальций-связывающей петлей и не 

являющиеся частью регулярной структуры, при связывании Ca2+ образуют 

дополнительный β-лист. При этом Asp113 – Ala116, входящие в кальций-

связывающую петлю и в отсутствие Ca2+ образующие α-спираль, перестают быть 

частью регулярной структуры. Связывание Ca2+ также приводит к тому, что в 

состав C-концевой α-спирали Ile124 – Arg126 начинает входить дополнительный 

аминокислотный остаток, Glu123, а длины α-спиральных (Leu20 – Leu30) и β-

листовых (Ala71 – Ile78) сегментов глобулярного ядра укорачиваются на один 

аминокислотный остаток с C- и N-концов, соответственно. Напротив, β-листы 

Phe35 – Gln39 и His133 – Glu135 становятся длиннее на один аминокислотный 

остаток с N- или C-конца. Таким образом связывание Ca2+, вызывает изменение 

вторичных структур, входящих как в состав протяженных петель, так и в состав 

глобулярной части EndoT5 [24]. 

Среднеквадратичное отклонение координат атомов основной цепи 

ансамблей структур EndoT5-Zn2+ и EndoT5-Zn2+Ca2+, полученное в [24], 

представлено на рисунке 16.  
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Рисунок 16. Среднеквадратичное отклонение (Å) для атомов основной цепи ансамблей 

структур EndoT5-Zn2+ ( )̄ и EndoT5-Zn2+Ca2+ (•). Каждый ансамбль состоит из 20 структур. 

Адаптировано из [24].  

 

Также в рамках исследования [24] были получены значения гетероядерного 

15N{1H}-NOE для изучения динамики основной цепи EndoT5 в субнаносекундном 

диапазоне (рисунок 17).  

Сравнительный анализ значений 15N{1H}-NOE для пар амидных сигналов 

15N- 1H основной цепи обеих форм белка показывает, что в субнаносекундном 

временном диапазоне только основная цепь участка петли Gly40 – Asp70 обладает 

значительной внутримолекулярной подвижностью. В то же время кальций-

связывающая петля (Gly111 – Gly132) глобально неподвижна. Тем не менее, после 

связывания кальция значения 15N{1H}-NOE для соседних амидных пар 

полипептидной цепи, выравниваются по всей структуре, что указывает на 

возникновение динамической конъюгации соседних аминокислотных остатков. 

Это свидетельствует о возникновении в структуре макромолекул EndoT5-Zn2+ при 

связывании ими ионов Ca2+ конформационных отношений, что согласуется со 

структурными данными, полученными при анализе среднеквадратичного 

отклонения положений атомов основной цепи ансамблей структур EndoT5-Zn2+ и 

EndoT5-Zn2+Ca2+: из рисунка 16 можно установить, что несмотря на 

пространственную удаленность протяженных петель Gly40 – Asp70 и Gly111 – 



44 
 

Gly132 и отсутствие прямого контакта между ними, упорядоченность их 

конформационных состояний носит симбатный характер. 

 

 

Рисунок 17. Значения гетероядерного 15N{1H}-NOE, измеренные для пар амидных 

сигналов 15N- 1H основной цепи EndoT5-Zn2+ (A) и EndoT5-Zn2+Ca2+ (B). Адаптировано из 

[24]. 

 

Таким образом, связывание иона Ca2+ сопровождается выбором 

функционально значимых конформационных состояний подвижных петель 

фермента (Gly40 – Asp70 и Gly111 – Gly132). Была выдвинута гипотеза о том, что 
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связывание EndoT5 кальция вызывает конформационные изменения, приводящие 

к преобладанию форм EndoT5, у которых гидрофобные аминокислоты, 

участвующие во взаимодействии с субстратом, экспонированы в раствор [24]. Тем 

не менее, данная гипотеза требует подтверждения, а характер движения 

подвижных петель остается неустановленным.  

Следовательно, на основании представленного выше обзора литературы 

можно заключить, что структурные особенности однодоменных эндолизинов 

семейства М15_С, необходимых данным эндолизинам для поддержания своих 

функций, на сегодняшний день практически не изучены. Это, в свою очередь, 

определяет необходимость решения ряда актуальных задач в рамках темы 

диссертационного исследования: (1) установление роли консервативного 

триптофана в поддержании структуры и функций эндолизинов семейства М15_С, 

(2) поиск сайтов связывания однодоменных эндолизинов с пептидогликаном 

методом молекулярного докинга, (3) поиска возможных альтернативных гипотез, 

объясняющих активацию EndoT5 при связывании кальция, (4) приведение более 

детального описания структурных изменений, вызываемых кальциевой активацией 

данного фермента. 
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Глава 2. Материалы и методы исследования 

 

2.1. Реактивы 

 

При выполнении данной работы были использованы следующие реактивы: 

акриламид, хлорид натрия, ЭДТА (Helicon); Q5® ДНК-полимераза (New England 

BioLabs); Novagen’s pET-30b, среда LB, минимальная среда М9, канамицин, ИПТГ, 

Трис-HCl, 15NH4Cl, 13C6N12O6, CD3COOD, D2O, CaCl2, Zn(NO3)2 · 6H2O, мочевина, 

аммиачная вода (Sigma-Aldrich); NaN3 (Thermo Scientific Chemicals). 

 

2.2. Биопрепараты 

 

2.2.1. Сайт-направленный мутагенез 

 

 Для изучения роли консервативного триптофана в поддержании структуры и 

функций эндолизинов семейства М15_С EndoRB49 и EndoТ5, сотрудниками 

Группы молекулярной биотехнологии Филиала Федерального государственного 

бюджетного учреждения науки Государственного научного центра Российской 

Федерации Института биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и 

Ю.А. Овчинникова РАН (Филиал ГНЦ ИБХ РАН) методом сайт-направленного 

мутагенеза [110] были получены мутанты EndoRB49, содержащие замену Trp109 

на аланин (EndoRB49W109A) и фенилаланин (EndoRB49W109F), и мутанты 

EndoТ5, содержащие замену Trp114 на аланин (EndoТ5W114A) и фенилаланин 

(EndoRB Т5W114F), методом QuikChange™ согласно Quick Protocol E0554.   

Для замены триптофана (TGG) на аланин (GCG) использовали следующие 

пары праймеров: 

T5WAup:  

5′-CTTCGTTTTGGTGCTGATGCGAATGCTTCGGGAGACTATC-3′  

T5WAlo:  

5′-GATAGTCTCCCGAAGCATTCGCATCAGCACCAAAACGAAG-3′ 
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RB49WAup:  

5′-GTTGAATGGGGTGGGGATGCGACTAGTTTTAAAGATGGTCCTC-3′  

RB49WAlo:  

5′-GAGGACCATCTTTAAAACTAGTCGCATCCCCACCCCATTCAAC-3′ 

Для замены триптофана (TGG) на фенилаланин (TTC) использовали 

следующие пары праймеров:  

T5WFup:  

5′-CTTCGTTTTGGTGCTGATTTCAATGCTTCGGGAGACTATCAC-3′  

T5WFlo:  

5′-GTGATAGTCTCCCGAAGCATTGAAATCAGCACCAAAACGAAG-3′ 

RB49WFup: 

5′-GTTGAATGGGGTGGGGATTTCACTAGTTTTAAAGATGGTCCTCACT-3′  

RB49WFlo: 

5′-AGTGAGGACCATCTTTAAAACTAGTGAAATCCCCACCCCATTCAAC-3′ 

 

2.2.2. Получение, выделение и очистка белка 

 

 В рамках выполнения данной работы сотрудники Группы молекулярной 

биотехнологии Филиала ФГБУН Государственного научного центра Российской 

Федерации Института биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и 

Ю.А. Овчинникова РАН (Филиал ГНЦ ИБХ РАН) получали как 13C-15N меченые, 

так и не меченые формы белков EndoRB49, EndoТ5 и их мутантов. 

Плазмиду на основе pET-30b, несущую ген EndoRB49 (pEndoRB49), EndoТ5 

(рEndoТ5) или выбранной мутантной формы одного из этих белков, 

трансформировали в клетки E. coli штамма С41 (DE3).  

Для получения не меченых форм белка, культуру получали в среде LB, 

содержащей 50 мкг/мл канамицина, выращивая клетки при 37 оС до достижения 

оптической плотности OD550 = 1.0.  Далее добавлением 0.5 мМ ИПТГ индуцировали 

синтез эндолизина.  
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Для получения меченых форм белка, культуру получали в минимальной 

среде М9, содержащей 15NH4Cl в качестве источника азота, 13C6N12O6 в качестве 

источника углерода и 50 мкг/мл канамицина, выращивая клетки при 37 оС до 

достижения оптической плотности OD550 = 0.6.  Далее добавлением 0.8 мМ ИПТГ 

индуцировали синтез эндолизина. 

По истечении 3 часов после добавления ИПТГ, клетки осаждались 

центрифугированием и суспендировались в буферном растворе, содержащем 25 

мМ Трис-HCl (pH = 8.0), 40 мМ хлорида натрия и 1 мМ ЭДТА. После обработки 

ультразвуком при 75 Вт в течение 1 минуты, суспензию клеток очищали 

центрифугированием при 20000g в течение 30 минут.  

Супернатант пропускали через колонку Toyopearl DEAE 650M (TosoHaas, 

Stuttgart, Германия), затем загружали в колонку P11 (Whatman plc, Buckinghamshire, 

Великобритания). В роли уравновешивающего буфера выступал 25 мМ Трис-HCl 

буферный раствор. Белки элюировали 0.04–0.50М раствора хлорида натрия и 

анализировали фракции объемом 2 мл методом электрофореза в 15% 

полиакриламидном геле; целевые белки элюировали 0.3М раствора хлорида 

натрия.  

 

2.2.3. Получение образцов для ЯМР-спектроскопии 

 

Хроматографически чистые препараты белка подвергались обессаливанию 

путем трех последовательных этапов диализа стократным объемом аммиачной 

воды с рН, составляющим 9.3. Обессоленный водный раствор белка, 

замороженный в жидком азоте при -196 °С, лиофилизовался при остаточном 

давлении 60 Па в течение 8 ч до выравнивания температуры образца с комнатной 

температурой.  

Лиофилизат растворяли в буфере с рН = 4.1, содержащем 50 мМ CD3COOD, 

3 мМ Zn(NO3)2, 0.03% NaN3 и 8 М мочевины.  
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Для получения форм белков, содержащих Zn2+, проводили три 

последовательных этапа диализа против буфера с рН = 4.1, содержащего 50 мМ 

CD3COOD, 3 мМ Zn(NO3)2, 0.03% NaN3.  

Для получения Zn2+/Ca2+ формы EndoT5 и его мутантов к препарату 

добавляли раствор CaCl2 таким образом, чтобы конечная концентрация CaCl2 

составила 3 мМ, после чего проводили три последовательных этапа диализа против 

буфера с рН = 4.1, содержащего 50 мМ CD3COOD, 3 мМ Zn(NO3)2, 0.03% NaN3.  

Объем одного образца составлял 550 мкл, причем перед помещением в 

пробирку ЯМР диаметром 5 мм, к каждому образцу добавляли 50 мкл D2O. 

Измерения проводились при 298 К [107].  

 

2.2.4. ЯМР-спектроскопия 

 

 В основе явления ЯМР лежит обладание ядра ненулевым спином. У 

подавляющего большинства химических элементов есть хотя бы один нуклид, 

обладающий ядерным спином; кроме того, протон (со спином, равным ½) 

представляет собой наиболее распространенный изотоп водорода.  

 Рассмотрим набор одинаковых ядер со спином ½ во внешнем постоянном 

поле, направленном вдоль оси z. Ориентация, параллельная приложенному полю, 

α, имеет несколько меньшую энергию, чем антипараллельная ориентация β, 

поэтому в равновесном состоянии будет наблюдаться избыток ядер в состоянии α, 

следовательно, результирующий вектор намагниченности M сонаправлен с осью z.  

Главным требованием для индуцирования переходов между 

энергетическими уровнями (возникновения резонанса) является применение 

переменного магнитного поля (поля ὄ), создаваемого радиочастотным 

излучением, поступающим на образец. Радиочастотное излучение передается через 

катушку, окружающую образец; геометрия катушки такова, что поле существует в 

плоскости, перпендикулярной статическому полю.  

Далее рассмотрим результат облучения образца радиочастотным импульсом. 

Импульс представляет собой включение радиочастотного излучения определенной 
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амплитуды на некоторое время, а затем его выключение. При этом переменное 

радиочастотное электромагнитное поле налагает крутящий момент на 

результирующий вектор намагниченности в направлении, перпендикулярном 

направлению поля ὄ, которое поворачивает вектор от оси z к плоскости x–y на 

фазовый угол θ (рисунок 18). Намагничивание в плоскости x–y индуцирует сигнал 

в детекторной катушке. 

 

 

Рисунок 18. Вращение результирующего вектора намагниченности. Воспроизведено из 

[111]  

 

Все ЯМР-эксперименты основаны на применении последовательностей 

импульсов с различными фазовыми углами.  

Так как намагниченность в плоскости x–y соответствует отклонению от 

равновесной заселенности спинов, рассматриваемая система после выключения 

радиочастотного излучения будет возвращаться к равновесию. Это вызывает 

затухание сигнала ЯМР со временем, и приводит к наблюдению интерферограммы 

- спада свободной индукции (ССИ). Фурье-образ интерферограммы представляет 

собой ЯМР-спектр.  

Все двумерные эксперименты имеют один и тот же стандартный формат и 

состоят из четырех четко определенных этапов, называемых периодами 

подготовки (Preparation, Р), эволюции (Evolution, Е), смешивания (Mixing, М) и 

регистрации (Detection, D) (рисунок 19).  

Периоды подготовки и смешивания обычно включают импульс или группу 

импульсов, а также задержки различной длительности. Характеристики импульсов 

и длительности задержек меняются в зависимости от конкретного эксперимента. 

Для получения спектра с двумя частотными областями, f1 и f2, необходимо 
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регистрировать ССИ как функцию двух отдельных переменных времени, t1 и t2. 

Одна временная область и, следовательно, одна частотная область возникает в 

процессе регистрации (t2 на рисунке 19).  

 

 

Рисунок 19. Общая схема двумерного ЯМР-эксперимента. Воспроизведено из [111] 

 

Период эволюции является ключевым для получения данных во втором 

измерении. В частности, интенсивность резонанса как функция от t1 представляет 

собой другой ССИ (полученный косвенно). Следовательно, эксперимент требует 

установления зависимости интенсивности резонанса в каждой точке области f2 в 

зависимости от t1. Систематическая регистрация ССИ для систематически 

увеличивающегося периода времени t1 приводит к получению полного набора 

двумерных данных.  

Суть многомерного эксперимента заключается в том, что один сигнал, 

модулированный как функция одной временной переменной t1, регистрируется как 

функция другой временной переменной t2. После преобразования Фурье по 

отношению к t1 возникает вторая частотная область f1, которая в сочетании с 

частотной областью f2 порождает двумерный спектр. Обозначение частотных осей 

(f1 и f2) следует из порядка соответствующих временных областей в 

последовательности импульсов.  

Аналогично, трехмерный спектр имеет три независимо увеличивающихся 

периода времени, один из которых определяется непосредственно, а два — 

косвенно (рисунок 20).  

Стандартным способом представления результатов многомерного 

эксперимента являются контурные графики, на которых наличие сигнала 

соответствует наблюдению рассматриваемого взаимодействия. Пример 

результатов многомерного эксперимента приведен на рисунке 21.  
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Рисунок 20. Общая схема трехмерного ЯМР-эксперимента. Воспроизведено из [111] 

 

 

 

Рисунок 21. Результаты эксперимента HNCO для небольшого 13С-15N-обогащенного 

белка. Воспроизведено из [111] 

 

Многомерные спектры являются информативными, когда содержащиеся в 

них сигналы связывают различную информацию по двум осям. Для соблюдения 

этого условия требуется, чтобы намагниченность менялась с частотой ν1 в течение 

периода времени t1, а затем менялась с другой частотой ν2 в период детектирования 

t2, то есть частота намагниченности должна изменяться в период смешивания. 

Особенности этого периода определяют информационное содержание 

результирующего спектра в зависимости от рассматриваемого взаимодействия, 

например, наличия связи, наблюдения ядерного эффекта Оверхаузера или 

химического обмена [111 – 113]. 
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2.3. Приборы и оборудование 

 

Электрофорез проводился с использованием камеры для вертикального 

электрофореза Mini-PROTEAN® (Bio-Rad, California, США).  

Для получения лиофилизатов белков использовали лиофильную сушилку 

ИНЕЙ 4 (ИБП РАН, Пущино, РФ) с диапазоном показаний давления в вакуумной 

системе от 0,01 до 60 Па и скоростью сушки не менее 60 г/ч при полной загрузке. 

Для изучения образцов методом ЯМР-спектроскопии использовали 

спектрометр AVANCE-III 600 (Bruker, Berlin, Германия) с рабочей частотой 600 

МГц.  

В рамках выполнения данной работы регистрировались одномерные 1Н-

спектры, используемые в дальнейшем для установления роли консервативного 

триптофана в поддержании трехмерной структуры белков EndoRB49 и EndoТ5. 1Н-

спектры были получены при ширине спектра 14383 Гц, задержке релаксации 2 с и 

90-градусным импульсе, равным 10 мкс, с 1024 накоплений.  

Кроме того, одномерные спектры, регистрируемые после приготовления 

образца, позволяли контролировать его качество – достаточную концентрацию 

белка для выполнения измерений, отсутствие ассоциатов и посторонних 

соединений и биопрепаратов.  

Для получения предварительной трехмерной структуры EndoRB49 при 

выполнении данной работы регистрировались спектры следующих типов:  

1. Одномерные 1Н-спектры, регистрируемые перед проведением остальных 

экспериментов с целью контроля качества приготовления образца.  

2. Для выполнения отнесения сигналов атомов главной цепи белка, а также 

сигналов Cα и Cβ EndoRB49 и получения предварительной трехмерной 

структуры при изучении 13C-15N меченой формы белка был использован 

набор стандартных многомерных экспериментов, необходимых для 

изучения структур белков методом ЯМР-спектроскопии:  
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2.1. HSQC15N (двумерный эксперимент, позволяющий обнаружить 

сигналы ковалентно связанных атомов водорода и азота, в 

основном, 15NH и 1HN); 

2.2. HSQC13C (двумерный эксперимент, позволяющий обнаружить 

сигналы ковалентно связанных атомов водорода и 13C); 

2.3. CBCAcoNH (трехмерный эксперимент, в результате которого по 

одной оси откладываются химические сдвиги 13Cα и 13Cβ 

предыдущего аминокислотного остатка, по двум другим осям - 15NH 

и 1HN текущего аминокислотного остатка, соответственно) [114];  

2.4. HNCACB (трехмерный эксперимент, в результате которого по 

одной оси откладываются химические сдвиги 13Cα и 13Cβ 

предыдущего и текущего аминокислотных остатков, по двум 

другим осям - 15NH и 1HN текущего аминокислотного остатка, 

соответственно) [115];  

2.5. HNCO (трехмерный эксперимент, в результате которого по одной 

оси откладывается химический сдвиг карбонильного 13C 

предыдущего аминокислотного остатка, по двум другим осям - 15NH 

и 1HN текущего аминокислотного остатка, соответственно) [116];  

2.6. HNcaCO (трехмерный эксперимент, в результате которого по одной 

оси откладываются химические сдвиги карбонильных 13C 

предыдущего и текущего аминокислотных остатков, по двум 

другим осям - 15NH и 1HN текущего аминокислотного остатка, 

соответственно) [117]. 

3. Отнесение сигналов атомов боковых цепей аминокислотных остатков 

EndoRB49 проводилось с помощью многомерных экспериментов HCcH, 

hCCH [118] и (HB)CB(CGCD)HD. Результаты экспериментов HCcH и 

hCCH являются трехмерными. В первом случае, по одной оси 

откладывается сигнал 1H, по второй – ковалентно связанного с ним 13C, по 

третьей – сигнал протона, ковалентно связанного с атомом углерода, 

также имеющим ковалентную связь с 13C, сигнал которого был отложен 
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по второй оси. Во втором случае, по двум осям откладываются сигналы 

ковалентно связанных атомов углерода, также имеющих ковалентные 

связи с протонами. По третьей оси откладывается сигнал 1H, ковалентно 

связанного с одним из атомов углерода.  

Эксперимент (HB)CB(CGCD)HD является одной из стандартных 

последовательностей, предлагаемых компанией-производителем 

спектрометров AVANCE (Bruker, Berlin, Германия) для отнесения 

сигналов ароматических боковых цепей остатков аминокислот. Его 

результатом являются двумерные данные, представляющие собой 

сигналы 13Cβ и 1Нδ. 

Для уточнения типа аминокислотных остатков и подтверждения 

отнесения сигналов проводили трехмерный эксперимент 15N-TOCSY, 

позволяющий соотнести сигналы 15NH и 1HN текущего аминокислотного 

остатка с сигналами всех остальных протонов текущего аминокислотного 

остатка; 

4. Взаимное пространственное расположение атомов уточнялось с помощью 

проведения трехмерных экспериментов 15N-NOESY и 13C-NOESY [119]. 

Работа с программным обеспечением выполнялись на ПК с процессором 11th 

Gen Intel® CoreTM i5-1135G7 с частотой 2.40 ГГц, оперативной памятью 8,00 ГБ и 

64-разрядной операционной системой.  

 

2.4. Программное обеспечение и эксперименты in silico 

 

2.4.1. Обработка спектров ЯМР и визуализация структур 

 

 Визуализация данных, регистрируемых с помощью датчика спектрометра, 

осуществлялась в программе TOPSPIN 2.1 (Bruker Biospin, Karlsruhe, Германия), 

предназначенной для работы со спектрами, получаемыми на ЯМР-спектрометрах 

производства компании Bruker. Помимо этого, в TopSpin выполнялось заполнение 

нулями, коррекция фазы спектра, коррекция базовой линии, оптимизация 
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параметров регистрации спектра и применение взвешивающих функций с целью 

максимизации соотношения сигнал-шум, а также настройка датчика и 

коэффициента усиления приемника перед каждой новой регистрацией спектра.  

 Отнесение сигналов атомов 1Н, 13C и 15N EndoRB49 было выполнено в 

программе Cara 1.9.1 [120], расчет структур, получение и анализ карт Рамачадрана 

проводились с использованием алгоритма CYANA 2.1 по стандартному протоколу 

[121]. Каждый из семи циклов приводил к формированию ста различных 

конформаций белка, в конце седьмого цикла были отобраны 20 структур с 

минимальным значением целевой функции. Карта Рамачадрана для данных 20 

структур приведена на рисунке 22. Структура с наименьшим значением целевой 

функции была принята в качестве предварительной структуры EndoRB49. 

Выполненное отнесение сигналов в дальнейшем использовалось для анализа 

одномерных 1Н-спектров, направленном на установление роли консервативного 

триптофана в поддержании структуры и функций EndoRB49.  

 

 

Рисунок 22. Карта Рамачадрана для 20 структур EndoRB49 с минимальным значением 

целевой функции, полученным по окончании седьмого цикла расчета структур. 78.4% 

сигналов находится в наиболее благоприятных областях; в запрещенных областях 

сигналов не обнаружено.  
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Визуализация структур белка, получение информации о вторичной структуре 

белка, химических связях и межмолекулярных взаимодействиях в полученных 

структурах выполнялась с помощью программы для визуализации и анализа 

макромолекул MOLMOL [122], а также программного пакета PyMOL (DeLano 

Scientific LLC) [123]. 

  

2.4.2. Молекулярный докинг 

 

В процессе молекулярного докинга происходит оценка химических 

потенциалов, определяющих энергию связывания рецептора (белка) с лигандом, на 

основании чего делается вывод о способности белка связывать лиганд, и 

выбираются конформации обеих молекул, соответствующих связанному 

состоянию. Основные этапы молекулярного докинга изображены на рисунке 23.  

 

 

Рисунок 23. Основные этапы молекулярного докинга. Адаптировано из [124] 

 

Размер и положение ячейки, в границах которой происходит поиск сайта 

связывания, задается пользователем при запуске молекулярного докинга. В том 

случае, если белок полностью помещается внутрь данной ячейки, говорят о 
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«слепом» докинге, в то время как если ячейка включает только отдельные части 

белка, докинг называют направленным (focused docking) (рисунок 24) [125].  

 

 

Рисунок 24. Направленный и «слепой» докинг. Ячейка для поиска сайта связывания 

выделена пунктирной линией. Адаптировано из [125] 

 

При получении набора связанных состояний учитывается различное 

количество возможных положений в пространстве и конформаций белка и лиганда. 

В случае «жесткого» докинга белок и лиганд представляют собой объекты с 

постоянными длинами связей и образованными связями углами, а взаимодействие 

между ними происходит согласно модели «ключ-замок», в рамках которой 

конформация сайта связывания белка соответствует конформации лиганда, 

оставаясь неизменной при связывании белка с лигандом. «Гибкий» докинг не 

накладывает подобных ограничений и рассматривает все возможные (в рамках 

стерических взаимодействий) конформации белка и лиганда, с взаимодействием 

белка и лиганда согласно модели «рука-перчатка», учитывая способность белка и 

лиганда менять конформации при образовании комплекса «белок-лиганд». 

Модели, согласно которым происходит связывание белка и лиганда при поиске 

сайтов связывания методом молекулярного докинга, проиллюстрированы 

рисунком 25.  
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В настоящее время при проведении молекулярного докинга используется 

ограниченная выборка конформаций лиганда и белка [126]. Например, ряд 

протоколов проведения молекулярного докинга предполагает, что белок является 

«жесткой» структурой, а лиганд является полностью подвижным.  

 

 

Рисунок 25. Модель «ключ-замок» (А) и модель «рука-перчатка» (B). Адаптировано из 

[126] 

 

Химические потенциалы системы могут быть аппроксимированы целевой 

функцией, в ходе составления которой важен правильный выбор значений весовых 

коэффициентов для учета разницы между понятием энергии, которым оперируют 

в стандартных физических соотношениях, и свободной энергии, оказывающей 

влияние на значения химических потенциалов. Аппроксимации, основанные на 

теории, могут хуже согласоваться с экспериментом, чем эмпирически подобранные 

приближения, в связи с чем методы, более близкие к машинному обучению, чем к 

классической теории, способны лучше справляться с задачей выбора вида целевой 

функции. Именно такой метод, включающий оценку влияния стерических 

эффектов, гидрофобных взаимодействий, водородных связей и количества связей 

между атомами лиганда (за исключением атомов водорода), вокруг которых 

возможно вращение атомов, реализован в программе Autodock Vina. 
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В частности, конформационно-зависимая часть целевой функции AutoDock 

Vina имеет вид  

 

                                                                ὧ  Ὢ ὶ ȟ                                                        ρ 

где суммирование производится по всем парам атомов, подвижных относительно 

друг друга, обычно за исключением атомов, разделённых тремя 

последовательными ковалентными связями. Каждому i-му атому присваивается 

тип ti, и устанавливается ряд функций взаимодействия Ὢ  для двух атомов, 

находящихся на расстоянии ὶ.  При этом 

 

                                                             Ὢ ὶ  ḳ Ὤ Ὠ ȟ                                                  ς 

 

причем  

 

                                                               Ὠ  ὶ Ὑ Ὑȟ                                                  σ  

 

где Ὑ – радиус Ван-дер-Ваальса атома типа t,  Ὤ  – взвешенная сумма 

стерических и гидрофобных взаимодействий, а также взаимодействий, 

обусловленных водородными связями. 

 Стерические взаимодействия оцениваются, как:  

 

                                                  ὫὥόίίὨ  πȢπσυφϽὩ Ȣ B ȟ                                      τ 

 

                                                 ὫὥόίίὨ  πȢππυρφϽὩ
  B

 B ȟ                                   υ 

 

                                             ὶὩὴόὰίὭέὲ Ὠ  
 πȢψτπϽὨȟ̆̒ ̌ ̉Ὠ π
                 πȟ̆ ̒̌̉ Ὠ π

Ȣ                            φ 
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 Вклад гидрофобного взаимодействия составляет −0.0351 при  Ὠ πȢυ B и 0 

при Ὠ ρȢυ B. В промежутке между 0.5 Å и 1.5 Å вклад данного взаимодействия 

линейно интерполируется.  Вклад взаимодействий, обусловленных водородными 

связями, составляет −0.587 при  Ὠ  πȢχ B и 0 при Ὠ π; в промежутке между 

−0.7 Å и 0 вклад данных взаимодействий линейно интерполируется.   

Значение  ὧ можно рассматривать как сумму межмолекулярного и 

внутримолекулярного вкладов:   

 

                                                               ὧ  ὧ   ὧ Ȣ                                                    χ 

 

Структура комплекса белка и лиганда, предлагаемая методом молекулярного 

докинга, соответствует минимуму ὧ.  

В результате, свободная энергия связывания рассчитывается с учетом 

межмолекулярного вклада комплекса с наименьшим ὧ:  

 

                                                                    ί  
ὧ

ρ ύὔ
ȟ                                                        ψ 

 

где ὔ  – число вращающихся связей между атомами (за исключением атомов 

водорода) лиганда, ύ – весовой коэффициент, равный  0.0585 [127]. 

 Autodock Vina 1.1.2 [128] была выбрана в качестве программы для 

молекулярного докинга в рамках данной работы.  

В первую очередь, для проверки соответствия главному критерию, 

необходимому для наличия потенциальной способности каталитически активных 

доменов белков сближаться с пептидогликаном в отсутствие субстрат-

связывающего домена [25], общий заряд белков оценивался с помощью набора 

биоинформатических инструментов Prot pi [129]. При этом ионы металлов, 

присутствующие в структурах, не включались в данный расчет согласно 

рекомендации об экспериментальном измерении влияния ионов металлов на 

общий заряд металлопротеинов [130]. 
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Перед проведением молекулярного докинга с помощью Autodock Vina 1.1.2, 

PDB-файлы, соответствующие структурам белков, были преобразованы в формат 

PDBQT с помощью программной среды ADFRsuite 1.0, а PDB-файлы, 

соответствующие структурам фрагментов пептидогликана, были преобразованы в 

формат PDBQT с помощью пакета Python Meeko v0.4.0. 

Для каждой возможной пары белка и лиганда был выполнен «слепой докинг» 

в программе Autodock Vina с использованием силового поля AutoDock4. В целях 

получения GPF-файла для AutoGrid4, использовался инструмент командной строки 

prepare_gpf.py с сеткой, автоматически центрированной вокруг лиганда. 

Структуры белков, в отличие от структур лигандов, полагались жесткими. 

Результирующие структуры, содержащие белки в конформации, характерной 

для связывания, и связанный пептидогликан, были представлены PDBQT – 

файлами.  

Также с помощью Autodock Vina были получены значения сродства белка к 

лиганду для каждой пары эндолизина и модели участка бактериального 

пептидогликана.   

Из PDBQT – файлов, содержащих структуры белков, связанных с лигандами, 

при использовании программного пакета PyMOL были получены отдельные PDB 

– файлы белка в конформации, соответствующей связанному состоянию, лиганда 

в конформации, соответствующей связанному состоянию, и комплекса, состоящего 

из связанных белка и лиганда [131].  

К объектам исследования ранее не применялся метод молекулярного 

докинга. Данный метод был применен к ним впервые в рамках настоящей 

диссертационной работы.  

 

2.4.3. Метод 3D-RISM 

 

Один из подходов к изучению термодинамических свойств молекул в 

растворе, включая энергии связи белка с лигандом, основан на использовании 

модели 3D-RISM. Эта модель обеспечивает способ изучения структуры и 
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термодинамики жидкостей и растворов без явного молекулярного моделирования, 

позволяя получить трехмерные функции распределения для молекул растворителя, 

находящихся вокруг растворенного соединения. При этом учитывается 

специфичность как молекул растворенного вещества, так и молекул растворителя, 

и моделируются водородные связи, электростатические и гидрофобные 

взаимодействия между молекулами [132].   

Модель 3D-RISM основана на уравнении Орштейна-Цернике, которое, в 

свою очередь, представляет собой интегральное уравнение, позволяющее 

рассчитать парную корреляционную функцию ὫÒ , задающую вероятность 

определенного взаимного расположения двух частиц системы при произвольном 

расположении всех остальных частиц, входящих в данную систему. 

Предполагается, что полная корреляционная функция ὬÒ  между частицами 1 и 

2 складывается из прямой корреляционной функции ÃÒ , и непрямой 

корреляционной функции ɾÒ ,  учитывающей наличие в системе частицы 3. Для 

двух сферических частиц 1 и 2, находящихся в гомогенной изотропной жидкости с 

плотностью  ”, уравнение Орштейна-Цернике имеет вид:  

 

                                 Ὤὶ ὧὶ ”᷿ ὧὶ  Ὤὶ  Ὠὶȟ                                      ω                       

 

где ὶ – расстояние между i-й и j-й частицами,  ὶ – расстояние от начала координат 

до частицы 3.  

В свою очередь, полная корреляционная функция связана с парной 

корреляционной функцией следующим соотношением:  

 

                                                     Ὤὶ Ὣὶ ρȢ                                                   ρπ                                                        

  

 Для решения уравнения Орнштейна-Цернике требуется второе уравнение, 

известное как уравнение замыкания, которое обязательно является приближенным. 

Уравнение замыкания имеет вид: 
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                              Ὣὶ ÅØÐ‍όὶ ‎ὶ ὄ‎ὶ  ȟ                         ρρ                         

 

где ‍ ρ
ὯὝ , Ὧ – постоянная Больцмана, Ὕ – абсолютная температура, όὶ – 

потенциальная энергия взаимодействия между частицами 1 и 2, ὄ – бридж-

функционал, являющийся эмпирической функцией, различающейся в различных 

уравнениях замыкания.  

 Для несферических молекул уравнение Орштейна-Цернике имеет вид:  

 

        Ὤ► ȟῸȟῸ ὧ► ȟῸȟῸ ὧ᷿► ȟῸȟῸ  Ὤ► ȟῸȟῸ  Ὠ►ὨῸȟ   ρς 

 

где ►░▒ – межмолекулярный вектор между i-й и j-й молекулами, Ὸ – углы Эйлера, 

определяющие ориентацию i-й молекулы, ► – радиус-вектор частицы 3. 

Постоянная Z равна 4π или 8π2 в зависимости от того, является ли молекула 

линейной (в случае, если ориентация молекулы может быть описана двумя углами, 

– например, для молекул HCl), или нелинейной (в случае, если ориентация 

молекулы должна быть описана тремя углами – например, для молекул H₂O).  

Если концентрация растворенного вещества в чистом растворителе 

стремится к нулю, уравнение (12) можно переписать в виде трёх независимых 

уравнений, содержащих корреляционные функции для молекул растворителя, 

корреляционные функции для молекул растворенного вещества и молекул 

растворителя, и корреляционные функции для молекул растворителя, 

соответственно. 

Модель 3D-RISM аппроксимирует шестимерное уравнение (12) набором 

трехмерных интегральных уравнений, посредством частичного интегрирования по 

переменным, соответствующим изменению ориентации молекул. Таким образом, 

вместо одного шестимерного уравнения (12) получают N трехмерных уравнений, 

решение которых является более простым с точки зрения затрачиваемой 

вычислительной мощности. Уравнения 3D-RISM записываются следующим 

образом:  
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                                        Ὤ ►  ὧ ► ►… ȿ►ȿὨ►ȟ
Ȣ

                                  ρσ 

 

где Ὤ  - полная атомно-молекулярная корреляционная функция (для атома 

растворителя и молекулы растворенного вещества), ὧ – прямая атомно-

молекулярная корреляционная функция (для атома растворителя и молекулы 

растворенного вещества), …  – атом-атомная функция восприимчивости 

растворителя, ξ и α – индексы атомов растворителя, ‌ ρȟȢȢȟὔ. 

Для решения N уравнений 3D-RISM N требуется N уравнений замыкания 

вида: 

 

                              Ὤ ►  ÅØÐ‍ό ► ‎ ► ὄ► ρ ȟ                            ρτ                         

 

где ό  – потенциальная энергия взаимодействия между растворенной молекулой и 

атомом растворителя α, ‎ – непрямая атомно-молекулярная корреляционная 

функция (для атома растворителя α и молекулы растворенного вещества) [132].  

К преимуществам 3D-RISM относятся скорость вычислений, значительно 

превосходящая скорость проведения молекулярно-динамических симуляций, 

возможность изучения термодинамических свойств системы и получения 

пространственно-разрешенной информации о взаимодействиях растворенного 

вещества и растворителя, а также значительная гибкость метода, позволяющая 

применять 3D-RISM к различным типам растворителей и растворенных веществ 

[133].  

Несмотря на очевидные преимущества данного метода, у него также имеются 

существенные недостатки. В частности, результаты, полученные с применением 

этой модели, значительно зависят от выбранного уравнения замыкания, а также 

содержат ряд систематических ошибок [134].  
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Уравнение замыкания Коваленко-Хираты (KH) в настоящее время является 

одним из лучших уравнений замыкания с точки зрения вычислительной 

устойчивости [135, 136]. Метод 3D-RISM с уравнением замыкания KH успешно 

применялся при изучении связывания белков с лигандами в растворе, а результаты, 

полученные данным методом, согласуются с результатами РСА [137].  

 Для выбранного уравнения замыкания, избыточный химический потенциал, 

также называемый свободной энергией сольватации, рассчитывается следующим 

образом: 

 

                                           Ў‘ В Ў᷿‘ ►Ὠ► ȟ                                           ρυ                                  

где  

 

               Ў‘ ► ‍”
►
ὧ ►

► ► ►

Ȧ
ῸὬ ► ȟ           ρφ       

 

представляет собой локальный избыточный химический потенциал, а Ὸ – функция 

Хэвисайда [133].  

Согласно существующему методу расчета энергии связывания [138], ее 

можно оценить, пользуясь значениями свободной энергии сольватации белка, 

лиганда и комплекса белка с лигандом в термодинамическом цикле (рисунок 26). 

Согласно термодинамическому циклу свободной энергии связывания, 

значение свободной энергии связывания можно получить, пользуясь уравнением и 

значениями внутренней энергии комплекса (Ὁ̋ ̏̍̐̌̆̋̒́), белка (Ὁ̂ ̆̌̋́) и лиганда 

(Ὁ̌ ̉̄́̎̅́): 

 

                                      ЎὋ̒ ̠̜̠̃̈̃́̎̉ ЎὋ̒ ̠̜̠̃̈̃́̎̉ ̃ ́̋̔̔  ̍ЎЎ‘ȟ                               ρχ 

 

где  

 

                           ЎὋ̒ ̠̜̠̃̈̃́̎̉ ̃ ́̋̔̔ Ὁ̍̋ ̏̍̐̌̆̋̒́ Ὁ̂ ̆̌̋ Ὅ̌ ̉̄́̎̅́                         ρψ 
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                                      ЎЎ‘  Ў‘̋ ̏̍̐̌̆ ̋̒́  Ў‘̂ ̆̌̋ ́Ў‘̌ ̉̄́̎̅́Ȣ                                ρω 

 

Пакет 3D-RISM AmberTools23 [139] был применен для расчета свободной 

энергии сольватации белков, лигандов и комплексов белков с лигандами. Для этого 

использовались ранее полученные в PyMOL отдельные PDB – файлы, 

соответствующие данным структурам в связанном состоянии.  

 

 

Рисунок 26. Термодинамический цикл. Белок и лиганд показаны в двух различных 

состояниях, соответствующих нахождению в вакууме и в растворе.  Свободная энергия 

связывания (ΔGсвязывания) рассчитывается на основе свободной энергии связывания в 

вакууме (ΔGсвязывания (вакуум)) и свободных энергий сольватации белка (Δμбелка), лиганда 

(Δμлиганда) и комплекса (Δμкомплекса). Адаптировано из [138] 

 

Для каждой пары структур были произведены отдельные расчеты для 

замыканий KH и PSE2, при этом, с учетом рекомендаций [140] к применению 
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пакета 3D-RISM AmberTools23 для экспериментов in silico, включающих белки в 

водных растворах, минимальное расстояние между молекулой белка и границей 

сольватационной ячейки составляло 15 Å. Шаг сетки был принят равным 0,4 Å. 

Энергии связывания белка с лигандом рассчитывались по формуле (18).  

 

2.4.4. Молекулярная динамика 

 

Молекулярная динамика (МД) основана на том, что, учитывая положение 

всех атомов в биомолекулярной системе, можно рассчитать силу, действующую на 

каждый атом, обусловленную присутствием других атомов. В результате этого, с 

учетом законов Ньютона, можно представить пространственное положения 

каждого атома как функцию от времени, шаг за шагом вычисляя силы, 

действующие на каждый атом, а затем используя эти силы для расчета положения 

и скорости каждого атома. Результирующая траектория, по сути, представляет 

собой трехмерное анимированное изображение, описывающее конфигурацию 

системы в каждой точке в течение моделируемого временного интервала. 

Силы в МД рассчитываются с использованием параметров модели, известной 

как «силовое поле», которая соответствует результатам квантово-механических 

расчетов (парциальные заряды) и, как правило, определенным экспериментальным 

измерениям (параметры неэлектростатических взаимодействий). Стандартное 

силовое поле включает компоненты, которые учитывают электростатические 

(кулоновские) взаимодействия между атомами, силы упругости, которые 

моделируют предпочтительную длину каждой ковалентной связи, и компоненты, 

охватывающие другие типы межатомных взаимодействий. Сравнение результатов 

моделирования с различными экспериментальными данными показывает, что 

силовые поля существенно улучшились за последнее десятилетие, но 

неопределенность, вносимую этой моделью, следует учитывать при анализе 

результатов моделирования. 

Молекулярная динамика обладает двумя важными для ее применения 

особенностями. В первую очередь, при ее использовании, фиксируется положение 
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и движение каждого атома в каждый момент времени, что проблематично 

осуществить в рамках реального эксперимента. Кроме того, условия 

моделирования (рН, температура, давление, начальная конформация белка, 

наличие у белка лигандов, мутаций, посттрансляционных модификаций, 

присутствие в окружении белка других молекул) точно известны и могут 

тщательно контролироваться. Сравнивая результаты моделирования, 

выполненного в различных условиях, можно изучать эффекты различных 

молекулярных возмущений [141]. 

В рамках данной работы, для каждой депонированной структуры белка или 

домена белка в целях проведения МД-эксперимента in silico из соответствующего 

PDB-файла для сужения поиска выбиралась модель, имеющая наименьшее 

значение целевой функции (полученной в рамках определения трехмерной 

структуры белка согласно процедуре, описанной в подразделе 2.4.1. настоящей 

диссертационной работы). Файлы топологии и файлы координат были получены из 

PDB-файлов, соответствующих структурам эндолизинов, с помощью программы 

tleap пакета программ AmberTools23. Молекулы помещались в кубическую ячейку, 

содержащую воду модели TIP3P, с линейным размером 10 Å и силовым полем 

ff14SB. Для нейтрализации полученных структур добавлялось требуемое 

количество ионов Cl-.  

МД-эксперимент in silico проводился для каждой полученной структуры с 

помощью программы sander пакета программ AmberTools23. Минимизация в 

течение 1000 шагов, при которой учитывалась только подвижность молекул воды, 

предшествовала минимизации в течение 1000 шагов, при которой учитывалась 

подвижность всей структуры белка или домена белка. Далее система достигала 

равновесного состояния при постоянном объеме и 298,15 K в течение 5000 шагов с 

длительностью одного шага, составляющей 2 фс. Наконец, система достигала 

равновесного состояния при постоянном (атмосферном) давлении и 298,15 К в 

течение более 300 пс с длительностью одного шага, составляющей 1 фс.  

Траектории движения атомов, полученные в результате процедур, описанных 

выше, были использованы для вычисления RMSF (усредненного по времени 
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среднеквадратичного отклонения координат атомов), усредненного для атомов 

главной цепи (CO, CA и NH), с помощью программы cpptraj пакета программ 

AmberTools23 [28]. 

 

2.4.5. Анализ нормальных мод 

 

Анализ нормальных мод (АНМ) — метод, позволяющий описывать 

подвижные состояния, доступные белку, находящемуся вблизи положения 

равновесия. Установлено, что эти подвижные состояния имеют функциональное 

значение [142 – 145]. При этом АНМ является наименее затратным методом 

изучения динамики макромолекул с точки зрения вычислительных затрат. 

Нормальный мод является способом движения, при котором все части 

системы, движущиеся в данном моде, совершают синусоидальные колебания, 

характеризующиеся одинаковой частотой и определенной разностью фаз. 

Колебательные моды нормальны друг другу: движение в одном моде не приводит 

к движению в другом моде, а общее движение системы можно описать 

суперпозицией всех мод. 

При проведении АНМ предполагается, что при небольшом возмущении 

колебательной системы, находящейся в равновесии (например, белка, 

находящегося в конформации с минимальной энергией) возникает возвращающая 

сила, которая возвращает возмущённую систему в равновесное состояние 

(конформацию с минимальной энергией в случае белковых структур). Система 

считается находящейся в равновесии, когда обобщённые силы, действующие на 

неё, равны нулю. В конформации с минимальной энергией, представленной 

обобщёнными координатами ή, уравнение потенциальной энергии можно 

представить в виде степенного ряда: 

 

                                  ὠή ὠή
‬ὠ

‬ή
–

ρ

ς

‬ὠ

‬ή‬ή
–– Ễȟ                   ςπ 
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где ή и ή – мгновенные конформации компонентов i и j, отклонение компонента i 

от его равновесной конформации определяется выражением –  ή ή, а 

верхний индекс «0» указывает на равновесную конформацию. Для белков, ὠή  

обычно принимает форму одного из силовых полей, используемых в молекулярной 

динамике. Первый член степенного ряда, ὠή , представляет собой минимальное 

значение потенциальной энергии и может быть приравнен к нулю. Второй член 

степенного ряда будет равен нулю в любом локальном минимуме, поэтому 

уравнение потенциальной энергии можно записать следующим образом: 

 

                                                 ὠή
ρ

ς

‬ὠ

‬ή‬ή
––

ρ

ς
–ὠ–                                 ςρ 

 

где ὠ  — матрица Гессе, содержащая вторые производные потенциальной энергии 

по компонентам системы и отражающая связь между изменением положения 

одного компонента системы и изменениями положений других компонентов 

системы. 

 При этом кинетическая энергия компонента i задается следующим 

выражением: 

 

                                                                    Ὕή
ρ

ς
ὓ
Ὠ–

Ὠὸ
ȟ                                                 ςς  

 

где ὓ - диагональная матрица, содержащая массу каждой частицы. Полное 

уравнение движения можно записать, как: 

 

                                                              
ρ

ς
ὓ
Ὠ–

Ὠὸ

ρ

ς
–ὠ– πȢ                                          ςσ 
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При подстановке в данное уравнение решения –  ὥ ÃÏÓ‫ὸ ‏ ȟ где ὥ  

– амплитуда колебания, ‫  – частота колебания, ‏ – фаза колебания, уравнение 

можно записать в виде: 

 

                                                                           ὠὃ ‗ὃȟ                                                           ςτ 

 

где матрица ὃ содержит собственные вектора матрицы Гессе ὠ, а ‗ – диагональная 

матрица собственных значений. Собственные вектора являются векторами 

нормальных модов и описывают направление и смещение, характерное для 

движения каждой частицы в системе относительно других частиц системы; 

собственные значения равны квадратам частот колебаний всех частиц, 

движущихся в каждом моде.  

 Как правило, энергия колебаний системы равномерно распределяется между 

всеми модами, поэтому средняя амплитуда колебаний для мода k пропорциональна 

1/‫ . Таким образом, высокочастотные моды обычно описывают быстрые 

локальные движения, в то время как низкочастотные моды описывают более 

медленные коллективные движения или крупномасштабные конформационные 

изменения [146].  

RMSF (усредненное по времени среднеквадратичное отклонение координат 

атома) для k-го атома составляет:  

 

                                                      ὙὓὛὊ
ὯὝ

ά

ὃ

‗
ȟ                                         ςυ 

 

где ά  – масса k-го атома, N – число рассматриваемых модов, ὃ  – k-й компонент 

i-го собственного вектора с соответствующим собственным значением ‗ [147]. 

 Значения ковариационной матрицы вычисляются по формуле:  
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                                             ὅ
В

ὃὃ
‗

В
ὃ ὃ
‗

В
ὃ ὃ
‗

Ȣ                               ςφ 

 

Поскольку ковариационная матрица нормализована, элементы ее главной 

диагонали равны единице, а все остальные элементы отражают коррелированность 

движения между двумя элементами системы [148]. 

Анализ нормальных мод, проведенный для структур EndoT5 и доменов 

эндолизина PlyG, включающих полный набор атомов, был выполнен с помощью 

пакета Bio3d языка R [149]. При этом обрабатывались PDB-файлы, содержащие 

полный перечень депонированных моделей (в количестве 20 шт. для каждой 

структуры). Таким образом для каждой структуры с целью определения 

подвижных участков основной цепи белка были вычислены RMSF и динамические 

матрицы кросс-корреляции.  

Также для каждой депонированной структуры выбиралась первая модель, 

имеющая наименьшее значение целевой функции. Для таких моделей на основе 

динамических матриц кросс-корреляции были получены кросс-корреляции 

смещений атомов [28].   
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Глава 3. Результаты и обсуждение результатов 

 

3.1. Предварительная структура EndoRB49  

 

В результате проведения ряда 1H, 13C, 15N многомерных ЯМР-экспериментов 

(HSQC15N, HSQC13C, CBCAcoNH, HNCACB, HNCO, HNcaCO,  HCcH, hCCH,  

(HB)CB(CGCD)HD, а также 15N-TOCSY, 15N-NOESY и 13C-NOESY) на образцах 13С 

– 15N – меченой формы EndoRB49 с помощью программы CARA [120] в рамках 

исследования [150] нами было выполнено отнесение более 90% сигналов 1H, 13C и 

15N. Предварительная пространственная структура, рассчитанная с помощью 

программы CYANA 2.1 [121] и визуализированная с помощью программы 

MOLMOL [122], приведена на рисунке 27.  

 

 

Рисунок 27. Предварительная трехмерная структура EndoRB49.  

 

По результатам расчетов установлено, что EndoRB49 имеет мотив укладки 

полипептидной цепи, характерный для семейства М15_С, и представляет собой 

преимущественно альфа-спиральный белок, отдельные участки полипептидной 

цепи которого имеют вид бета-листов (рисунок 27).  
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Анализ совокупности полученных данных показал, что эксперимент 

(HB)CB(CGCD)HD, использованный нами для отнесения сигналов боковых цепей 

ароматических аминокислотных остатков Phe, Tyr и His, не был достаточным для 

однозначного отнесения сигналов данных остатков. Вследствие этого, была 

получена только предварительная структура EndoRB49. Получение его 

полноценной структуры требует проведения дополнительных экспериментов [150], 

обработка результатов которых продолжается в настоящее время. Тем не менее, 

отнесение сигналов, проведенное в рамках получения предварительной структуры 

белка, согласуется с частичным отнесением сигналов EndoRB49, выполненным в 

работе [20].  

Выполненное нами отнесение и полученная на его основе предварительная 

трехмерная структура EndoRB49 [150] вместе с частичным отнесением [20] 

используется при анализе структурных изменений, вызванных мутациями по 

консервативному триптофану, приведенном в подразделе 3.2 настоящей работы.  

 

3.2. Роль консервативного триптофана в поддержании структуры и функций 

EndoRB49 и EndoT5 

 

Для эндолизинов семейства М15_С характерно наличие консервативного 

остатка триптофана, роль которого в поддержании структуры и функций данных 

эндолизинов не была определена ранее. Данный консервативный остаток входит в 

состав кальций-связывающей петли EndoT5 [17], но его присутствие наблюдается 

и в структурах других эндолизинов этого семейства, не связывающих ион кальция, 

в частности, EndoRB49 и EndoRB43 [20].    

В рамках данной работы проанализировали структурные изменения, 

вызванные мутациями по консервативному триптофану, отслеживаемые на 1H 

ЯМР-спектрах, с учетом наличия депонированных в PDB структур Zn2+ и Zn2+-Ca2+ 

форм EndoT5 (PDB ID 2MXZ и 8P3A соответственно), а также выполненного 

отнесения сигналов аминокислотных остатков, формирующих активный центр 

EndoRB49 [20] и наличия предварительной трехмерной структуры EndoRB49 [150], 
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описанной в разделе 3.1 данной диссертационной работы. При этом, помимо 1H 

ЯМР-спектров EndoT5 и EndoRB49, получены 1H ЯМР-спектры их 

фенилаланиновых (F) и аланиновых (A) точечных мутантов, EndoT5W114F, 

EndoT5W114A, EndoRB49W109F и EndoRB49W109A.  

Участки 1H ЯМР-спектров, полученные нами в работе [107] и содержащие 

сигналы некоторых атомов, входящих в состав гидрофобного ядра EndoT5-

Zn2+/Ca2+, а также сигналы аналогичных атомов EndoT5W114F и EndoT5W114A, 

приведены на рисунке 28.  

Согласно рисунку 28, у EndoT5W114F и EndoT5W114A, по сравнению с 

EndoT5-Zn2+/Ca2+, меняется положение высокопольного резонанса при –0.66 ppm, 

соответствующего сигналу γ1H Val93 (V93) [107]. Аминокислотный остаток Val93 

входит в состав α-спирали α2, являющейся частью гидрофобного ядра эндолизина 

Т5, что показано в работе [24]. Тем не менее, по нашим данным [107], изменения 

химического окружения аминокислотного остатка Val93 EndoT5 носят локальный 

характер: в частности, они не затрагивают другой аминокислотный остаток, также 

входящий в состав гидрофобного ядра EndoT5 и расположенный вблизи Val93, 

Leu28 (L28). Из рисунка 28 видно, что при замене консервативного триптофана 

EndoT5 на фенилаланин или аланин положение резонансной частоты δ1H Leu28 

при –0.683 ppm практически не меняется. Как установлено в [24], Leu28 входит в 

состав α-спирали α5, одной из α-спиралей, образующих гидрофобное ядро EndoT5. 

Взаимное расположение остатков Val93 и Leu28 в трехмерной структуре EndoT5-

Zn2+/Ca2+ показано на рисунке 29.  

Таким образом, из анализа высокопольной части 1H ЯМР-спектров 

мутантных форм EndoT5-Zn2+/Ca2+ следует, что при замещении консервативного 

триптофана фенилаланином и аланином в гидрофобном ядре глобулярной 

молекулы наблюдаются вышеуказанные локальные структурные изменения. 
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Рисунок 28. Высокопольная часть 1H ЯМР-спектров Zn2+-Ca2+ EndoT5 и его мутантных 

форм.  
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Рисунок 29. Взаимное расположение остатков Val93 и Leu28 в трехмерной структуре 

EndoT5-Zn2+/Ca2+ [151]. Атом цинка обозначен отдельной зеленой сферой, атом кальция 

– отдельной синей сферой. Атомы аминокислотных остатков Val93 и Leu28 обозначены 

шаровыми моделями и выделены черной и серой окружностями соответственно.   

 

Кроме того, согласно рисунку 28, при замещении консервативного 

триптофана фенилаланином и аланином наблюдается снижение интенсивности 

высокопольного сигнала γ2H Ile82 (I82) при −0.291 ppm [107]. Согласно 

результатам многомерных ЯМР-экспериментов [151, 152], этот сигнал возникает 

при формировании каталитически активной конформации EndoT5. Исследуя 

полученные 1H ЯМР-спектры EndoT5-Zn2+/Ca2+ и его точечных мутантов [107], 

можно оценить, какая доля молекул EndoT5 находится в каталитически активной 

конформации. Результат интегрирования сигнала γ2H Ile82 при –0.291 ppm в 

программе TOPSPIN 2.1 показал 63%-ное снижение интенсивности данного 

сигнала для мутанта EndoT5W114F и исчезновение сигнала при –0.291 ppm для 

мутанта EndoT5W114A. Таким образом, доля молекул EndoT5W114A в 

каталитически активной конформации составляет 37%, а каталитически активная 

конформация EndoT5W114A на 1H ЯМР-спектре не регистрируется [107]. 
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Описанный выше результат согласуется с имеющимися данными [107] о 

литической активности точечных мутантов EndoT5, обсуждение которых 

приводилось в подразделе 1.2.3 обзора литературы настоящей работы. Как было 

установлено в исследовании [107], фенилаланиновый мутант эндолизина T5 

сохраняет 30% от исходной активности белка, а аланиновый мутант EndoT5 

является неактивным. 

При этом потеря интенсивности сигнала γ2H Ile82 при −0.291 ppm 

сопровождается его смещением в область низких полей к положению при −0.081 

ppm (рисунок 28) [107]. Как обсуждалось выше в подразделе 1.2.3, замена 

консервативного триптофана EndoT5 на фенилаланин вызывает снижение сродства 

к иону кальция, а аланиновый мутант полностью неактивен даже в присутствии 100 

мкМ CaCl2 [107]. Поэтому структурные изменения, вызванные мутациями по 

консервативному триптофану, можно оценить, сравнивая структурные 

особенности Zn2+ и Zn2+-Ca2+ форм EndoT5.  

Как видно из рисунка 30, Zn2+ и Zn2+-Ca2+ формы EndoT5 характеризуются 

различным взаимным расположением атомов боковых цепей аминокислотных 

остатков Ile82 и Trp84 (W84). Следовательно, смещение сигнала γ2H Ile82 на 1H 

ЯМР-спектрах мутантных форм EndoT5 по сравнению с нативной формой белка с 

точки зрения изменений в трехмерной структуре EndoT5, вызванных точечными 

мутациями, можно объяснить изменением взаимного расположения боковых цепей 

Ile82 и Trp84, затрагивающим, в том числе, пространственное положение кальций-

связывающей петли относительно данных экспонированных остатков [107]. 

Участки 1H ЯМР-спектров, полученные нами в работе [107] и содержащие 

сигналы некоторых атомов, входящих в состав гидрофобного ядра EndoRB49-Zn2+, 

а также сигналы аналогичных атомов EndoRB49W109F и EndoRB49W109A, 

приведены на рисунке 31. Согласно рисунку 31, у EndoRB49W109F и 

EndoRB49W109A, по сравнению с EndoRB49-Zn2+, меняется положение 

высокопольных резонансов от γ2H и δ1H Ile88 (I88) при 0.193 ppm и от βH Ala89 

(A89) при −0.306 ppm.  
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Рисунок 30. Взаимное расположение остатков Ile82 и Trp84 в трехмерной структуре: 

слева -  EndoT5-Zn2+/Ca2+ [151], справа -  EndoT5-Zn2+ [152]. Атом цинка обозначен 

отдельной зеленой сферой, атом кальция – отдельной синей сферой. Атомы 

аминокислотных остатков Ile82 и Trp84 обозначены шаровыми моделями и выделены 

черными окружностями.   

 

Смещение положений высокопольных резонансов этих остатков вниз по 

полю (рисунок 31) в направлении положений сигналов аминокислотных остатков, 

не входящих в гидрофобное ядро белка, указывает на более выраженное 

экспонирование данных аминокислотных остатков. Так, аминокислотные остатки 

Ile88 и Ala89, находящиеся в гидрофобном ядре нативного EndoRB49, являются 

более экспонированными у EndoRB49W109F и наиболее экспонированными, среди 

трех изученных форм белка, у EndoRB49W109A.  

Таким образом, из анализа высокопольной части 1H ЯМР-спектров 

EndoRB49 и его мутантных форм следует, что при замещении консервативного 

триптофана фенилаланином и аланином меняется структура гидрофобного ядра 

EndoRB49 [107]. 
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Рисунок 31. Высокопольная часть 1H ЯМР-спектров Zn2+ - EndoRB49 и его мутантных 

форм.  
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Низкопольная часть 1H ЯМР-спектров EndoT5, EndoT5W114F и 

EndoT5W114A, полученных нами в работе [107], приведена на рисунке 32. В 1H 

ЯМР-спектрах мутантных форм EndoT5 происходит постепенное смещение 

положения резонанса ε2HN His133 (H133) от его исходного положения при 15.70 

ppm в область более высоких полей. 

На рисунке 33 приведена низкопольная часть полученных нами в работе 

[107] 1H ЯМР-спектров EndoRB49-Zn2+, EndoRB49W109F и EndoRB49W109A. 

Аналогично, в 1H ЯМР-спектрах мутантных форм EndoRB49 происходит 

постепенное смещение положения резонанса ε2HN His117 (H117) от его исходного 

положения при 14.11 ppm в область более высоких полей [107]. 

В подразделе 1.2.2 обзора литературы обсуждалось исследование [20], 

посвященное сравнительному анализу активных центров EndoT5, EndoRB49 и 

EndoRB43. С учетом этих результатов [20], можно отметить, что His133 находится 

в активном центре EndoТ5 и является одним из аминокислотных остатков, 

связывающим цинк. При этом His117 является аминокислотным остатком 

EndoRB49, аналогичным His133 EndoТ5, и также связывает цинк в активном центре 

фермента [20].  

Следовательно, структурные изменения в активном центре точечных 

мутантов EndoТ5 и EndoRB49, выражающиеся в изменениях химического 

окружения His133 и His117, соответственно, происходят совместно со 

структурными изменениями в гидрофобном ядре ферментов, описанными ранее в 

данном подразделе. Сдвиг резонансов ε2HN гистидинов в активном центре EndoТ5 

и EndoRB49 может являться результатом изменения взаимной конфигурации 

остатков гистидина, формирующих активный центр белка и координирующих 

каталитический Zn2+ [107]. В таком случае замена консервативного Trp114 EndoТ5 

и Trp109 EndoRB49 на фенилаланин или аланин вызывает нарушение 

оптимального взаимного расположения цинк-координирующих аминокислотных 

остатков активного центра исследуемых металлопептидаз [107]. 
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Рисунок 32. Низкопольная часть 1H ЯМР-спектров Zn2+-Ca2+ EndoT5 и его мутантных 

форм.  
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Рисунок 33. Низкопольная часть 1H ЯМР-спектров Zn2+ - EndoRB49 и его мутантных 

форм.  
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Кроме того, при рассмотрении низкопольной части 1H ЯМР-спектров EndoT5 

и его мутантных форм (рисунок 32), можно наблюдать изменение интенсивности 

сигнала амидных протонов Gly118 (G118) и ε2HN His121 (H121). Анализируя 1H 

ЯМР-спектры EndoT5, EndoT5W114F и EndoT5W114A в программе TOPSPIN 2.1, 

можно установить, что сигнал амидных протонов Gly118 находится при 10.73 ppm, 

а сигнал ε2HN His121 – при 10.48 ppm [107]. Эти аминокислотные остатки являются 

частью кальций-связывающей петли EndoT5 [24]. Как видно из рисунка 34, для Zn2+ 

и Zn2+-Ca2+ формы EndoT5 характерно различное взаимное расположение атомов 

боковых цепей аминокислотных остатков Gly118 и His121.  

 

 

Рисунок 34. Взаимное расположение аминокислотных остатков Gly118 и His121 в 

трехмерной структуре: слева -  EndoT5-Zn2+/Ca2+ [151], справа -  EndoT5-Zn2+ [152]. Атом 

цинка обозначен отдельной зеленой сферой, атом кальция – отдельной синей сферой. 

Атомы аминокислотных остатков Gly118 и His121 обозначены шаровыми моделями и 

выделены черной и серой окружностями соответственно.   

 

Предположительно, при замене аминокислотного остатка Trp114 на 

фенилаланин способность к связыванию кальция снижается, а связанный Ca2+ не 

приводит к надежной фиксации петли, снижая долю молекул в активной, 

«открытой» конформации. Остаток аланина в положении 114 лишает петлю 

стерической фиксации, а фермент — каталитически активной конформации. 

Перестают наблюдаться структурные изменения, характерные для связывания 

эндолизина Т5 с ионом Ca2+ [107].   
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Таким образом, несмотря на то что консервативный триптофан не входит в 

гидрофобное ядро или активный центр эндолизинов T5 и RB49, замена данного 

аминокислотного остатка на фенилаланин или аланин вызывает изменение 

структуры как гидрофобного ядра (экспонирование аминокислотного остатка 

Val93 EndoT5 и аминокислотных остатков Ile88 и Ala89 EndoRB49), так и 

активного центра эндолизинов T5 и RB49 (Zn2+-связывающих остатков His133 и 

His117, соответственно), а также приводит к изменениям в структуре кальций-

связывающей петли EndoT5 (изменение химического окружения аминокислотных 

остатков Gly118 и His121) [107]. 

В обзоре литературы (подраздел 1.2.3) обсуждалось влияние избытка белков 

на активность 1 нМ EndoT5 в условиях конкуренции за субстрат [107]. При 

изучении способности двух неактивных точечных мутантов EndoT5, 

EndoT5W114A и EndoT5D130A, взятых в молярном избытке, влиять на активность 

нативного EndoT5, было сделано предположение [107], что у EndoT5W114A 

значительно менее выражена способность к конкуренции за сайты связывания. 

Полученный результат позволил выдвинуть две гипотезы о причинах снижения 

способности к конкуренции за субстрат у мутанта EndoT5W114A.  Это может быть 

вызвано как изменением конформации белковой глобулы в целом, так и тем, что 

при замене консервативного триптофана фермент утрачивает гидрофобную 

боковую цепь аминокислотного остатка Trp114, взаимодействующую с 

пептидогликановым субстратом [107].  

Таким образом, можно предположить, что роль консервативного триптофана 

в поддержании структуры и функций эндолизинов семейства М15_С может 

объясняться его участием в связывании пептидогликана [107]. Проверка 

выдвинутой гипотезы проведена в подразделе 3.2, где определяются сайты 

связывания эндолизина бактериофага Т5 с пептидогликаном методом 

молекулярного докинга.  
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3.3. Механизмы связывания пептидогликана эндолизинами 

 

 Согласно исследованию [25], главным критерием, по которому можно 

установить способность отдельного каталитически активного домена эндолизина 

сохранять способность разрушать бактериальный пептидогликан в отсутствие 

субстрат-связывающего домена, является суммарный положительный заряд 

данного домена. Однако, как доказано в [25], величина суммарного 

положительного заряда отдельного каталитически активного домена эндолизина не 

коррелирует с его литической активностью: каталитически активные домены с 

меньшим суммарным положительным зарядом могут являться более активными, 

чем каталитически активные домены с большим суммарным положительным 

зарядом. Также установлено [25], что ряд отдельных каталитически активных 

доменов эндолизинов способен к связыванию с пептидогликаном бактерий. 

С целью проверки потенциальной возможности связывания изучаемых 

эндолизинов с пептидогликаном, с помощью набора биоинформатических 

инструментов Prot Pi оценивались изоэлектрическая точка и суммарный заряд всех 

белков и белковых доменов, для которых в настоящей работе проводились 

эксперименты in silico (таблица 3).  

При оценке изоэлектрической точки и суммарного заряда белков и белковых 

доменов не учитывалось присутствие в их трехмерных структурах ионов металлов, 

поскольку экспериментально полученные значения суммарного заряда 

металлсодержащих белков не соответствуют оценкам, полученным теоретически 

[130]. Таким образом, в данном случае присутствие ионов Zn2+ и Ca2+ в трехмерной 

структуре EndoT5 [23] и присутствие иона Zn2+ в трехмерной структуре 

каталитически активного домена PlyG (PlyG EAD [85]) не учитывалось.  

 

Таблица 3. Физико-химические параметры белков и белковых доменов [131] 

Параметр EndoT5 PlyG EAD PlyG CBD 

Изоэлектрическая точка 7.823 8.125 8.781 

Суммарный заряд при рН = 7.4 +0.356 +1.918 +1.516 
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Оценка изоэлектрической точки белка или белкового домена необходима для 

определения диапазона значения рН, в котором данный белок или белковый домен 

сохраняет положительный заряд, в то время как наличие суммарного 

положительного заряда необходимо для взаимодействия эндолизина или его 

каталитически активного домена с бактериальным пептидогликаном. Как было 

установлено [25], взаимодействие этих двух объектов делает возможным катализ 

пептидогликана эндолизином или его каталитически активным доменом. Согласно 

данным, представленным в таблице 3, каждый из выбранных для изучения белков 

и белковых доменов обладает суммарным положительным зарядом, вследствие 

чего их можно считать способными к сближению с пептидогликаном.  

Обсуждаемая способность к взаимодействию с пептидогликаном 

подтверждается экспериментальными результатами существующих исследований. 

В частности, методом вестерн-блоттинга было доказано [25], что как отдельный 

субстрат-связывающий домен многодоменного эндолизина PlyG, так и отдельный 

каталитически активный домен многодоменного эндолизина PlyL, аминокислотная 

последовательность которого совпадает с аминокислотной последовательностью 

каталитически активного домена многодоменного эндолизина PlyG на 96%, 

способны к связыванию бактериального пептидогликана. Способность EndoT5 и 

его точечных мутантов к связыванию с бактериальным пептидогликаном была 

оценена работе [107] на основании снижения литической активности нативного 

эндолизина Т5 в присутствии молярного избытка точечных каталитически 

неактивных мутантов EndoT5W114A и EndoT5D130A. По предположению авторов 

[107], снижение литической активности нативного EndoT5 вызвано конкуренцией 

с мутантом EndoT5D130A за сайты связывания с субстратом, в то время как мутант 

EndoT5W114A не способен конкурировать за субстрат с нативным EndoT5.   

 Тем не менее, сайты связывания однодоменного EndoT5 и отдельных 

доменов многодоменного PlyG с пептидогликаном в рамках исследований, 

описанных выше, не определялись. В настоящей работе проводился поиск данных 

сайтов связывания методом молекулярного докинга.   
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3.3.1. Сайты связывания, найденные методом молекулярного докинга 

 

Четыре структуры, депонированные в Protein Data Bank (PDB ID 2MXZ [152], 

8P3A [151], 2L47 [85] и 2L48 [86]) полученные методом ЯМР-спектроскопии, Zn2+ 

форма EndoT5, Zn2+/Ca2+ форма EndoT5, а также структуры отдельно изученных 

каталитически активного и субстрат-связывающего доменов многодоменного 

эндолизина PlyG соответственно, были выбраны в качестве структур белка, для 

которых изучалось связывание эндолизинов с бактериальным пептидогликаном in 

silico.  

В качестве структур, представляющих пептидогликан, были выбраны 

трехмерные структуры фрагментов пептидогликана, типичные для различных 

видов бактерий, представленные в базах данных PubChem [153] и Chemical 

Compounds Deep Profiling Services (CC-DPS) [154]: N-ацетилглюкозамин (NAG, 

PubChem CID 24139) (рис. 35A), N-ацетилмураминовая кислота (NAM, PubChem 

CID 5462244) (рис. 35B), димер NAG-NAM (PubChem CID 72210857) (рис. 35C), 

NAM-L-аланин (PubChem CID 10970945) (рис. 35D), NAM-L-аланил-D-

изоглутамин (PubChem CID 451714) (рис. 35E), NAM-L-Ala-ϒ-D-Glu-L-Lys-D-Ala-

D-Ala (CC-DPS CT1103206303) (рис. 35F), мурамилпентапептид (CC-DPS 

CT1080279170) (рисунок 35G), мономер пептидогликана (CC-DPS CT1079218991) 

(рисунок 35H) и пентаглицин (PubChem CID 81537) (рисунок 35I). Структуры 

белков полагались жесткими. Конформационные углы в структурах лигандов были 

способны свободно меняться в рамках существующих стерических 

взаимодействий. 

Согласно молекулярному докингу, выполненному в Autodock Vina, у 

однодоменного EndoT5 существует два возможных сайта связывания 

пептидогликана. Первый возможный сайт связывания включает только N-конец 

белка (рисунки 36 и 37), а второй сайт связывания, в дополнение к этому, включает 

часть α-спирали и подвижный линкер, образованный остатками Arg26 – Tyr33 

(рисунки 38 и 39), таким образом помещая лиганд в «полость».  
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Рисунок 35. Структуры лигандов: NAG (А), NAM (Б), NAG-NAM (C), NAM-L-Ala (D), 

NAM-L-Ala-ϒ-D-Glu (E), CC-DPS CT1103206303 (F), CC-DPS CT1080279170 (G), CC-

DPS CT1079218991 (H) и пентаглицин (I). Воспроизведено из работы [131] 
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Рисунок 36. N-концевое связывание эндолизина Endo T5-Zn2+ с лигандом NAG-NAM. 

Зеленая сфера обозначает ион Zn2+ [131]. 

 

 

 

 

 

Рисунок 37. N-концевое связывание эндолизина Endo T5-Zn2+/Ca2+ с лигандом NAG-

NAM. Зеленая сфера обозначает ион Zn2+, синяя сфера – ион Ca2+ [131]. 
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Рисунок 38. «Полостное» связывание эндолизина Endo T5-Zn2+ с лигандом NAM. Зеленая 

сфера обозначает ион Zn2+ [131]. 

 

 

 

Рисунок 39. «Полостное» связывание эндолизина Endo T5-Zn2+/Ca2+ с лигандом CC-DPS 

CT1103206303. Зеленая сфера обозначает ион Zn2+, синяя сфера – ион Ca2+ [131]. 
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Для выбранного нами набора лигандов, при проведении молекулярного 

докинга наблюдалось N-концевое связывание EndoT5-Zn2+/Ca2+ и «полостное» 

связывание Endo T5-Zn2+ с NAM. При связывании EndoT5 с лигандом 

CT1103206303 наблюдалось N-концевое связывание EndoT5-Zn2+ и «полостное» 

связывание EndoT5-Zn2+/Ca2+. При связывании с остальными фрагментами 

пептидогликана для EndoT5-Zn2+ и Endo T5-Zn2+/Ca2+ было характерно 

«полостное» связывание.  

При этом для каталитически активного домена PlyG наблюдалось 

«полостное» связывание с мурамилпентапептидом CC-DPS CT1080279170 (NAM – 

L – аланил – D – изоглутаминил – мезо – диаминопимелиновая кислота – D – аланил 

– D – аланин) (рисунок 40) [131].  

Также в данной работе было установлено [131], что у однодоменных 

эндолизинов и отдельного каталитически активного домена многодоменного 

эндолизина связывание лиганда происходит на стороне молекулы, 

противоположной активному центру белка, содержащему каталитический Zn2+ в 

обоих случаях (рисунки 38 - 40).  

 

 

 

Рисунок 40. «Полостное» связывание каталитически активного домена PlyG с 

мурамилпентапептидом. Зеленая сфера обозначает ион Zn2+ [131]. 
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На рисунке 41 приведены примеры N-концевого (Endo T5-Zn2+/Ca2+, 

связанный с пептидогликановым мономером) и «полостного» механизмов 

связывания (Endo T5-Zn2+/Ca2+, связанный с CC-DPS CT1103206303). N-концевое 

связывание, в основном, происходит за счет экспонированной в раствор 

ароматической боковой цепи аминокислотного остатка Phe3 и приводит к тому, что 

часть структуры пептидогликана, содержащая связь L-Ala-D-Glu, расщепляемую 

EndoT5, оказывается недоступной для эндолизина (рисунок 41, слева). При этом 

«полостное» связывание с участием боковых цепей Arg26 – Tyr33 приводит к 

сохранению возможности расщепления EndoT5 связи L-Ala-D-Glu (рисунок 41, 

справа). В результате «полостного» связывания доступ к связи L-Ala-D-Glu, 

разрушаемой EndoT5, не оказывается закрытым другими участками 

бактериального пептидогликана, в отличие от наблюдающегося при N-концевом 

связывании попадания связи L-Ala-D-Glu внутрь структуры пептидогликана [131].  

 

 

 

Рисунок 41. Endo T5-Zn2+/Ca2+, связывающий пептидогликановый мономер (слева) и CC-

DPS CT1103206303 (справа). Желтая пунктирная линия обозначает расстояния между 

атомами, которые меньше или равны 2,5 Å, что соответствует длине водородной связи 

согласно геометрическому критерию; атомы Phe3 (слева) и аминокислотные остатки, 

участвующие в связывании лиганда (справа), подписаны. Красными окружностями 

обозначена связь в структуре пептидогликана, которая расщепляется EndoT5 [131]. 
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Необходимость участия N-конца однодоменного грамотрицательного 

EndoT5 в связывании пептидогликана (вне зависимости от реализуемого 

механизма) согласуется с существующими результатами определения физико-

химических свойств аминокислотных последовательностей с помощью пакета 

Peptides языка R [155], полученными в ходе анализа структур, находящихся в базе 

данных Национального центра биотехнологической информации NCBI (National 

Center for Biotechnology Information). Согласно [155], эндолизины 

грамотрицательных бактерий преимущественно являются однодоменными и 

имеют более гидрофобный N-конец. Следовательно, N-конец однодоменных 

эндолизинов может являться частью структуры фермента, необходимой для 

связывания субстрата. Этот вывод не относится к каталитически активному домену 

PlyG, который, будучи частью эндолизина бактериофага грамположительной 

клетки-хозяина, не использует N-конец для связывания [131]. 

Если рассмотреть фрагмент множественного выравнивания аминокислотных 

последовательностей эндолизинов семейства М15_С (рисунок 42), приведенного в 

исследовании [107], с учетом обнаруженных нами аминокислотных остатков, 

принимающих участие в связывании субстрата (Phe3 и Arg26 – Tyr33), можно 

установить, что большинство перечисленных остатков (Phe3, Arg26, Ala27, Glu29 

и Pro32 у эндолизина Т5) входит в консенсусную последовательность. В частности, 

аминокислотные остатки, аналогичные Phe3, Arg26, Ala27, Glu29 и Pro32 у 

эндолизина Т5, также присутствуют в структурах эндолизинов следующих 

бактериофагов: RB49 (остатки Phe2, Arg25, Ala26, Glu28 и Pro31), Phi1, eiAU-183, 

vB_CsaM_GAP161, RB43, phiR2-01, vB_Kpn_IME260 и Shivani. Это позволяет 

сделать вывод об обнаружении нами участка аминокислотной последовательности, 

отвечающего за связывание субстрата и характерного для ряда эндолизинов 

семейства М15_С. 

Немаловажно, что EndoT5 является не единственным эндолизином, для 

которого предполагается, что N-концевая структура участвует в связывании с 

пептидогликаном. 
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Рисунок 42. Фрагмент множественного выравнивания аминокислотных 

последовательностей гомологичных эндолизинов, принадлежащих к классу 

Caudoviricetes (в скобках указаны номера белков в базе данных GenBank): phiEcoM-GJ1 

— фаг Escherichia phiEcoM-GJ1 (YP_001595416.1), ST32 — фаг Escherichia ST32 

(YP_009790684.1), vB_EcoM_4HA13 — фаг Escherichia vB_EcoM_4HA13 

(YP_009884078.1), vB_PagM_SSEM1 — фаг Pantoea vB_PagM_SSEM1 

(YP_009859342.1), 3/49 — фаг Shewanella sp. 3/49 (YP_009103932.1), vB_PmiM_Pm5461 

— фаг Proteus vB_PmiM_Pm5461 (YP_009195522.1), phiP4-3 — фаг Proteus phiP4-3 

(YP_010093702.1), phiP27 — фаг Enterobacteria phiP27 (NP_543082.1), P88 — фаг 

Escherichia P88 (YP_009113074.1), RB49 — фаг Enterobacteria RB49 (NP_891673.1), Phil1 

— фаг Escherichia Phi1 (YP_001469446.1), phiTE — фаг Pectobacterium phiTE 

(YP_007392609.1), eiAU-183 — фаг Edwardsiella eiAU-183 (YP_009004687.1), KP15 — 

фаг Klebsiella KP15 (YP_003580002.1), KP27 — фаг Klebsiella KP27 (YP_007348788.1), 

vB_CsaM_GAP161 — фаг Cronobacter vB_CsaM_GAP161 (YP_006986425.1), RB43 — фаг 

Enterobacteria RB43 (YP_239135.1), T5 — фаг Escherichia T5 (AAS19387.1), phiR2-01 — 

фаг Yersinia phiR2-01 (YP_007237012.1), vB_Kpn_IME260 — фаг Klebsiella 

vB_Kpn_IME260 (YP_009597415.1), vB_PP_V — фаг Pectobacterium DU_PP_V 

(YP_009795235.1), Shivani – фаг Salmonella Shivani (YP_009194685.1). Консервативные 

аминокислоты выделены красным цветом; аминокислоты, входящие в консенсную 

последовательность, выделены желтым цветом. Воспроизведено из [107]. 

 

В частности, в исследовании [88], посвященном изучению структуры и 

функций эндолизина Ts2631, было установлено, что Ts2631 содержит уникальную 

гибкую N-концевую последовательность, которая не встречается в 

аминокислотных последовательностях гомологичных ему эндолизинов и способна 

принимать различные конформации. Тем не менее, гипотеза об участии данной N-
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концевой последовательности в связывании с пептидогликаном не была 

подтверждена экспериментально [88]. 

В подразделе 1.2.3 обзора литературы обсуждалось влияние избытка белков-

конкурентов на активность нативного EndoT5 в условиях конкуренции за субстрат 

[107]. В работе [107] были предложены два возможных обоснования особенностей 

снижения активности нативного EndoT5 в присутствии избытка мутантной формы 

EndoT5W114A. Первая гипотеза основывалась на том, что консервативный Trp114 

участвует в связывании с субстратом, и его отсутствие в мутантной форме 

приводит к снижению способности точечного мутанта связывать субстрат. Второе 

предположение основывалось на идее об общей утрате EndoT5W114A 

оптимальной для поддержания функций структуры, что приводило, в том числе, к 

снижению способности конкурировать за субстрат с нативной формой [107].  

По результатам «слепого» докинга первая гипотеза об участии остатка 

Trp114 в связывании с субстратом не подтвердилась. Что касается второго 

предположения, то, несмотря на необходимость экспериментального установления 

конкретных боковых цепей аминокислотных остатков EndoT5, участвующих в 

связывании, полученные результаты позволяют рассматривать предположение об 

общей утрате мутантом EndoT5W114A структуры, оптимальной для поддержания 

функций, как наиболее вероятное на данном этапе исследования.  

 

3.3.2. Оценка энергии связывания белка с лигандом методом «слепого 

докинга» 

 

При проведении «слепого докинга» с помощью Autodock Vina также 

оценивалось сродство белка к лиганду.  

Соответствующие значения данной величины для каждой пары белок-лиганд 

приведены в таблице 4.  
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Таблица 4. Сродство белка к лиганду, согласно результатам молекулярного 

докинга в Autodock Vina, ккал/моль [131] 

 

↓ Лиганд 

→ Белок 

EndoT5-Zn2+ EndoT5-

Zn2+/Ca2+ 

PlyG CBD PlyG EAD 

NAG 1.79 1.79 1.79 1.79 

NAM −5.40 −2.77 −2.59 12.52 

NAG-NAM −3.74 −1.67 −2.70 416.00 

NAM-L-Ala −4.28 −2.69 −3.23 111.60 

NAM-L-Ala-ϒ-

D-Glu 

−3.02 −0.98 −1.73 277.90 

CC-DPS 

CT1103206303 

−0.24 −1.08 0.59 2709.00 

CC-DPS 

CT1080279170 

1.00 −1.90 1.19 −3.00 

CC-DPS 

CT1079218991 

1.94 0.55 −2.64 4105.00 

Пентаглицин −3.80 −2.11 −2.69 31.95 

 

В рамках данной работы полагали, что белок или домен белка способен 

связываться с фрагментом пептидогликана, если значение сродства белка к лиганду 

было отрицательным (Таблица 4).  

Так, согласно полученным значениям сродства белка к лиганду, EndoT5-Zn2+ 

способен связываться с такими лигандами, как NAM, NAG-NAM, NAM-L-Ala, 

NAM-L-Ala-ϒ-D-Glu, CC-DPS CT1103206303 (NAM-L-Ala-ϒ-D-Glu-L-Lys-D-Ala-

D-Ala) и пентаглицин. При этом EndoT5-Zn2+/Ca2+, в отличие от EndoT5-Zn2+, также 

способен связываться с лигандом CC-DPS CT1080279170 (NAM – L – аланил – D – 

изоглутаминил – мезо – диаминопимелиновая кислота – D – аланил – D – аланин) 

[131].  

Субстрат-связывающий домен PlyG был способен связываться с различными 

фрагментами пептидогликана: NAM, NAG-NAM, NAM-L-Ala, NAM-L-Ala-ϒ-D-

Glu, CC-DPS CT1079218991 (NAG – NAM – L – аланил – D – изоглутаминил – мезо 

– диаминопимелиновая кислота – D – аланил – D – аланин) и пентаглицином, тогда 
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как каталитически активный домен PlyG не связывался ни с одним из выбранных 

фрагментов, за исключением мурамилпентапептида CC-DPS CT1080279170 [131]. 

Субстрат-связывающий домен PlyG был единственным белком, способным 

связываться с мономером пептидогликана (NAG – NAM – L –аланил – D – 

изоглутаминил – мезо – диаминопимелиновая кислота – D – аланил – D – аланин) 

[131], фрагментом пептидогликана, характерным для клеточной стенки B. 

anthracis, клетки-хозяина фага Гамма Bacillus, продуцирующего PlyG [156]. Между 

тем, единственным фрагментом, с которым способен связываться каталитически 

активный домен PlyG, был мурамилпентапептид клеточной стенки B. anthracis, 

NAM – L –аланил – D – изоглутаминил – мезо – диаминопимелиновая кислота – D 

– аланил – D – аланин [131]. 

Кроме того, по степени сродства конкретного белка к лигандам (Таблица 4) 

можно выстроить следующие ряды. В случае EndoT5-Zn2+ энергия связывания 

убывает в ряду: NAM > NAM-L-Ala > пентаглицин > NAG-NAM > NAM-L-Ala-ϒ-

D-Glu > CC-DPS CT1103206303. В случае EndoT5-Zn2+/Ca2+ энергия связывания 

убывает в ряду: NAM > NAM-L-Ala > пентаглицин > CC-DPS CT1080279170 > 

NAG-NAM > CC-DPS CT1103206303 > NAM-L-Ala-ϒ-D-Glu. В случае субстрат-

связывающего домена PlyG энергия связывания убывает в ряду: NAM-L-Ala > 

NAG-NAM > пентаглицин > CC-DPS CT1079218991 > NAM > NAM-L-Ala-ϒ-D-

Glu. Наконец, каталитически активный домен PlyG способен к связыванию с CC-

DPS CT1080279170. 

Для конкретных лигандов белки по степени сродства можно выстроить в 

следующие ряды: EndoT5-Zn2+ > EndoT5-Zn2+/Ca2+ > PlyG CBD (NAM) и EndoT5-

Zn2+ > PlyG CBD > EndoT5-Zn2+/Ca2+ (NAG-NAM, NAM-L-Ala, NAM-L-Ala-ϒ-D-

Glu, пентаглицин). Кроме того, для лиганда CC-DPS CT1103206303 степень 

сродства EndoT5-Zn2+/Ca2+ превосходит степень сродства EndoT5-Zn2+, а для 

лиганда CC-DPS CT1080279170 степень сродства PlyG EAD превосходит степень 

сродства EndoT5-Zn2+/Ca2+ (Таблица 4).  

При этом наименьшую способность к связыванию демонстрирует белковый 

домен PlyG EAD, который проявляет аффинность только к одному из 
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исследованных в данной работе лигандов - CC-DPS CT1080279170. В то же время 

наиболее склонным к связыванию с лигандами (по величине сродства) оказывается 

белок EndoT5-Zn2+ (Таблица 4). 

Все вышесказанное позволяет предположить, что однодоменный EndoT5, 

наравне с субстрат-связывающим доменом многодоменного PlyG, более 

эффективно связывает пептидогликан по сравнению с каталитически активным 

доменом PlyG, что оказывает влияние на способность данных эндолизинов 

взаимодействовать с пептидогликаном. Кроме того, исходя из значений сродства 

белка к лиганду, можно предположить, что при связывании пептидогликана 

EndoT5 связывается, в основном, с NAM и пентаглицином, имея меньшее сродство 

к лигандам, содержащим другие цепочки пептидов или NAG.  

 

3.3.3. Оценка энергии связывания белка с лигандом с помощью метода 3D-

RISM 

 

С использованием соответствующей методологии, приведенной в подразделе 

2.4.3. Главы 2 Материалы и методы, были получены энергии связывания белков с 

NAM для двух условий замыкания: KH и PSE-n. Данный лиганд был выбран для 

дополнительной оценки энергии связывания с белком, так как сродство EndoT5-

Zn2+ к NAM являлось наиболее выраженным сродством белка к лиганду среди всех 

пар белка и лиганда, для которых данное значение оценивалось методом «слепого 

докинга» (см. подраздел 3.3.2). Результаты приведены в таблице 5. 

Из таблицы 5 видно, что EndoT5-Zn2+ имеет самое сильное сродство к NAM. 

EndoT5-Zn2+-Ca2+ также способен связываться с этим лигандом, но способность 

данного белка к связыванию с NAM существенно ниже, чем в случае EndoT5-Zn2+. 

Эти 3D-RISM данные подтверждают результаты «слепого докинга» (см. подраздел 

3.3.2).  
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Таблица 5. Энергии связывания белков с NAM, рассчитанные с помощью метода 

3D-RISM, ккал/моль [131] 

 

Белок Уравнение замыкания КН Уравнение замыкания PSE2 

Endo T5-Zn2+ −5.74 −12.20 

Endo T5-Zn2+/Ca2+ −0.11 −4.31 

PlyG CBD 26.20 27.76 

PlyG EAD 73.54 74.23 

 

В то же время, как следует из таблицы 5, связывание с NAM будет крайне 

энергетически невыгодным процессом для обоих доменов PlyG. Неспособность 

PlyG EAD связываться с NAM следует также из оценки сродства PlyG EAD к NAM 

методом молекулярного докинга (см. подраздел 3.2.2). Кроме того, сравнительная 

оценка сродства белка к лиганду (тренд) совпадает для обоих методов [131].  

Следовательно, методы молекулярного докинга и 3D-RISM согласуются при 

сравнительной оценке энергии связывания белков с лигандом, и подтверждают 

способность однодоменного EndoT5 к связыванию с фрагментами бактериального 

пептидогликана. Стоит отметить, что величина сродства белка к лиганду не 

коррелирует с его активностью; в подразделе 1.2.4 Обзора литературы настоящей 

диссертационной работы обсуждалось, что ион кальция необходим для сохранения 

литической активности EndoT5. Таким образом, неактивная форма данного 

эндолизина, не содержащая Ca2+, имеет большее сродство к ряду фрагментов 

пептидогликана, чем литически активная форма EndoT5-Zn2+-Ca2+. Как 

обсуждалось в исследовании [157], способность эндолизина связывать 

пептидогликан может замедлять диффузию эндолизина и предотвращать 

разрушение других участков пептидогликана данным ферментом. Отсюда следует, 

что диффузия литически активной формы EndoT5-Zn2+-Ca2+, как имеющей 

меньшее сродство к фрагментам пептидогликана, будет менее затруднена по 

сравнению с диффузией EndoT5-Zn2+.  

Необходимо также отметить, что в настоящее время не представляется 

возможным сравнивать точность оценки энергии связывания рассмотренными 
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методами, так как величина энергии связывания EndoT5 и PlyG с пептидогликаном 

до сих пор экспериментально не получена.  

 

3.4. Сравнительный анализ динамических особенностей эндолизинов T5 и 

PlyG in silico 

 

 В данной работе методами молекулярной динамики (МД) и анализа 

нормальных мод (АНМ) изучались динамические особенности однодоменного 

эндолизина EndoT5 и многодоменного эндолизина PlyG для установления 

различий в подвижности участков белковой цепи, характерных для бактериофагов 

с грамотрицательными и грамположительными клетками-хозяевами.   

 RMSF (усредненные по времени среднеквадратичные отклонения координат 

атомов), рассчитанные по траекториям движения атомов, полученным в ходе 

выполнения МД, приведены на рисунках 43 и 45. Графики RMSF были 

визуализированы с помощью пакета matplotlib языка Python. RMSF, рассчитанные 

с применением АНМ, приведены на рисунках 44 и 46 [28]. Как видно из рисунков 

43 – 46, обнаруженные участки структуры белка, для которых характерна 

наибольшая подвижность атомов основной цепи, совпадают при использовании 

МД и АНМ.   

Полученные данные (рисунки 43 и 44) показывают, что для EndoT5 

наибольшая подвижность наблюдается в областях расположения петель, 

образованных остатками Gly40 – Asp70 и Gly111 – Gly132.  Результаты анализа 

подвижности участков цепи EndoT5, полученные в данном исследовании методами 

МД и АНМ (рисунки 43 и 44) [28], согласуются как между собой, так и с 

экспериментальными данными [24], полученными методом ЯМР-спектроскопии и 

детально описанными в подразделе 1.2.4 настоящей диссертационной работы.  

При этом для PlyG (рисунки 45 и 46) подвижность выражена только в области 

расположения линкера, связывающего два домена (Asn158 – Gln167) [28]. Наличие 

второго пика на рисунках 45 и 46, соответствующего подвижности PlyG-CBD в 

области 250 аминокислотного остатка, объясняется тем, что депонированная 
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структура PlyG-CBD представляет собой димер субстрат-связывающего домена. 

Таким образом, оба пика на рисунках 45 и 46 соответствуют подвижности линкера 

Asn158 – Gln167, соединяющего PlyG-EAD и PlyG-CBD.  

 

 

Рисунок 43. RMSF, полученные в ходе проведения МД для остатков EndoT5-Zn2+ (2mxz) 

и EndoT5-Zn2+/Ca2+ (8p3a).  

 

 

 

 

 

Рисунок 44. RMSF, полученные в ходе проведения АНМ для остатков EndoT5-Zn2+ (Zn-

form) и EndoT5-Zn2+/Ca2+ (Zn-Ca-form).  
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Рисунок 45. RMSF, полученные в ходе проведения МД для остатков PlyG-EAD (EAD) и 

PlyG-CBD (CBD).  

 

 
 

Рисунок 46. RMSF, полученные в ходе проведения АНМ для остатков PlyG-EAD (EAD) 

и PlyG-CBD (CBD).  

 

Матрицы динамических кросс-корреляций (Dynamical Cross-Correlation 

Matrices, ковариационные матрицы, содержащие значения, рассчитанные согласно 

формуле (18) подраздела 2.4.5 Раздела 2 Материалы и методы) приведены на 

рисунках 47 и 48.  
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Рисунок 47. Матрицы динамических кросс-корреляций для EndoT5-Zn2+ (вверху) и 

EndoT5-Zn2+/Ca2+ (внизу). Значение коэффициента корреляции определяется оттенком 

(согласно цветовой панели справа).  
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Рисунок 48. Матрицы динамических кросс-корреляций для PlyG-EAD (вверху) и PlyG-

CBD (внизу). Значение коэффициента корреляции определяется оттенком (согласно 

цветовой панели справа).  
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Для анализа этих матриц используется информация о коэффициенте 

корреляции, принимающем значения от -1 до 1.  Если коэффициент корреляции 

флуктуаций атомов двух аминокислотных остатков равен 1, то колебания данных 

двух остатков имеют одинаковый период и одинаковую фазу. Если коэффициент 

корреляции флуктуаций атомов двух аминокислотных остатков равен -1, то 

колебания данных двух остатков имеют одинаковый период и противоположные 

фазы. В том случае, если этот коэффициент равен 0, колебания двух 

вышеупомянутых остатков не коррелированы. На рисунках 49 и 50 приведены 

трехмерные структуры белков с учетом коэффициентов корреляции (согласно 

данным на рисунках 47 и 48) [28].  

Благодаря полученным данным о кросс-корреляции смещений атомов [28], 

можно дать детальное объяснение причин кальциевой активации EndoT5, 

основанное на изучении структуры белка. Для этой цели будут использованы 

кросс-корреляции смещений (флуктуаций) атомов, полученные на основе 

динамических матриц кросс-корреляции (рисунок 47) и приведенные на рисунке 

49 [28]. Согласно исследованию [24], описанному в подразделе 1.2.4 настоящей 

диссертационной работы, кальциевая активация EndoT5 включает формирование и 

стабилизацию каталитически активной «открытой» конформации активного 

центра, которая, как считается [24], характеризуется экспозицией гидрофобных 

аминокислот, участвующих во взаимодействии с субстратом.  

Из рисунка 49 видно, что цинковая форма EndoT5 способна к 

«ножницеобразному» движению петель Gly40 – Asp70 и Gly111 – Gly132, при этом 

концы петель движутся как отдельные жесткие фрагменты [28].  

Согласно рисунку 44, амплитуда этого движения в наносекундном и 

субнаносекундном диапазонах, характерных для метода АНМ, превышает 

амплитуду движения, доступную для петель Gly40 – Asp70 и Gly111 – Gly132 цинк-

кальциевой формы EndoT5. У последней, между тем, способна к движению «вверх-

вниз» петля Gly40 – Asp70  при малоподвижности петли Gly111 – Gly132 [28], что 

обеспечивает преобладание каталитически активной «открытой» конформации 

EndoT5, формирование и стабилизация которой при связывании EndoT5 с ионом 
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кальция обсуждается в исследовании [24] в подразделе 1.2.4 Обзора литературы 

настоящей работы.  

 

 

 

Рисунок 49. Кросс-корреляции смещений атомов для EndoT5-Zn2+ (слева) и EndoT5-

Zn2+/Ca2+ (справа). Ионы Zn2+ обозначены зелеными сферами, ионы Ca2+ обозначены 

оранжевыми сферами. Красные линии соединяют атомы основной цепи с положительным 

коэффициентом корреляции флуктуаций [0,8; 1]. Синие линии соединяют атомы 

основной цепи с отрицательным коэффициентом корреляции флуктуаций [–0,6; –0,4]. 

Черные стрелки указывают направление движения, в результате которого петли, 

образованные аминокислотными остатками Gly40 – Asp70 и Gly111 – Gly132 

сближаются. Зеленые стрелки указывают направление движения, в результате которого 

вышеуказанные петли отдаляются друг от друга.  

 

Фиксация петли Gly111 – Gly132 и изменение характера движения Gly40 – 

Asp70 (рисунок 49) приводит к тому, что активный центр белка более «доступен» 

для взаимодействия с пептидогликаном [28]. 
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Рисунок 50. Кросс-корреляции смещений атомов для PlyG-EAD (вверху) и PlyG-CBD 

(внизу). Ионы Zn2+ обозначены зелеными сферами. Красные линии соединяют атомы 

основной цепи с положительным коэффициентом корреляции флуктуаций [0,8; 1] 

(выделенные красными окружностями), синие линии соединяют атомы основной цепи с 

отрицательным коэффициентом корреляции флуктуаций [–0,4; –0,2].  

 

Движение петли Gly40 – Asp70 «вверх-вниз» также происходит быстрее, чем 

«ножницеобразное» движение петель Gly40 – Asp70 и Gly111 – Gly132, что видно 

из результатов МД (рисунок 43): в субпикосекундном диапазоне цинк-кальциевая 

форма EndoT5 имеет более подвижную петлю Gly40 – Asp70 с петлей Gly111 – 

Gly132, сравнимой по подвижности с цинковой формой EndoT5 [28].  

Распределение коэффициентов корреляции для четырех исследованных 

структур, полученное на основе анализа значений, входящих в соответствующие 

матрицы динамических кросс-корреляций, изображено в виде скрипичной 
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диаграммы на рисунке 51. Из этой диаграммы видно, что коррелированность 

флуктуаций атомов аминокислотных остатков, находящихся на несвязанных 

участках полипептидной цепи PlyG-EAD, менее выражена. При этом 

распределение коэффициентов кросс-корреляции PlyG-EAD характеризуется 

меньшей шириной, чем у трех других исследованных белковых структур. Это 

можно объяснить тем, что PlyG-EAD и PlyG-CBD зафиксированы в конформации, 

соответствующей активной форме эндолизина PlyG, в то время как подвижность 

белка (согласно рисункам 45 и 46), позволяющая реализовать механизмы 

связывания с субстратом (с помощью PlyG-CBD) и катализа (с помощью PlyG-

EAD) обеспечивается, в основном, наличием гибкого линкера, соединяющего EAD 

и CBD.   

 

 

Рисунок 51. Скрипичная диаграмма, соответствующая распределению коэффициентов 

кросс-корреляции EndoT5-Zn2+, EndoT5-Zn2+/Ca2+, PlyG-EAD и PlyG-CBD.  

 

На основании распределения коэффициентов кросс-корреляции (рисунок 51) 

можно предположить, что степень коррелированности флуктуаций атомов 

аминокислотных остатков полипептидной цепи является принципиальным 

различием между однодоменными эндолизинами и EAD многодоменных 
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эндолизинов [28]. В настоящее время проверка данного предположения 

невозможна из-за отсутствия достаточного количества структур эндолизинов, 

изученных методами ЯМР-спектроскопии.  
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Заключение 

 

Эндолизины бактериофагов, компоненты комплексов литических ферментов 

фагов, разрушающие пептидогликан клеточных стенок клеток-хозяев, также могут 

связывать пептидогликан, и этот процесс оказывает значительное влияние на 

антибактериальные свойства эндолизинов и эффективность их применения против 

колоний клеток-хозяев. В то время, как механизм разрушения связей 

пептидогликана эндолизинами различных классов известен и зачастую легко 

предсказывается на основании первичной структуры белка, механизм связывания 

эндолизина с пептидогликаном остается недостаточно изученным. Например, 

несмотря на то, что на данный момент существует ряд стандартных типов укладки 

субстрат-связывающих доменов многодоменных эндолизинов, данные о 

конкретных участках структуры пептидогликана, участвующих в связывании, 

единичны и чаще всего являются экстраполяцией результатов, полученных для 

модели субстрата, что связано со значительной сложностью трехмерной структуры 

пептидогликана. Кроме того, у однодоменных эндолизинов практически не 

существует установленных элементов структуры, участвующих в связывании 

субстрата, а единственным установленным критерием, по которому можно сделать 

вывод о способности каталитически активного домена связывать пептидогликан, 

является общий заряд молекулы белка. Наконец, у множества семейств белков не 

изучена роль консервативных аминокислот, не входящих в активный центр 

молекул.  

В данной работе впервые была изучена роль консервативного триптофана в 

поддержании структуры и функций эндолизинов семейства М15_С, EndoT5 и 

EndoRB49, методами ЯМР-спектроскопии.  

Также в данной работе методом молекулярного докинга были установлены 

два механизма связывания пептидогликана однодоменными эндолизинами, и 

продемонстрированы различия в механизмах связывания, доступных 

непосредственно однодоменным эндолизинам, и отдельным каталитически 

активным доменам многодоменных эндолизинов. Оказалось, что помимо 
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«полостного» связывания, непосредственно однодоменные эндолизины способны 

осуществлять N-концевое связывание субстрата. На основе полученных данных 

показано, что N-конец однодоменных эндолизинов участвует в связывании 

субстрата при реализации любого из двух механизмов. Кроме того, был впервые 

обнаружен участок структуры, присущий консенсусной последовательности ряда 

эндолизинов семейства М15_С, потенциально отвечающий за связывание этих 

эндолизинов с пептидогликаном.  

Наконец, методами МД и АНМ была проанализирована подвижность 

участков аминокислотной цепи однодоменного эндолизина EndoT5 в сравнении с 

подвижностью участков аминокислотной цепи многодоменного эндолизина PlyG. 

На основании кросс-корреляций смещений атомов EndoT5 было выдвинуто 

предположение о том, что активация EndoT5 ионом кальция приводит к 

преобладанию каталитически активной «открытой» конформации данного 

фермента в результате изменения «ножницеобразного» характера взаимного 

движения петель Gly40 – Asp70 и Gly111 – Gly132 на движение петли Gly40 – 

Asp70 «вверх-вниз» над зафиксированной петлей Gly111 – Gly132. При этом 

данные о наибольшей подвижности участков аминокислотной цепи (конкретно) 

исследованных белков, полученные in silico и методами ЯМР-спектроскопии 

согласуются между собой. 

В рамках выполненного исследования методами МД и АНМ также показано, 

что подвижность многодоменного эндолизина PlyG обеспечивается, в основном, 

подвижной петлей, соединяющей два домена, а каталитически активный домен 

PlyG-EAD характеризуется менее выраженной корреляцией движений не 

связанных участков аминокислотной цепи, чем однодоменный EndoT5.  

Таким образом, данная работа является исследованием в области 

молекулярной биофизики. Она вносит вклад в понимание механизмов 

функционирования ферментов на молекулярном уровне, что позволяет в 

дальнейшем более эффективно применять эндолизины.  
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Выводы 

 

1. Однодоменный эндолизин бактериофага T5 способен связывать 

пептидогликан согласно двум механизмам: N-концевому и «полостному», причем 

у эндолизина бактериофага T5, в отличие от одиночного каталитически активного 

домена многодоменного эндолизина PlyG, N-конец белка принимает участие в 

связывании субстрата.  

2. У эндолизинов семейства М15_С существует два элемента структуры, 

необходимых для поддержания их функций: консервативный остаток триптофана 

и ряд остатков (Phe3, Arg26, Ala27, Glu29 и Pro32 у эндолизина Т5; Phe2, Arg25, 

Ala26, Glu28 и Pro31 у эндолизина RB49), отвечающих за связывание субстрата, 

присущих консесусной последовательности. Показано, что консервативный 

остаток триптофана эндолизинов М15_С необходим для поддержания 

оптимальной конформации как активного центра, так и гидрофобного ядра 

белковой глобулы. 

3. Активация EndoT5 ионом кальция вызывает изменение характера 

взаимного движения петель Gly40 – Asp70 и Gly111 – Gly132, что приводит к 

преобладанию каталитически активной, «открытой» конформации. В этом случае 

EndoT5-Zn2+ характеризуется «ножницеобразным» движением данных петель, в то 

время как EndoT5-Zn2+/Ca2+ имеет зафиксированную петлю Gly111 – Gly132, над 

которой петля Gly40 – Asp70 движется «вверх-вниз», оставляя активный центр 

более доступным для взаимодействия с бактериальным пептидогликаном. 

4. Степень коррелированности движения не связанных участков структуры 

однодоменного EndoT5 выше, чем степень коррелированности движения не 

связанных участков структуры двухдоменного PlyG с подвижным линкером между 

доменами.  
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Список сокращений 

 

АНМ – анализ нормальных мод 

дцДНК – двухцепочечная ДНК 

ИПТГ – изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид 

МД – молекулярная динамика 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

РСА – рентгеноструктурный анализ 

Трис – трис(гидроксиметил)аминометан 

ЭГТА – этиленгликоль-бис(2-аминоэтиловый эфир)- N,N,N′,N′-тетрауксусная 

кислота 

ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота 

ЯМР – ядерный магнитный резонанс  

BAPTA  – 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N′,N′-tetraacetic acid 

13C – углерод – 13 

Cα, Cβ – α- и β- углероды боковых цепей аминокислотных остатков 

CBD – субстрат-связывающий домен (Cell Wall Binding Domain) 

CC-DPS - Chemical Compounds Deep Profiling Services  

СНАР – cysteine, histidine-dependent amidohydrolases/peptidases 

DUF – domain of unknown function 

EAD – каталитически активный домен (Enzymatically Active Domain) 

EndoT5 – эндолизин бактериофага Т5 

EndoТ5W114A – мутантная форма эндолизина бактериофага T5, содержащая 

аланин вместо триптофана в 114 положении аминокислотной последовательности  

EndoТ5W114F – мутантная форма эндолизина бактериофага T5, содержащая 

фенилаланин вместо триптофана в 114 положении аминокислотной 

последовательности 

EndoRB43 - эндолизин бактериофага RB43 

EndoRB49 - эндолизин бактериофага RB49 
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EndoRB49W109A – мутантная форма эндолизина бактериофага RB49, содержащая 

аланин вместо триптофана в 109 положении аминокислотной последовательности  

EndoRB49W109F – мутантная форма эндолизина бактериофага RB49, содержащая 

фенилаланин вместо триптофана в 109 положении аминокислотной 

последовательности 

1H – протий  

Hδ – δ-протоны ароматических боковых цепей аминокислотных остатков 

HN – амидный протон основной цепи белка 

HSQC – гетероядерная одноквантовая корреляционная спектроскопия 

(Heteronuclear Single Quantum Correlation) 

KH – уравнение замыкания Коваленко-Хирата (Kovalenko-Hirata closure 

relationship) 

15N – азот – 15 

NH – амидный азот основной цепи белка 

NAG - N-ацетилглюкозамин  

NAM - N-ацетилмураминовая кислота  

NCBI  - National Center for Biotechnology Information 

NOE – ядерный эффект Оверхаузера (Nuclear Overhauser Effect) 

NOESY - ядерная спектроскопия с эффектом Оверхаузера (Nuclear Overhauser 

Effect Spectroscopy) 

PDB ID – Идентификатор структуры в базе данных Protein Data Bank (Protein Data 

Bank identifier) 

ppm – части на миллион (Parts Per Million)  

PSE-n – уравнение замыкания PSE-n (Partial Series Expansion of order n closure 

relationship) 

RB49WAup – прямой праймер для замены триптофана в 109 положении 

аминокислотной последовательности EndoRB49 на аланин 

RB49WAlo – обратный праймер для замены триптофана в 109 положении 

аминокислотной последовательности EndoRB49 на аланин 
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RB49WFup – прямой праймер для замены триптофана в 109 положении 

аминокислотной последовательности EndoRB49 на фенилаланин 

RB49WFlo – обратный праймер для замены триптофана в 109 положении 

аминокислотной последовательности EndoRB49 на фенилаланин 

RMSF – усредненное по времени среднеквадратичное отклонение координат 

атомов (Root Mean Square Fluctuation) 

STD-NMR - разностная ЯМР-спектроскопия на переносе насыщения (Saturation 

Transfer Difference Nuclear Magnetic Resonance (spectroscopy)) 

T5WAup – прямой праймер для замены триптофана в 114 положении 

аминокислотной последовательности EndoT5 на аланин 

T5WAlo – обратный праймер для замены триптофана в 114 положении 

аминокислотной последовательности EndoT5 на аланин 

T5WFup – прямой праймер для замены триптофана в 114 положении 

аминокислотной последовательности EndoT5 на фенилаланин 

T5WFlo – обратный праймер для замены триптофана в 114 положении 

аминокислотной последовательности EndoT5 на фенилаланин 

3D-RISM – трехмерная модель силовых центров (the Three-Dimensional Reference 

Interaction Site Model) 

TOCSY - полная корреляционная спектроскопия (Total Correlation Spectroscopy) 

wt – «дикий тип» белка, нативная форма белка (Wild Type) 
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