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Монооксигеназа CYP102A1 из грамположи-
тельной капустной палочки Bacillus megaterium 
(цитохром P450 BM3) – важный для биотехноло-
гии фермент, открытый еще в 1980-е годы. Этот 
фермент катализирует гидроксилирование жир-
ных кислот с длиной цепи от 12 до 20 атомов 
углерода и обычно представляет собой гомодимер 
каждая из цепей которого состоит из 1048 амино-
кислотных остатков [1]. Повышенный интерес к 
P450 BM3 обусловлен сразу несколькими факто-
рами. Во-первых, по сравнению с другими пред-
ставителями этого семейства, он обладает более 
высокой каталитической константой, а также вы-
сокой стереоселективностью. Процесс окисления 
арахидоновой кислоты протекает с каталитиче-
ской константой kкат. = 280 c–1 [1], значительно 
более высокой, чем у любого другого известного 
цитохрома Р450. Во-вторых, CYP102A1 – фер-
мент уникальный, состоящий из трех доменов: 
гем-содержащей монооксигеназы и двухдомен-

ной FMN- и FAD-содержащей редуктазы, которая 
за счет окисления NADPH обеспечивает моно-
оксигеназный домен электронами. Особенность 
P450 BM3 состоит в том, что все три домена объ-
единены в одну полипептидную цепь, и это вы-
деляет его среди остальных цитохромов P450. 
Схожесть этого фермента с эукариотическими 
ортологами делает его удобным модельным объ-
ектом для изучения большой группы физиологи-
чески и практически важных ферментов группы 
цитохромов Р450 [2].

Многочисленные эксперименты различных 
авторов по кристаллизации Р450 ВМ3 так и не 
увенчались успехом, вследствие чего к настоя-
щему моменту структура полноразмерного фер-
мента так и не определена. Невозможность по-
лучить необходимые кристаллы объясняют об-
щей высокой гибкостью полипептидной цепи и 
низкой стабильностью междоменных линкеров. 
В настоящее время в Protein Data Bank (PDB)  
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Методами молекулярного моделирования получена пространственная структура 
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имеется информация о 79 структурах отдельно-
го монооксигеназного домена фермента, а также 
одна структура комплекса монооксигеназного и 
FMN-содержащего доменов (PDB ID : 1BVY). 
Кроме того, в PDB есть структура отдельного 
редуктазного домена Р450 ВМ3, содержащего 
FAD (PDB ID : 4DQK). Чтобы правильно вы-
брать аминокислотные остатки для мутагенеза 
и получить гибридные структуры, необходимо 
установить пространственную структуру всего 
мультидоменного цитохрома Р450 ВМ3. Поэто-
му в данной работе нами было проведено мо-
лекулярное моделирование трехмерной полно-
атомной структуры этого фермента.

Экспериментальная часть

Начальный докинг домена FAD и комплек-
са доменов FMN и ВМ3 проводили с помощью 
пакета программ Accelrys Discovery Studio 2019. 
В качестве исходных использовали известные 
структуры отдельного FAD-содержащего доме-
на (PDB ID: 4DQK)) и комплекса из двух других 
доменов: гем-содержащего монооксигеназного 
и FMN-содержащего доменов (PDB ID : 1BVY). 
Дальнейшую оптимизацию структуры проводили 
на суперкомпьютере «Ломоносов-2» с использо-
ванием пакетов программ, указанных в разделе 
«Результаты и их обсужение». 

Для проведения анализа полученной модель-
ной структуры использовали пакет программ 
Accelrys Discovery Studio Visualizer 2019. Этот 
же пакет применяли для получения изображений 
белковой глобулы.

Результаты и их обсуждение

Особенности структуры отдельных доме-
нов и механизма действия цитохрома P450 
BM3. Полипептидная цепь полноразмерного ци-
тохрома P450 BM3 содержит в общей сложности 
1048 аминокислотных остатков и состоит из трех 
структурных доменов: монооксигеназный гем-
содержащий домен ВМ3 (остатки 1–470), домен 
FMN (остатки 471–664), содержащий флавинмо-
нонуклеотид, и домен FAD (остатки 665–1048), 
который включает в свою структуру второй ко-
фактор флавинадениндинуклеотид (FAD) [1]. 
Реакция, которую катализирует Р450 ВМ3, име-
ет сложный механизм и протекает в несколько 
этапов. На первом этапе в домене FAD происхо-
дит восстановление кофактора за счет перено-
са гидрид-иона с восстановленного кофермента 
NADPH на изоаллоксазиновую часть FAD. Да-
лее идет междоменный перенос двух электро-
нов с восстановленного FAD на другой флави-
новый кофактор FMN. Восстановленный FMN 
выступает промежуточным донором электронов 
для гема [3]. В «классических» бактериальных 
цитохромах Р450 все три домена существуют в 
виде отдельных субъединиц, а в P450 ВМ3 они 
объединены в единую полипептидную цепочку. 
Комплекс FMN и FAD известен как дифлавин-
редуктазная часть фермента и напоминает диф-
лавиновую цитохром P450-редуктазу из эукари-
отических организмов [4].

Кофактор FAD связан в структуре соответ-
ствующего редуктазного домена за счет множе-
ственных взаимодействий с окружающими его 

Рис. 1.  Структура: А – FAD-связывающего домена, Б –  комплекса из монооксигеназного и FMN-
связывающего доменов Р450 BM3 (при создании рисунков 1, А и 1, Б использовали структуры PDB 

4DQK и PDB 1BVY соответственно) 
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аминокислотными остатками (рис. 1, А). Остат-
ки Tyr830, Ser831, Ser848, Trp855, Ile864, Ala865, 
Ser866, Tyr974, Arg967 и Lys973 образуют с ко-
фактором водородные связи. Водородные связи 
имеются также между пирофосфатными атома-
ми кислорода FAD и остатками Arg828, Tyr829 и 
Glu860. Стэкинг- взаимодействия Trp855 с аде-
ниновой группой FAD и Trp1047 с изоаллоксази-
новым кольцом дополнительно фиксируют моле-
кулу кофактора в открытой конформации. Петля 
из аминокислотных остатков 729–743 сильно за-
ряжена, что свидетельствует о ее потенциальном 
участии в междоменном взаимодействии (рис. 1, 
А). Вероятно, кофакторы FAD и FMN располага-
ются на расстоянии всего 4 Å друг от друга, что 
свидетельствует о возможности прямого пере-
носа электронов между ними [3].

Монооксигеназный домен BM3 содержит Fe-
протопорфирин IX (гем) с ионом Fe(III), коор-
динированным с атомом серы остатка Cys400. 
Область активного центра фермента над Fe-
протопорфирином IX очень близка к нему. Она 
заряжена положительно, что играет важную роль 
для окислительно-восстановительного взаимо-
действия [5–8]. Изоаллоксазиновое кольцо FMN 
практически перпендикулярно плоскости гема 
и находится на границе раздела FMN- и FAD-
связывающего доменов, большая его часть обра-
щена наружу и экранирована растворителем, что 
свидетельствует об отсутствии сильных взаимо-
действий между доменами FMN и BM3 [6]. Ами-
нокислотные остатки Pro382, Ile385 и Gln387 
находятся на довольно близком расстоянии от 
FMN (4,0; 4,1 и 4,1 Å от его 7-метильной груп-
пы). Между Thr574 и изоаллоксазиновым коль-
цом FMN наблюдается стэкинг-взаимодействие. 
Таким образом, суммарно остатки Thr574, Pro382, 
Ile385, Gln387 и Cys400 образуют туннель пере-
дачи электронов от FMN к гему (FMN и гем на-
ходятся на расстоянии 18,4 Å друг от друга) [9]. 
Также стоит отметить водородные связи в парах 
Glu494 – His100 и Arg498 – Asn101, которые до-
полнительно стабилизируют структуры относи-
тельно друг друга (рис. 1, Б).

Моделирование полной структуры P450 BM3. 
Начальный этап для моделирования полной систе-
мы P450 BM3 заключался в анализе поверхностей 
домена FAD (PDB ID – 4DQK) и комплекса из двух 
других доменов: гем-содержащего монооксиге-
назного и FMN-содержащего (PDB ID – 1BVY), 
а также в поиске возможных комплементарных 
фрагментов. Из литературных данных известно 
о предположительном взаимном расположении 
исследуемых субъединиц [3], поэтому нет необ-

ходимости проведения полномасштабного белок-
белкового докинга и сканирования всего про-
странства взаимных ориентаций двух белковых 
структур.

В программе Discovery Studio Visualizer 2019 
макромолекулы ориентировались относительно 
друг друга согласно известной последователь-
ности [3, 10, 11] таким образом, чтобы актив-
ные центры FAD- и FMN-содержащих доменов 
находились на расстоянии 7 Å, а петля из ами-
нокислотных остатков 729–743 располагалась в 
пространстве между гем-содержащим и FMN-
содержащим доменами (рис. 2, А). Недостающие 
аминокислотные остатки, соединяющие доме-
ны, были достроены вручную, исходя из данных 
об аминокислотной последовательности. В по-
лученной промежуточной структуре из активно-
го центра монооксигеназного домена временно 
вырезали гем (в связи со сложностью описания 
силовыми полями иона Fe(III)), а затем добавля-
ли протоны. Наличие или отсутствие протона на 
имидазольном кольце остатка гистидина выби-
рали на основе визуального анализа локального 
окружения его боковой цепи. Для первичной ре-
лаксации пространственной конфигурации до-
строенных аминокислотных остатков проводи-
ли оптимизацию геометрических параметров в 
программном пакете NAMD 2.12 [12], при этом 
известные из данных рентгеноструктурного ана-
лиза фрагменты белка фиксировались.

С помощью модуля psfgen программы VMD 
[13] конструировали единую структуру Р450 
ВМ3. Затем проводили сольватацию системы в 
прямоугольный параллелепипед из молекул воды 
так, чтобы расстояние от белка до границы ячей-
ки составляло не менее 12 Å. При оптимизации 
геометрических параметров белковых макромо-
лекул использовали силовые поля CHARMM36 
[14], CGenFF (для кофакторов) [15] и TIP3P (для 
воды) [16]. Далее в течение 1 нс проводили ре-
лаксацию сольватирующих водных оболочек ме-
тодом молекулярной динамики с использованием 
программы NAMD 2.12. Расчеты проводили в ка-
ноническом ансамбле NPT с шагом интегрирова-
ния 1 фс и T = 300 K, при этом вся белковая систе-
ма и кофакторы были заморожены. В полученной 
структуре обрезали сольватную оболочку на рас-
стоянии от белка не менее, чем 4 Å, а вырезанный 
ранее Fe-протопорфирин IX с Fe(III) возвращался 
в ВM3. Исходная и финальная структуры пред-
ставлены на рис. 2.

В работе проанализированы межсубъединич-
ные контакты в полученной нами структуре. 
На рис. 3 показана полученная полноатомная 
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структура цитохрома Р450 ВМ3 в ракурсе, удоб-
ном для визуального анализа таких контактов. Из 
этого рисунка хорошо видно, что межсубъединич-
ный контакт между FAD- и FMN-содержащими 
доменами имеет гораздо большую площадь по 
сравнению с таковой для межсубъединичного кон-
такта между FMN-содержащим и монооксигеназ-
ным доменами. В исходной структуре комплекса 
FMN-содержащего и монооксигеназного доменов 
PDB 1BVY, использованной для получения мо-
дели полноразмерного цитохрома Р450 ВМ3, 
имеются две водородные связи между остат-
ками Arg498 – Asn101 и Asn573 – Ser383 и 
три гидрофобных контакта между остатками 
Arg498 – Pro105, Met505 – Pro244 и Met505 – 
Lys241. В полноатомной модельной структуре к 
вышеупомянутым пяти контактам добавляются 
еще четыре водородные связи между остатками 
Asn489 – Gln387, Glu494 – His100, Glu610 – Tyr 
305, Asp499 – Gln110 и один гидрофобный кон-
такт Arg498 – Leu104 (всего пять). Таким об-
разом, в полученной структуре по сравнению с 
исходной структурой PDB 1BVY число взаимо-
действий в межсубъединичном контакте между 

FMN-содержащим и монооксигеназным доме-
нами возрастает в два раза – с пяти до десяти. 
Однако, как видно из рис. 3, в модельной струк-
туре полноразмерного цитохрома Р450 ВМ3 пло-
щадь межсубъединичного контакта между FAD- 
и FMN-содержащими доменами намного больше. 
Анализ структуры в области контакта между до-
менами FMN и FAD свидетельствует о том, что в 
этой области имеются десять водородных связей 
между следующими остатками: Asp608 – Arg676,                                                                                                            
Glu615 – Gln788, Asp607 – Arg762, Asp607 – 
Thr761, Arg600 – Lys791, Lys572 – Leu795, 
Ala575 – Arg798, Asp542 – Arg1030, His539 – 
Gly1003,  Lys580 – Ser1004 и три гидрофобых 
контакта (Tyr578 – Leu795, Lys572 – Pro759, 
Lys580 – Ala1048). Таким образом, число кон-
тактов в области межсубъединичного взаимо-
действия между FAD- и FMN-содержащими 
доменами (13 контактов) ненамного превышает 
общее число контактов между субъединицами 
доменов FMN и BM3 (10 контактов), однако 
прочность взаимодействия между субъединица-
ми в первом случае намного выше, поскольку 
10 из 13 контактов обеспечены водородными 

Рис. 2. А – отдельные исходные кристаллические структуры FAD-содержащего домена 
(PDB ID : 4DQK) и комплекса из двух других доменов – гем-содержащего монооксиге-
назного и FMN-содержащего (PDB ID: 1BVY);Б – полученная полноатомная модельная 

структура цитохрома Р450 ВМ3
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кие взаимодействия имеют всего 6. Cледует так-
же отметить, что число взаимодействий в обоих 
межсубъединичных контактах в полноатомной 
модели цитохрома Р450 ВМ3 находится на гра-

Рис. 3.  Визуализация полученной полноатомной мо-
дельной структуры цитохрома Р450 ВМ3 для оценки 

межсубъединичных контактов
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Выводы
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FULL STRUCTURE MODELING OF THREE-DOMAINS 
MONOOXYGENASE CYP102A1 ВМ3 FROM BACILLUS MEGATERIUM

A.V. Krivitskaya1,3, A.A. Pometun2,3,4*, P.D. Parshin2,4, M.G. Khrenova2,3,                          
V.B. Urlacher5, V.I. Tishkov2,3,4*

( 1 Dmitry Mendeleev University of Chemical Technology; 2 M.V. Lomonosov Moscow 
State University; 3 A.N. Bach Institute of Biochemistry, Federal Research Centre “Fun-
damentals of Biotechnology” of the Russian Academy of Sciences; 4 Innovations and High 
Technologies MSU Ltd; 5 Institute of Biochemistry, Heinrich Heine University Düsseldorf, 
Düsseldorf, Germany; e-mail: aapometun@gmail.com, vitishkov@gmail.com)

The 3D full-atom model of the whole-size CYP102A1 from Bacillus megaterium 
(cytochrome P450 BM3) has been constructed using molecular modeling methods. The 
structure model was constructed using crystal structures of the separate FAD-binding 
domain (PDB ID: 4DQK) and the complex of FMN-binding and monooxygenase domains 
(PDB ID: 1BVY). Modeling procedure included analysis of the domains’ surfaces to fi nd 
the orientation with maximum inter-subunit contacts. The overall confi guration of the 
obtained complex was optimized using molecular dynamics. The fi nal full-atom structure 
model shows rather tight interactions between FAD- and FMN-binding domains due to 
10 inter-domain hydrogen bonds and hydrophobic interactions between three pairs of 
amino acid residues. This 3D model can be used for structure-function studies and rational 
design of the enzyme as well as for construction of hybrid supramolecular structures of 
biocatalysts with cytochrome P450 BM3.

Key words: cytochrome P450 BM3, molecular modeling, 3D structure.
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