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1. ВВЕДЕНИЕ

Работа посвящена проблеме изучения меха�
низма стабилизации белковой глобулы малыми
лигандами, называемыми химическими шаперо�
нами (ХШ) [1, 2]. Подобные задачи возникают и
при изучении самоорганизации (сворачивания)
полипептидной цепи в нативную структуру. Из�
вестно множество заболеваний, сопряженных с
неправильным сворачиванием белковых глобул,
таких как прионные болезни, болезни Альцгей�
мера, Паркинсона, рак, диабет и др. [3–5]. Суще�
ствуют многочисленные научные данные по ста�
билизации белков и пептидов химическими ша�
перонами, самыми известными из которых
являются криопротектор глицерин и некоторые
другие полиолы, осмопротектор триметиламин�
N�оксид (ТМАО), диметилсульфоксид (ДМСО),
некоторые аминокислоты (глицин, бетаин) и са�
хара (например, трехалоза) [1, 6, 7]. 

Алкилрезорцины входят в группу алкилокси�
бензолов – биологически активных веществ мик�
робного и растительного происхождения, встре�
чающихся у бактерий, грибов, лишайников, рас�
тений [8]. Так, 5�метилрезорцин (орцинол) в
природе встречается у многих видов лишайников.
Орцинол находит свое биологическое примене�
ние в составе веществ, обладающих антиокси�
дантной и антибактериальной активностью [9].
Изучение алкилоксибензолов представляет собой
актуальную научную задачу в связи с тем, что эти
соединения обладают широким спектром дей�

ствия как на клетки биологических организмов,
так и на отдельные белковые молекулы [8, 10].
Они находят применение в биотехнологии для
стабилизации и активации гидролитических фер�
ментов, в частности лизоцима [11–13], а также в
химической промышленности – при производ�
стве резины.

В настоящей работе рассмотрен ряд алкилиро�
ванных оксибензолов, которые, как предполага�
ется, могут быть отнесены к классу химических
шаперонов [14–16]. Ранее авторами изучалась
проблема влияния алкилоксибензолов на струк�
турно�динамические особенности белков [11, 12].
В настоящей работе обсуждается новый подход к
проблеме стабилизации белковых глобул и функ�
ционированию белка�фермента, основанный на
образовании кластеров малых лигандов и их гид�
ратов при осуществлении механизмов стабилиза�
ции белков. Определены основные сайты связыва�
ния 5�метилрезорцина на поверхности лизоцима.

2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

2.1. Изучение изменений структуры белка

Изменение структуры лизоцима при взаимо�
действии с химическим шаперонами при различ�
ных концентрациях изучалось методом диффуз�
ного рассеяния рентгеновских лучей (ДРРЛ). Бо�
лее подробная информация о методе изложена в
работах [17, 18]). Используемая в работе установ�
ка по диффузному рассеянию рентгеновских лу�
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чей позволяла снимать индикатрисы рассеяния в
интервале углов от 3 до 80°. Нахождение функции
радиального распределения атомов с помощью ин�
тегрального фурье�преобразования данных интен�
сивности ДРРЛ в данной работе проводилось в од�
ноатомном (моноатомном) приближении [18].
Это приближение дает весьма хорошие результа�
ты и позволяет улавливать слабые изменения
структуры (около 0.1 Å) [18], что практически
невозможно сделать с помощью обычного рент�
геноструктурного анализа кристаллизованных
белков. Напомним, как определяется сфериче�
ски�симметричная функция распределения рас�
стояний между атомами ρ(r) [19–23]. Функция ρ(r)
определяется так, что величина 4πr2ρ(r)dr есть сред�
нее число атомов, находящихся на расстояниях
между r и r + dr от центра отмеченного атома.

Диффузное рассеяние рентгеновских лучей на
малых углах весьма чувствительно к изменению
формы макромолекулы и ее радиуса гирации при
внешних воздействиях [24, 25]. Поэтому увеличе�
ние свободного объема в глобуле белка (или уве�
личение радиуса гирации) достаточно легко про�
верить с помощью малоуглового рассеяния рент�
геновских лучей. Этот факт использовался нами
ниже при обсуждении результатов. 

Изменение равновесных флуктуаций атомов в
лизоциме при взаимодействии его с ХШ изуча�
лось методом упругого рэлеевского рассеяния
мессбауэровского излучения (РРМИ). Этот метод
изучения флуктуаций в белках играет заметную
роль среди современных физических методов [26].
Он представляет собой комбинацию диффузного
рентгеновского рассеяния и мессбауэровской
спектроскопии и обладает рекордным энергети�
ческим разрешением, равным разрешению месс�
бауэровской спектроскопии. Изучение динамики
белков в данной работе проводилось вышеопи�
санным методом с использованием мягких усло�
вий коллимации. Ширина функции углового рас�
пределения составляет 8 град. В этом варианте на�
ми уже изучалась доля упругого рассеяния для
различных белков и спектры РРМИ [27–31].
Мягкие условия коллимации позволяют значи�
тельно увеличить скорость счета (набираемую
статистику) и использовать при интерпретации
экспериментальных данных так называемое “не�
когерентное” приближение. В этом случае интен�
сивность рэлеевски (упруго) рассеянных γ�квантов
на увлажненном и окруженном ХШ белке можно
с точностью до 20–30% [27–31] полагать равной
сумме интенсивностей γ�квантов, рассеянных на
молекулах белка, молекулах растворителя и моле�
кулах ХШ. Тогда суммарная измеряемая доля
упругого рассеяния fΣ является аддитивной со�
ставляющей долей упругого рассеяния отдельных
компонент: fp, fw и fs (Подробнее см. оригиналь�
ные статьи [27–31]). Суммарная измеряемая доля

упругого рассеяния fΣ нам известна, поведение
упругой доли для гидратной воды нам известно
достаточно хорошо (см. оригинальные работы и
обзоры по динамике гидратной воды [28, 30–35]).
В результате доля упругого рассеяния для лизоци�
ма, окруженного, например, молекулами метил�
резорцина, fp, существенно зависит от доли упру�
гого рассеяния для метилрезорцина, fs. Оказалось,
что непосредственные измерения зависимости
доли упругого рассеяния метилрезорцина от сте�
пени его гидратации мало подходят для изучения
поведения fp в тройной системе белок–гидратная
вода – лиганд. Поэтому динамические свойства
метилрезорцина моделировались с учетом его
сильной вращательной диффузии при степени
гидратации лизоцима h = 1. Учет вращательной
диффузии химических шаперонов вносит допол�
нительную большую ошибку в определение ам�
плитуды среднеквадратичных смещений соб�
ственно белка. Кроме этого, сама глобула лизоцима
при столь сильной степени гидратации h = 1, суще�
ственно большей 0.6, при которой можно было пре�
небрегать движением глобулы как целого [27–31],
может начать участвовать в либрационных дви�
жениях, амплитуду и время корреляции которых
оценить крайне трудно. Данные движения допол�
нительно увеличивают ошибку определения ам�
плитуды внутриглобулярных среднеквадратичных
смещений собственно белка, которую авторы оце�
нивают в 50–60% от величины амплитуды.

2.2. Изучение конформационной лабильности 
систем белок–вода–малые лиганды, 

а также кластеров и гидратов малых лигандов

Для определения конформационных измене�
ний в системах, содержащих лизоцим и малые ли�
ганды в различных концентрациях, был исполь�
зован классический метод молекулярной дина�
мики [33–35]. При изучении структуры кластеров
и гидратов алкилоксибензолов и разработке си�
ловых полей этих систем были использованы ме�
тоды квантовой механики.

Молекулярно�динамическое моделирование
орцинолсодержащих систем проводилось в про�
граммном комплексе GROMACS [36] методом
классической молекулярной динамики. Исполь�
зовалось полноатомное силовое поле OPLS�AA.
Шаг интегрирования составлял 1–2 фс. “Длина”
траекторий составляла 30–100 нс для разных кон�
центраций 5�метилрезорцина.

Параметры силового поля для 5�метилрезор�
цина определялись с помощью расчетов ab initio
в программном комплексе FIREFLY (называе�
мый ранее PC GAMESS) [37]. Расчеты проводи�
лись методом Хартри–Фока. Для аппроксима�
ции электростатического потенциала с целью
нахождения парциальных атомных зарядов ис�
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пользовался расширенный базисный набор, со�
держащий поляризационные и диффузные
функции, 6�311++G(d,p), был использован ал�
горитм поиска электростатического потенциала
GEODESIC. Необходимые внутри� и межмоле�
кулярные константы находились с использова�
нием наборов базисных функций 6�311G(d,p) и
6�31G(d). Далее проводили процедуру усредне�
ния зарядов для симметричных атомов и их пара�
метризацию для силового поля OPLS�AA. Для
сравнения результатов наших расчетов с расче�
тами параметров известных малых лигандов,
значения параметров для триметиламин оксида
(ТМАО) и мочевины брались из работы [38].

Были изучены системы, содержащие различ�
ное количество молекул 5�метилрезорцина на куби�
ческую ячейку с ребром 7.1 нм. В центр ячейки по�
мещалась молекула лизоцима (PDB ID 1AKI [39],
3HTB [40]), вокруг нее в случайном порядке – мо�
лекулы 5�метилрезорцина, далее ячейка заполня�
лась водой. Были исследованы системы, содержа�
щие от 1 до 880 молекул 5�метилрезорцина. В каче�
стве контроля были рассчитаны системы,
состоящие из лизоцима и воды и из 5�метилре�
зорцина и воды, а также системы, содержащие
лизоцим, ТМАО или мочевину и воду. Использо�
вались модели воды TIP3P и TIP4P. Проводились
оптимизация энергии систем и начальная релак�
сация в течение 200 пс в NVT� и NPT�ансамблях.

Отдельно рассчитывались системы, состоящие
из нескольких молекул 5�метилрезорцина, 4�гекси�
лрезорцина и тирозола, а также гидраты этих соеди�
нений. Для оценки стабильности полученных со�
единений использовался метод из работы [41].

3. ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ЛИЗОЦИМА 
С МАЛЫМИ ЛИГАНДАМИ

Вторичная структура лизоцима содержит
шесть α�спиралей и три β�листа. Их простран�
ственное расположение таково, что на поверхно�
сти выступают лишь малые части гидрофобных
областей белка. Соответственно, основными сай�
тами связывания малых лигандов могут служить
боковые радикалы гидрофильных аминокислот�
ных остатков, непосредственно или опосредован�
но через сеть молекул воды, образующих водо�
родные связи с гидроксильными группами 5�ме�
тилрезорцина, 4�гексилрезорцина или тирозола.
Интересно пространственное распределение мо�
лекул алкилоксибензолов относительно белковой
глобулы. Ранее было сделано предположение о
возможном наличии стекинг�взаимодействий
между молекулами лигандов, приводящих к ста�
билизации лизоцима [11].

3.1. Взаимодействие лизоцима с гексилрезорцином

Методом ДРРЛ изучено изменение структуры
лизоцима при взаимодействии с гексилрезорци�
ном при различных его концентрациях. Три α�спи�
рали в лизоциме можно расположить на ребрах по�
лиэдра [42]. Нативный лизоцим имеет два пика: при
Q = 0.6 и 0.34 Å–1, соответствующих характеристи�
ческим расстояниям d ~ 11 и ~18.5 Å между обла�
стями с повышенной электронной плотностью в
макромолекуле белка (α�спиралям). Используе�
мая в работе установка по диффузному рассеянию
рентгеновских лучей позволяет снимать индика�
трисы рассеяния в интервале от 3 до 80°, т.е. пики,
лежащие при разрешении в 20 Å, целиком не на�
блюдаются. Однако можно достаточно хорошо
следить за изменением интенсивности и формы
пика для d ~ 11 Å и перехода его в пик для d ~ 18.5 Å
при действии на лизоцим как гидратной воды
[17], так и малых лигандов.

Cравнение функций радиального распределе�
ния, полученных методом фурье�анализа интен�
сивностей ДРРЛ [17] для чистого лизоцима и лизо�
цима, окруженного 40 молекулами гексилрезорци�
на на глобулу (см. рис. 1а), дает возможность
сделать вывод, что вторые и третьи пики функции
радиального распределения для чистого лизоцима
и лизоцима, окруженного 40 молекулами гексил�
резорцина, практически совпадают. Четвертый,
пятый и шестой пики для лизоцима, окруженного
40 молекулами гексилрезорцина, смещаются
вправо по отношению к этим же пикам для чисто�
го лизоцима, что свидетельствует о появлении до�
полнительного свободного объема в глобуле бел�
ка и небольшом увеличении радиуса гирации Rg

макромолекулы при данной концентрации гекси�
лрезорцина.

3.2. Взаимодействие лизоцима с метилрезорцином

По данным молекулярной динамики (рис. 1б)
видно, что при добавлении любого молекулярно�
го объекта, занимающего значительный объем
(например, молекулы белка), в водное окружение
структура воды становится более упорядоченной
(происходит сдвиг первого пика функции ради�
ального распределения атомов кислорода моле�
кул воды в левую сторону). Сравнение высот пер�
вого пика относительно системы лизоцим–вода
показывает, что присутствие ТМАО и 5�метилре�
зорцина приводит к увеличению высоты пика, в
то время как присутствие мочевины – к некото�
рому уменьшению высоты. При этом присутствие
молекул ТМАО в ячейке упорядочивает про�
странственное распределение молекул воды. Для
5�метилрезорцина этот эффект выражен слабее,
для мочевины он почти не заметен (или отсут�
ствует). Однако в целом можно говорить об упо�
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резорцина (�). Стрелками указаны положения пиков на функции радиального распределения для системы с 40 мо�
лекулами гексилрезорцина (h) и для системы с 10 молекулами метилрезорцина (m). б – Функции радиального рас�
пределения атомов кислорода воды в системах: чистая вода (H2O), лизоцим (LYS), лизоцим с 5�метилрезорцином
(LYS, 5MR), лизоцим с ТМАО (LYS, TMAO), лизоцим с мочевиной (LYS, UREA), полученные путем расчетов моле�
кулярной динамики.
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рядочении водной оболочки вокруг молекулы ли�
зоцима при добавлении 5�метилрезорцина.

Результаты по влиянию метилрезорцина на
ферментативную активность лизоцима представ�
лены на рис. 2а. В наблюдаемом диапазоне кон�
центраций метилрезорцина наблюдаются резкий
рост активности лизоцима после превышения
концентрации в 25 молекул метилрезорцина на
глобулу лизоцима и дальнейший выход активности
на плато. На этом же рисунке также представлена

зависимость среднеквадратичной амплитуды сме�
щений атомов белка, усредненной по глобуле (пра�
вая шкала), от концентрации метилрезорцина.

Рисунок 2а демонстрирует резкое возрастание
внутримолекулярных флуктуаций атомных групп
лизоцима и повышение его активности при росте
концентрации метилрезорцина выше 25 молекул
на глобулу. Результаты фурье�анализа интенсив�
ности рассеяния рентгеновских лучей для чисто�
го лизоцима и лизоцима с десятью молекулами
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Рис. 2. а – Ферментативная активность лизоцима (в качестве субстрата использовался коллоидный хитин) – левая
шкала и среднеквадратичная амплитуда смещений атомов 〈x2〉, усредненная по глобуле белка – правая шкала в зави�
симости от концентрации метилрезорцина, выраженной в количестве молекул метилрезорцина на глобулу лизоцима
Недостающие данные для больших концентраций метилрезорцина получены аппроксимацией в предположении, что
среднеквадратичная амплитуда смещений атомов пропорциональна активности [34]. б – Изменение радиуса гирации
Rg лизоцима в процентах от “контроля” (расчетной ячейки без молекул 5�метилрезорцина) относительно количества
молекул 5�метилрезорцина в расчетной ячейке, полученное в молекулярно�динамических расчетах.
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метилрезорцина позволяют сделать вывод о том,
что радиус гирации лизоцима не изменяется (в
пределах ошибки измерения) при данной кон�
центрации метилрезорцина. Этот факт подтвер�
жден результатами метода малоуглового рассея�
ния в лаборатории В.В. Волкова из Института
кристаллографии РАН (рисунок не приведен).
Данные РРМИ (рис. 2а) означают, что при кон�
центрации в ∼100 молекул на глобулу лизоцима
происходит значительное увеличение свободного
объема в лизоциме. Столь сильное увеличение ам�
плитуды флуктуаций, несомненно, должно ска�
заться на температуре денатурации лизоцима. Изу�
чение температуры денатурации Тd лизоцима, про�
веденное при участии авторов данной статьи [43],
показывает сильное понижение Тd c увеличением
концентрации метилрезорцина. Понижение тем�
пературы денатурации при действии на лизоцим
450 молекул метилрезорцина составляет ощути�
мую величину в 12 град [43]. Напомним, что по�
нижение температуры денатурации при действии
на лизоцим 2 М раствора мочевины (N2OH4) со�
ставляет всего лишь 8 град. Предварительные ре�
зультаты авторов показывают, что амплитуда сред�
неквадратичных флуктуаций начинает заметно уве�
личиваться лишь при помещении лизоцима в
растворы мочевины с концентрацией в 3 М и вы�
ше. Внешнее проявление действия метилрезор�
цина на лизоцим напоминает действие мочеви�
ны. Есть, однако, принципиальное различие.
При увеличении концентрации метилрезорцина
наблюдается резкий рост ферментативной актив�
ности, которая выходит на плато, тогда как увели�
чение концентрации мочевины приводит к разво�
рачиванию глобулы лизоцима и потере белком
ферментативной активности.

Для изучения конформационных изменений и
структурной организации систем лизоцим–во�
да–метилрезорцин проведены компьютерные рас�
четы с помощью метода молекулярной динамики.
Методика расчетов приведена в разд. 2.

Результат компьютерного моделирования
изображен на рис. 2б. В молекулярно�динамиче�
ских расчетах с различной концентрацией 5�ме�
тилрезорцина на одну молекулу лизоцима наблю�
дается некоторое увеличение Rg белка при увели�
чении концентрации 5�метилрезорцина от 0 до
800 его молекул на одну молекулу лизоцима (одну
расчетную ячейку). При сравнении результатов,
приведенных на рис. 2а и б видно, что кривая ак�
тивности лизоцима и среднеквадратичное сме�
щение выходят на плато при концентрации при�
мерно в 100 молекул метилрезорцина на молекулу
лизоцима. Из сходства двух кривых можно сде�
лать предположение о связи радиуса гирации и
активности. Так, при увеличении концентрации
5�метилрезорцина последний, связываясь с по�
верхностью белка, с одной стороны, несколько уве�

личивает радиус гирации, а с другой – стабилизи�
рует структуру белка, образуя пространственную
древовидную сеть вокруг него и не позволяя про�
исходить процессам денатурации. Увеличение Rg

белка возникает за счет проникновения молекул
5�метилрезорцина непосредственно к белку по
всей его поверхности и его разрыхления.

Интересно поведение алкилоксибензолов у
поверхности белка. Ранее было показано [11], что
при взаимодействии с 4�гексилрезорцином ос�
новную роль играют водородные связи, образуе�
мые непосредственно с поверхностью лизоцима
(см. рис. 3б). Также в работе [11] было показано,
что поведение метилрезорцина на гидрофильной
поверхности не похоже ни на поведение глицери�
на, ни на поведение гексилрезорцина. Метилре�
зорцин поистечении 1.0 нс достаточно прочно
выбирает свое место на поверхности решетки
(лизоцима) и далее (в течение последующей 1 нс)
совершает небольшие и короткие флуктуации от�
носительно своего положения. Видимо, это ре�
зультат достаточно сильного кулоновского взаи�
модействия между решеткой и водородными ато�
мами метилрезорцина. Возможно, важный вклад
вносит стекинг�взаимодействие (детально дан�
ный вопрос исследован в данной статье ниже). 

Расчеты методом молекулярной динамики,
проведенные для систем лизоцима со случайным
распределением молекул 5�метилрезорцина в
ячейке, подтверждают предположение о непо�
средственном взаимодействии молекул метилре�
зорцина с поверхностью белка. Для проверки
этой гипотезы были проведены расчеты и рас�
смотрены графики среднего расстояния от моле�
кул 5�метилрезорцина до белка и средней энер�
гии взаимодействия молекул 5�метилрезорцина с
белком (рис. 4). Молекулы 5�метилрезорцина
диффундируют вокруг белка, пока энергия взаи�
модействия молекул 5�метилрезорцина с лизоци�
мом не превысит своего критического значения,
при котором начинается сильное притяжение мо�
лекул лиганда к белку, ведущее к уменьшению
среднего расстояния между группами белок–ли�
ганд (рис. 4а, б). Среднее расстояние продолжает
уменьшаться до тех пор, пока подавляющее боль�
шинство молекул 5�метилрезорцина не образуют
комплексы с лизоцимом или другими молекула�
ми 5�метилрезорцина, выстраивая древовидные
структуры от поверхности белка (см. рис. 3б). На
рис. 4в показана функция радиального распреде�
ления атомов молекул воды и 5�метилрезорцина
от поверхности лизоцима (в расчете на атом). Из
этого рисунка видно, что большинство молекул
5�метилрезорцина расположено в первой гид�
ратной оболочке лизоцима, т.е. непосредственно
на его поверхности. Этот результат полностью со�
гласуется со сделанными ранее выводами о непо�
средственном взаимодействии 5�метилрезорцина
с белком.
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Гидрофобное взаимодействие бензольного коль�
ца с нейтральными атомами решетки, по�видимо�
му, маловероятно, поскольку метилрезорцины ча�
сто подходят не плоской стороной, а боком. Таким
образом, в случае метилрезорцина говорить о пред�
почтительной гидратации можно лишь при совсем
малых его концентрациях, когда на поверхности
есть еще места связывания для воды. При его кон�
центрации выше 30 молекул на глобулу лизоцима
взаимодействие метилрезорцина с поверхностью
лизоцима начинает резко преобладать над гидра�
тацией. Таким образом, подтверждено, что мети�
лрезорцин взаимодействует с поверхностью лизо�
цима непосредственно, образуя свои водородные
связи с аминокислотами лизоцима, не прибегая к
помощи воды, аналогично тому, как глицерин
взаимодействует с поверхностью белка резорцина
(см. [32]). При увеличении концентрации метилре�
зорцина до 30 и выше молекул на глобулу на 2 град
снижается точка денатурации лизоцима, появля�
ется свободный внутриглобулярный объем, рас�
тормаживается внутримолекулярная динамика и
резко увеличивается ферментативная активность
лизоцима (рис. 2а). Среднеквадратичные амплиту�
ды равновесных флуктуаций при ∼100 молекулах
метилрезорцина на глобулу достигают величины
≈(0.45 ± 0.2) Å2, температура денатурации пони�
жается на 4 град. 

Таким образом, при изученных концентрациях
метилрезорцин является мощным активатором
для лизоцима. С помощью молекулярно�динами�
ческих расчетов при различных концентрациях
5�метилрезорцина на глобулу лизоцима было
показано, что основными сайтами связывания
5�метилрезорцина на поверхности белка явля�
ются аминокислотные остатки Asp (18), Asp (87),
Lys (116), Arg (128).

3.3. Структура комплексов малых лигандов 
и их возможные сайты связывания на лизоциме

Исследование структуры комплексов алки�
локсибензолов проводилось методами молеку�
лярной динамики и квантовой механики. В пер�
вом случае рассматривались траектории подвиж�
ности молекул лигандов друг относительно друга
в ячейках, содержащих молекулы 5�метилрезор�
цина и воды, а также лизоцима, 5�метилрезорци�
на и воды. Методами квантовой механики изуче�
ны малые кластеры 5�метилрезорцина (от моно�
меров до декамеров), кластеры 5�метилрезорцина
с молекулами воды, а также кластеры тирозола и
4�гексилрезорцина (рис. 5). Ранее в работе [44]
рассматривались энергетические поверхности и
структура цепочек, содержащих 5�метилрезор�
цин и воду. Полученные в этой статье данные
полностью согласуются с работой [44] в том, что
5�метилрезорцин не образует стекинг�взаимо�
действий путем связывания бензольных колец

друг с другом. Во всех изученных соединениях
(как метилрезорцина и гексилрезорцина, так и
тирозола) основным инструментом кластерооб�
разования служат гидроксильные остатки, через
которые две или более двух молекул связываются

а

б

Рис. 3. а – Возможный вид связывания молекул гек�
силрезорцина с гидрофильными областями гидрати�
рованного лизоцима. Водородные связи между моле�
кулами воды и между водой и лизоцимом изображе�
ны серыми наклонными штрихами. Водородные
связи между гексилрезорцином и гидратной водой
изображены черными наклонными штрихами [14].
б – Поверхность лизоцима с присоединившимися
молекулами 5�метилрезорцина
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Рис. 4. а – Изменение энергии взаимодействия молекул воды (1) и 5�метилрезорцина (2) с лизоцимом в расчете на од�
ну молекулу. б – Дрейф молекул 5�метилрезорцина к поверхности белка для системы со 110 молекулами 5�метилре�
зорцина. в – Функция радиального распределения (F) атомов, входящих в молекулы воды (1) и 5�метилрезорцина (2)
от поверхности лизоцима (в расчете на 1 атом).

(С12H16(OH)2)2 (С8H8(OH)2)2

(С17H6(OH)2)3 (С7H6(OH)2)10

Рис. 5. Некоторые молекулярные кластеры 5�метилрезорцина (C7H6(OH)2), 4�гексилрезорцина (C12H16(OH)2) и ти�
розола (C8H8(OH)2).
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между собой, с молекулами воды и молекулами
белка. При этом из�за пространственного разне�
сения гидроксильных групп в молекулах тирозола
последние образуют более “рыхлые” структуры.
Механизм действия этого лиганда на поверхность
белка будет исследован позднее. Гипотеза о суще�
ствовании стекинг�взаимодействий не подтвер�
ждается также исходя из результатов расчетов
аналога 5�метилрезорцина с разорванным бен�
зольным кольцом.

4. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Метилрезорцин, гексилрезорцин и тирозол
являются яркими представителями алкилокси�
бензолов – новых биологически активных ве�
ществ, химических аналогов микробных аутоин�
дукторов анабиоза. Они оказывают влияние как
на клетки в целом, так и на отдельные белковые
молекулы, довольно быстро вызывая переход
микробных клеток из вегетативного состояния в
покоящееся (анабиотическое) состояние, и реа�
лизуют эту функцию через взаимодействие с ши�
роким кругом биополимеров бактериальной клет�
ки. В настоящей работе проведено сравнительное
изучение влияния гексилрезорцина и метилрезор�
цина в большом диапазоне их концентраций на
структуру, равновесные флуктуации и функцио�
нальную активность водорастворимого фермента
лизоцима. Показано, что в отличие от гексилре�
зорцина метилрезорцин является стабилизато�
ром лизоцима в большом диапазоне концентра�
ций. Из экспериментальных данных [32] следует,
что при малых концентрациях как гексилрезор�
цина, так и метилрезорцина (от 2 до 10 молекул на
глобулу) активность лизоцима резко возрастает.
Однако с ростом концентрации активность лизо�
цима начинает падать в случае гексилрезорцина и
остается постоянной для метилрезорцина при
концентрациях лиганда выше 100 молекул на гло�
булу. Проведенные молекулярно�динамические
расчеты показывают, что при концентрации ме�
тилрезорцина выше 100 молекул на глобулу белка
не наблюдается дальнейшее увеличение радиуса
гирации последнего. Это может свидетельство�
вать о связи структурно�динамических характе�
ристик лизоцима с его функциональной активно�
стью. Влияние гексилрезорцина и метилрезорци�
на на характеристики белковой молекулы
описываются в рамках предпочтительной гидра�
тации при взаимодействии с гексилрезорцином и
непосредственного взаимодействия с молекула�
ми метилрезорцина. Все изученные алкилокси�
бензолы образуют сложную пространственную
сеть между собой и с молекулами воды. Молекула
метилрезорцина, как и молекула гексилрезорци�
на, состоит из гидрофобной (алкильный радикал)
и гидрофильной (ароматическое ядро с гидрок�
сильными группами) частей. В отличие от моле�

кулы гексилрезорцина, гидрофобная часть моле�
кулы метилрезорцина относительно мала и не
вносит существенного вклада во взаимодействия
белок–лиганд даже при малых концентрациях.
При увеличении концентрации метилрезорцина
молекулы последнего начинают образовывать
сложные древовидные пространственные струк�
туры, разделенные “прослойками” из молекул
воды. Так как кластеры и древовидные структуры
метилрезорцина достаточно стабильны, они поз�
воляют стабилизировать молекулу белка при дей�
ствии высоких (до 100°C) температур. Однако су�
ществование водных прослоек может способ�
ствовать проникновению субстрата к активному
центру лизоцима, что сказывается на поддержа�
нии его активности при высоких концентрациях
метилрезорцина. Основными сайтами связыва�
ния молекул метилрезорцина на поверхности
белка, от которых начинается образование слож�
ных пространственных структур лиганда, явля�
ются Asp (18), Asp (87), Lys (116) и Arg (128).
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