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ФАД-зависимая монооксигеназа EncM, выделенная из бактерии Streptomyces maritimus, катализирует окисление метиленовой группы субстрата до кето-группы на пути синтеза антибиотика энтероцина, используя в качестве источника атомов O кислород воздуха [1]. Проблема установления механизма работы EncM привлекает значительное внимание исследователей, поскольку этот фермент стал первым примером, за несколько десятилетий исследований флавиновых монооксигеназ, формирования атипичного аддукта присоединения O2 к восстановленному флавину – N5-оксида флавина.
Основным аргументом, подтверждающим образование N5-оксида флавина в EncM, стали спектры поглощения фермента, полученные при его смешивании с раствором O2 в экспериментах по спектрофотометрии остановленного потока, которые продемонстрировали качественные отличия от спектра C4a-(гидро)пероксида флавина, считавшегося до недавнего времени единственно возможным аддуктом присоединения кислорода к флавиновому кольцу [2]. Несмотря на то, что в экспериментах не удалось зафиксировать никаких интермедиатов, был выдвинут гипотетический механизм образования аномального аддукта [2], который до настоящего времени не имеет строгого экспериментального или теоретического подтверждения. В связи с этим нами предпринята попытка моделирования механизмов взаимодействия O2 с ФАД в EncM по следующей методологии.
На первом этапе осуществляется комбинированная КМ/ММ динамика основных интермедиатов и аддуктов присоединения кислорода, которая позволяет выявить ключевые взаимодействия с активным центром фермента. Второй этап заключается в построении кластерной модели активного центра на основе результатов КМ/ММ динамики, оптимизации в ней геометрий стационарных точек по ТФП (UPBE0-D3/6-31G*), сравнении их энергий и расчете спектров поглощения методом МКССП/МКТВ (CASSCF/XMCQDPT2/cc-pVDZ).
В рамках комбинированной КМ/ММ динамики идентифицированы водородные связи с участием остатков GLU134, VAL135, VAL136, THR139, TYR416, а также 2'-OH рибитильной цепи ФАД, участвующие в стабилизации интермедиатов и аддуктов. Кроме того, подтверждена устойчивость ковалентной связи ФАД – HIS78, обсуждаемая в литературе, и выявлена роль TYR416 как модулятора барьеров присоединения O2 по положениям C4a и N5. Наконец, рассчитаны спектры поглощения ключевых структур, которые могут помочь в идентификации интермедиатов в эксперименте.
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