
284
Вecтн. Моск. ун-та. Сер. 2. Химия. 2024. Т. 65. № 4 
Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Chemistry. 2024. T. 65. № 4

НАУЧНАЯ СТАТЬЯ 

УДК 577.25

СТРУКТУРА И ДИНАМИКА ФЕРМЕНТ-СУБСТРАТНОГО КОМПЛЕКСА 
N-АЦЕТИЛАСПАРТИЛГЛУТАМАТ СИНТАЗЫ ПО ДАННЫМ 
КОМПЬЮТЕРНОГО МОДЕЛИРОВАНИЯ 

Игорь Вадимович Поляков1, 2, Александра Вячеславовна Кривицкая 2, 3, 
Мария Григорьевна Хренова1–3

1 Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова,                          
химический факультет, Москва, Россия
2 Институт биохимической физики им. Н.М. Эмануэля РАН, Москва, Россия
3 ФИЦ Биотехнологии РАН, Москва, Россия
Автор, ответственный за переписку: Игорь Вадимович Поляков,                     
polyakoviv@gmail.com

Аннотация. N-ацетиласпартилглутамат – наиболее распространенный 
дипептид в клетках мозга, который синтезируется с помощью фермента 
N-ацетиласпартилглутамат синтазы. В работе использованы методы био-
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тельности кодирующего гена, классической молекулярной динамики для 
получения стабильного в рамках траектории комплекса белка с лигандами 
N-ацетиласпартатом и глутаматом, а также методов машинного обучения 
для анализа, описания и отбора потенциальных реакционных и нереакцион-
ных конформаций модельной системы, описывающей фермент-субстратный 
комплекс. Для ряда отобранных конформаций были получены молекулярно-
динамические траектории в рамках метода комбинированной квантовой и 
классической молекулярной механики, охарактеризован активный центр бе-
лок-лигандного комплекса и потенциальный механизм реакции. 
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N-ацетиласпартилглутамат (NAAG) – пептид-
ный нейротрансмиттер, который уступает лишь 
глутамату и γ-аминомасляной кислоте по своей 
распространенности в нервной системе позвоноч-
ных [1], при этом NAAG является наиболее рас-
пространенным дипептидом мозга. Известно, что 
NAAG может связываться с N-метил-D-аспартат-
рецепторами (NMDAR) [2]. Наиболее хорошо 
изучена способность NAAG к активации метабо-
тропного глутаматного рецептора mGluR3 [3], что 
уменьшает высвобождение глутамата в синапти-
ческую щель. Деградация NAAG осуществляется 
посредством мембранного металлофермента глу-
таматкарбоксипептидазы (GCPII/GCPIII) с обра-
зованием NAA и глутамата. Этот процесс хорошо 
изучен как экспериментально [4], так и в рамках 

теоретического моделирования [5], в том числе и в 
нашей лаборатории [6]. Дипептид играет важную 
роль в нормальной нейробиологии и, возможно, в 
шизофренических расстройствах в рамках глута-
матной гипотезы [7]. При этом биосинтез NAAG 
из NAA и глутамата мало исследован, хотя около 
пятнадцати лет назад был установлен ген соот-
ветствующей синтазы (NAAGS) [8, 9], кодирую-
щая последовательность которого для человека 
доступна в базе данных UNIPROT под номером 
Q8IXN7. Достоверно известно, что для получения 
NAAG необходимы не только глутамат и NAA, но 
и аденозинтрифосфат (ATP) [8], предполагаемая 
схема реакции представлена на рис. 1.

Одним из наиболее распространенных мето-
дов расчета механизмов ферментативных реакций 
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является приближение комбинированной кван-
товой и молекулярной механики (КМ/ММ), и в 
рамках нашей лаборатории КМ/ММ в различных 
реализациях применяется уже около 20 лет [10]. 
Безусловно, необходима стартовая структура для 
построения модели КМ/ММ, которая включа-
ет в себя белок или белковый комплекс, а также 
лиганды. Обычно используются структуры из 
банка данных белковых структур PDB [11], при 
этом в подобных структурах аналоги нативных 
лигандов либо присутствуют, либо отсутствуют, 
поэтому необходим дополнительный шаг в виде 
докинга и/или классической молекулярной дина-
мики для уточнения структуры модели до непо-
средственного проведения КМ/ММ-расчета [12]. 
Благодаря развитию графических ускорителей и 
эффективного программного обеспечения, в на-
стоящий момент доступны масштабные расчеты 
методом молекулярной динамики с классически-
ми силовыми полями [13], где достаточно рутин-
но можно рассматривать системы размером от ста 
тысяч атомов на траектории в сотни наносекунд. 
Однако даже такой производительности может 
быть недостаточно, если необходимо отследить 
редкий переход между значительно различающи-
мися конформациями белковых комплексов, по-
этому возможно использование методов ускорен-
ной динамики [14].

В настоящий момент нет эксперименталь-
но определенной трехмерной структуры белка 
NAAGS, а известные данные кинетических экс-
периментов ограничены [8]. Однако ранее нами 
был продемонстрирован путь построения полно-
атомной структуры белок-лигандного комплекса 
по первичной последовательности для другого 
фермента мозга – NAA-синтазы [15]; по этой мо-
дели позднее был рассчитан полный механизм 
ферментативной реакции [16]. Безусловно, тако-
го рода расчеты стали доступны лишь благодаря 
накоплению огромного количества результатов 
геномного секвенирования и постоянно попол-
няющемуся банку данных белковых структур, а 
также прогрессу в области компьютерного мо-

делирования белковых структур по гомологии. 
В частности, в соответствующих соревнованиях 
CASP14 [17] значительный прогресс был достиг-
нут благодаря нейросетевым моделям. Довольно 
быстро был реализован удобный инструментарий 
ColabFold [18], который позволяет использовать 
AlphaFold2 и RoseTTAFold без необходимости 
иметь собственные значительные вычислитель-
ные мощности, при этом не требуется установки 
и настройки различных программ и интерфейсов 
между ними, поскольку ColabFold работает в об-
лаке, и все уже интегрировано, что значительно 
снижает порог входа в предсказание белковых 
структур для исследователей из смежных или во-
обще других областей.

Даже хорошего предсказания положения 
основной цепи белка недостаточно для по-
строения трехмерной полноатомной модели 
при КМ/ММ-моделировании, поскольку необ-
ходимо точное положение как всех боковых це-
пей остатков активного центра, так и самих ли-
гандов [15]. В настоящей работе мы стремимся к 
подробному описанию и анализу структуры и ди-
намики трехмерной полноатомной модели ком-
плекса белка N-ацетиласпартилглутамат синтазы 
с нативными лигандами.

Методы расчета

Единственной доступной информацией для 
построение трехмерной модели была первичная 
последовательность из базы данных UNIPROT 
Q8IXN7 [8], кодирующая человеческую NAAGS. 
Молекулярную модель построили с помощью 
ColabFold, используя MMseqs2 и AlphaFold2 [18]. 
Метрика уверенности в предсказаниях модели 
(pLDDT) оказалась близка к максимуму (100) 
для подавляющей части трехмерной белковой 
структуры, составляющей 13 бета-листов и ряд 
альфа-спиралей. Однако pLDDT оказалась в 
диапазоне от 58 до 89 для положения аминокис-
лотных остатков подвижных регионов (петель), 
закрывающих активный центр (остатки 217–
231, 156–164, 75–82). Такие низкие значения 

Рис. 1. Схема реакции синтеза NAAG, где Р – фосфатная группа, В– – основание, забирающее протон Glu перед 
его атакой на NAA-PO3
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свидетельствуют о низком уровне надежности 
определения структуры этих регионов, а значит 
требуют уточнения с помощью дополнительных 
расчетов методами Монте-Карло и/или молеку-
лярной динамики. Протонирование боковых це-
пей аминокислотных остатков было следующим: 
гистидины – нейтральные, аспартаты и глута-
маты – депротонированые, аргинины и лизи-
ны – протонированные. Далее мы использовали 
Dowser++ [19] для добавления молекул воды во 
внутренние полости белка. Стартовое положение 
лигандов аденозиндифосфата, двух ионов Mg2+, 
N-ацетиласпартилфосфорилата (NAA-PO3) было 
определено по аналогии со структурами из банка 
данных PDB: 1GSA и 2DLN. Для определения по-
ложения глутамата не было прямых структурных 
аналогий, поэтому было приготовлено несколь-
ко стартовых структур с разными положениями 
глутамата, соответствующими идее атаки на фос-
форилированный карбоксильный атом углеро-
да NAA-PO3. Часть ранее добавленных молекул 
воды была удалена в случаях конфликта с поло-
жением лигандов. Сольватационная оболочка и 
противоионы, гарантирующие общую электро-
нейтральность системы, были добавлены с помо-
щью программы VMD [20]. 

Для расчетов классических молекулярно-ди-
намических траекторий применяли программ-
ный пакет NAMD [13], используя силовое поле 
CHARMM36 [21]. Для симуляции NPT-ансамбля 
использовали метод Нозе – Гувера и Ланжеве-
новую динамику (T = 310 K, P = 1 атм). Был 

использован шаг интегрирования 2 фс благодаря 
заморозке всех связей тяжелых атомов с атомами 
водорода (алгоритм SHAKE/SETTLE). В резуль-
тате отбора из ряда начальных классических тра-
екторий была получена структура с конфигураци-
ей активного центра, которая оставалась стабиль-
ной в течение не менее 500 нс траектории, тогда 
как в других случаях из активного центра уходил 
глутамат. Для дальнейшего уточнения конфигу-
рации белок-лигандного комплекса был исполь-
зован подход ускоренной молекулярной динами-
ки GAMD, также реализованный в NAMD [22], 
который позволяет гораздо быстрее исследовать 
конфигурационное пространство системы за счет 
добавления дополнительного потенциала. Было 
получено суммарно более 2500 нс траекторий со 
всеми лигандами в активном центре, а также сум-
марно более 2000 нс траекторий без глутамата в 
активном центре. Рассмотрение двух типов тра-
екторий (с глутаматом и без глутамата) позволя-
ет сравнить различные конфигурации активных 
центров, а также отдельно рассмотреть реакцию 
переноса фосфатной группы с АТP на NAA без 
глутамата и его окружения в активном центре, что 
значительно экономит вычислительные ресурсы. 

Обычно первичный анализ результатов осу-
ществляется с помощью загрузки и визуальной 
инспекции полученных траекторий, что позво-
ляет оценить положение лигандов в активном 
центре, основной цепи структурных элементов 
белка активного центра, а также соответствующих 
боковых цепей. В случае длинных траекторий и 

Рис. 2. Квантовая часть КМ/ММ молекулярно-динамического расчета.                
Отмечены атомы O, PG (NAA-PO3) и O3B (ADP) 



288
Вecтн. Моск. ун-та. Сер. 2. Химия. 2024. Т. 65. № 4 
Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Chemistry. 2024. T. 65. № 4

большого разнообразия конфигураций активно-
го центра требуется более комплексный подход, 
чем выделение одного ключевого параметра, на-
пример расстояния атаки C–N или O–P, чтобы 
описать строение активного центра в целях по-
следующего отбора стартовой структуры для 
дальнейших расчетов траекторий методом КМ/
ММ. В таком случае применение кластерного 
анализа, решающего задачу машинного обучения 
без учителя, позволяет анализировать результа-
ты расчетов молекулярных траекторий, при этом 
основной проблемой является эффективная реа-
лизация уже хорошо известных алгоритмов (на-
пример, DBSCAN [23]), которая позволяет эф-
фективно рассчитывать признаки из действитель-
но масштабных молекулярных траекторий [24]. 
Для анализа полученных классических траекто-
рий мы использовали пакет VMD и библиотеки 
MDAnalysis [25] для Python. Кластерный анализ 
в VMD реализован в упрощенном варианте [26] 
алгоритма QT [27], тогда как в MDAnalysis можно 
рассчитать любые характеристики вдоль траекто-
рии, получив матрицу признаков, затем, обрабо-
тать ее с помощью любой современной библио-
теки машинного обучения для Python, например 
scikit-learn [28]. 

Отобранное путем кластерного анализа окно 
классической траектории было использовано 
для запуска КМ/ММ-траектории с помощью 
NAMD, TeraChem [29] и соответствующей про-
граммы-интерфейса между ними [30]. Кван-
товая часть расчета включала часть аденозин-
дифосфата (ADP), NAA-PO3, катионы магния, 
боковые цепи остатков Arg160/201/215, Lys111, 

Asp260, Glu273, Asn275 и 7 молекул воды бли-
жайшего окружения (рис. 2). Квантовая задача 
на каждом шаге траектории решалась для ней-
трального синглета в рамках метода Хартри – 
Фока для закрытых оболочек с базисным набо-
ром 6-31G (129 атомов, 460 оболочек, 726 ба-
зисных функций).

Для расчета траекторий с ограничивающими 
потенциалами вдоль координаты реакции мы ис-
пользовали модуль так называемых коллектив-
ных переменных (colvars) [31], окна выбирались 
через каждые 0,2–0,4 Å заданной координаты, 
ограничивающий потенциал составлял 20–50 
ккал/(моль·Å2), а длина траектории окон состав-
ляли не менее 10–15 пикосекунд каждая. Далее 
мы использовали методы зонтичной выборки и 
термодинамического интегрирования для полу-
чения реакционного профиля свободной энергии 
из полученных распределений координаты по 
всем траекториям [32].

Результаты и выводы

В случае первого набора траекторий (все 
лиганды в активном центре) анализ среднеква-
дратичного отклонения (RMSD) атомов основ-
ной цепи белка (рис. 3, А), а также выбранных 
атомов активного центра (рис. 3, Б) показыва-
ет, что суммарно по всем траекториям наблю-
дается несколько конформаций. Очевидно, что 
различия в относительном положении и кон-
формациях лигандов будут существенно вли-
ять на энергетический барьер второй стадии 
реакции. Это хорошо видно по расстоянию 
атаки атома азота глутамата на карбоксильный 

Рис. 3. RMSD для основной цепи белка (А) и атомов активного центра (Б). Траектории выравнены по основной 
цепи, расчет RMSD проводили относительно средней структуры. Атомы активного центра определены как тяже-
лые атомы лигандов NAA-PO3, Glu, а также тяжелые атомы всех остатков белка, которые находились не дальше 

4,5 Å от этих атомов. Каждый кадр соответствует 50 пс траектории 
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атом углерода NAA-PO3, распределение явно 
характеризуется наборами конформаций с бо-
лее короткими расстояниями атаки (около 3,1 Å, 
рис. 4, черный) и более длинными (более 3,6 Å, 
рис. 4, серый).

Расчет среднеквадратичных флуктуаций 
(RMSF) тяжелых атомов NAA-PO3 и Glu по тра-
ектории показал, что наиболее подвижными яв-
ляются ближайшие друг к другу карбоксильные 
группы лигандов (рис. 5). 

Анализ RMSF остатков активного центра по-
казал, что наибольшие флуктуации вдоль тра-

ектории реализуются для Thr76–Pro77, Ser227 и 
остатков 275–279. Thr76–Pro77 входят в составе 
петли 74–80, образующей контакт с другой пет-
лей 156–164, которая накрывает активный центр. 
Ser227 входит в состав петли 217–230, которая 
образует контакт с вышеобозначенными остат-
ками 156–164. Основная и боковые цепи петли 
275–279 находятся в близком контакте с NAA-
PO3 и Glu. Остатками с наименьшими значени-
ями RMSF являются Asp260 и Glu273, которые 
координируют катионы магния, а также Arg201, 
который координирует NAA-PO3 и Asp260. 

Рис. 4. Распределение расстояний атаки атома азота Glu на карбоксильный атом 
углерода NAA-PO3

Рис. 5. Тяжелые атомы лигандов Glu и NAA-PO3, более высокая интенсив-
ность окраски указывает на высокие значения RMSF – большую подвиж-

ность атомов в ходе траектории
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Рис. 6. Наложение Glu и NAA-PO3 опорных структур кластеров, полученных                        
по анализу выделенного активного центра 

Кластерный анализ по положению тяжелых 
атомов выделенного активного центра с радиу-
сом обрезания кластеризации 1,2 Å по RMSD вы-
явил, что основная конфигурация наблюдается в 
58% кадров траектории. Вторая, третья, четвер-
тая, пятая конфигурации и неклассифицирован-
ный остаток наблюдаются соответственно в 24, 8, 
3, 2 и 5% кадров траектории. Наложение NAA-
PO3 и Glu из опорных структур полученных кла-
стеров представлено  на рис. 6. Помимо различий 
конформаций глутамата и NAA-PO3, показанных 
на рис. 6, наиболее значимые различия между 
кластерами наблюдались для остатков Val278, 
Asn275, Thr76, Arg160, Ser227, Arg201. 

Для описания механизма стадии фосфори-
лирования NAA был использован второй набор 
траекторий без глутамата в активном центре. 
Основным отличием второго набора траекторий 
от первого является динамика петель 156–164 и 
217–230, которые как своеобразные ворота могут 
«закрываться», создавая контакт и прикрывая ак-
тивный центр, и «открываться», когда контакт пе-
тель нарушается. В таких наборах конформаций 
активный центр полностью открыт для входа и 
выхода лигандов, а флуктуации петель становят-
ся гораздо более значительными.

В результате анализа траекторий была вы-
делена опорная структура наибольшего класте-
ра (соответствующего «закрытым» воротам), 

которую мы выбрали как стартовую точку КМ/
ММ-расчетов. Сечение поверхности свободной 
энергии построили, используя координату, отра-
жающую разность расстояний O(NAA)–PG(АTP) 
и PG(АTP)–O3B(АTP), когда одна связь кислорода 
с фосфором в ходе реакции рвется, а другая об-
разуется. Полученные продукты NAA-PO3 и АDP 
оказались более чем на 20 ккал/моль стабильнее, 
чем реагенты (NAA и АTP), энергетический ба-
рьер превращения составил менее 3 ккал/моль. 
Такая энергетика реакции, пусть и рассчитанная 
в довольно грубом приближении RHF/6-31G, 
указывает на то, что стадия фосфорилирования 
N-ацетиласпартата не является лимитирующей в 
ферментативном синтезе NAAG. 

В настоящей работе мы провели моделиро-
вание структуры и динамики белкового ком-
плекса NAAGS с лигандами, восстановив по 
первичной последовательности пространствен-
ную структуру белка. Обработанные масштаб-
ные результаты молекулярного моделирования 
показали наиболее подвижные части и остатки 
активного центра белок-лигандного комплекса. 
Используя выделенную доминирующую кон-
фигурацию, был рассчитан профиль свободной 
энергии стадии переноса концевой фосфатной 
группы с АTP на N-ацетиласпартат, что позво-
лило однозначно исключить эту стадию как ли-
митирующую скорость. 
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