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Аннотация: Gcn5-связанные N-ацетилтрансферазы катализируют перенос 
ацетильной группы на первичную аминогруппу широкого класса субстратов. 
Депротонирование аминогруппы при связывании с ферментом необходимо 
для активации нуклеофильной атаки на субстрат. С помощью методов моле-
кулярного моделирования и квантовой химии рассмотрен процесс связывания 
глутамата с N-ацетилглутаматсинтазой. Показано, что депротонирование пер-
вичной аминогруппы глутамата происходит по мере его встраивания в актив-
ный центр фермента при участии боковой цепи остатка аспартата.
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Abstract. Gcn5-related N-acetyltransferases catalyze the transfer of an acetyl group to 
a primary amino group of a wide class of substrates. Protonation of the amino group 
upon binding to the enzyme is necessary to activate the nucleophilic attack on the 
substrate. The process of glutamate binding to N-acetylglutamate synthase is considered 
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Механизм ферментативного катализа многих 
белков основан на серии кислотно-основных 
реакций, включающих перенос протона [1–3]. 
От протонирования отдельного атома активно-
го сайта, кофермента и/или субстрата может за-
висеть стабильность структуры, изменение ее 
конформационного состояния и каталитическая 
активность [4]. Таким образом, для достовер-
ного описания молекулярного механизма фер-
ментативных реакций необходимо установить 
структуру фермент-субстратного комплекса с точ-
ностью до атомов водорода. Однако разрешение 
большинства кристаллографических структур со-
ставляет 1,5–2,5 Å, что не позволяет определить 
состояние протонированности ключевых ионоген-
ных групп. В связи с этим большую актуальность 
приобретают методы молекулярного моделирова-
ния и квантовой химии, позволяющие рассмотреть 
поведение систем в протонированной и непрото-
нированной формах in silico и сделать вывод о наи-
более вероятном варианте in vivo.  

Проблема протонирования/депротонирова-
ния субстрата является ключевой при изучении 
механизма катализа Gcn5-связанных N-ацетил-
трансфераз (GNAT). Они представляют собой 
огромное семейство ферментов, состоящее бо-
лее чем из трехсот тысяч ацетилтрансфераз, ко-
торые катализируют перенос ацетильной груп-

пы с ацетил-КоА на первичную аминогруппу 
химически различных субстратов: от низко-
молекулярных соединений до белков-гистонов 
[5]. В литературе [6] для GNAT-белков пред-
полагается механизм прямой SN2-атаки пер-
вичной аминогруппы на карбонильный атом 
углерода ацетил-КоА (рис. 1). Но для того, 
чтобы нуклеофильная атака осуществилась, 
аминогруппа субстрата не должна быть заряже-
на и с учетом высокого значения ее pKa (~10) в 
GNAT-белках вблизи активного центра должен 
существовать некий аминокислотный остаток, 
который может выступить в роли основания. Для 
ряда GNAT-белков такое основание действитель-
но обнаружено (Glu, Asp или His) [7–10]. Описаны 
случаи, когда депротонирование происходит по-
средством взаимодействия с двумя аминокислота-
ми [11]. Однако для многих GNAT-белков необхо-
димое основание так и не было установлено. Для 
них предложены альтернативные пути попадания 
в активный центр депротонированного субстрата:

1) субстрат может быть депротонирован 
посредством взаимодействия с упорядоченным 
кластером воды в активном центре [12];

2) белок может быть селективен по отноше-
нию к непротонированной форме субстрата за счет 
концентрации на входе в активный центр положи-
тельно заряженных аминокислот [13];

using molecular modeling and quantum chemistry methods. It has been shown that 
deprotonation of the primary amino group of glutamate occurs upon binding to the 
active site of the enzyme with the participation of the side chain of the aspartate residue.

Keywords: acetyltransferases, protonation state, molecular dynamics, QM/MM, Gibbs 
energy.
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Рис. 1. Общая схема катализируемой реакции в GNAT-белках
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3) субстрат может иметь более низкое 
значение pKa, чем то, которое обычно характерно 
для ацетил-акцепторов GNAT [14].

В настоящей работе на примере  N-ацетил-
глутаматсинтазы  ( NAGS) из бактерии Neisseria 
gonorrhoeae  мы предлагаем еще одну стратегию 
попадания непротонированного субстрата (глу-
тамата для NAGS) в активный центр фермента: 
субстрат может быть депротонирован аминокис-
лотой-основанием не в активном центре непо-
средственно, а в локальном сайте связывания на 
пути к нему. Мы обосновываем наш подход с по-
мощью методов молекулярного моделирования и 
квантовой химии. 

Методы расчета

Для моделирования методом молекулярной 
динамики была выбрана система, состоящая 
из каталитического N-ацетилтрансферазного 
домена одного из мономеров NAGS Neisseria 
gonorrhoeae (PDB ID: 3D2M) [15], карбаматки-
назного домена соседнего мономерного звена 
и обоих субстратов реакции – глутамата в про-
тонированной и непротонированной формах и 
ацетил-КоА. Оба домена были включены, так 
как связывание субстратов обеспечивается ими 
совместно. Система для расчетов была собра-
на следующим образом: неразрешенные в кри-
сталле атомы водорода белка были добавлены с 
помощью программы Reduce, а атомы водорода 
субстратов реакции – с помощью визуального 
редактора Discovery Studio, таким образом, что-
бы соответствовать физиологическому значению 
pH. NAGS и глутамат были описаны набором па-
раметров силового поля CHARMM36 [16], моле-
кулы воды – параметрами TIP3P [17]. Параметри-
зацию ацетил-КоА проводили на основе работы 
[18] и программы CGenFF (от CHARMM Gen-
eral Force Field). Моделируемая система ком-
плекса NAGS с субстратами реакции была соль-
ватирована так, чтобы обеспечить возможность 
полного выхода глутамата в раствор, затем в 
систему были добавлены ионы для нейтрализа-

ции общего заряда. Общий размер системы как 
с протонированным, так и с непротонированным 
глутаматом составил 102×72×92 Å3.

Все расчеты классической молекулярной дина-
мики проводили в NPT-ансамбле при температуре 
298 K и давлении в 1 атм. с шагом интегрирования 
в 1 фс в программном пакете NAMD [19]. Пред-
варительную релаксацию обеих систем осущест-
вляли в течение 15 нс. Для моделирования процес-
са выхода глутамата из активного центра NAGS в 
раствор использовали классическую молекуляр-
ную динамику с применением метода зонтичной 
выборки. В этом моделировании в качестве коор-
динаты реакции был выбран вектор Сβ(Asn394) 
– Cβ(глутамат). Для каждого из двух вариантов 
системы с разными формами глутамата моде лиро-
вали 14 копий системы с константами жесткости 
ограничивающих гармонических потенциалов 0,5 
или 1,5 ккал/(мо ль∙Å2) и центрами, соответствую-
щими расстояниям Сβ(Asn394) – Cβ(глутамат) от 
9,5 до 27,5 Å с интервалом в 1,5 Å. Общая длина 
молекулярно-динамического моделирования для 
каждой модели составила 70 нс (14×5 нс). Началь-
ные геометрии системы для запусков в каждом 
«окне» были получены из предварительного моде-
лирования методом направленной молекулярной 
динамики. Для получения значений энергии свя-
зывания двух форм глутамата и NAGS был про-
анализирован набор молекулярно-динамических 
траекторий с помощью метода анализа взвешен-
ных гистограмм (WHAM). 

Для построения профиля реакции депрото-
нирования глутамата в локальном сайте связы-
вания использовали гибридный метод квантовой 
механики / молекулярной механики (КМ/ММ).                                
В квантовую часть были включены боковые груп-
пы Arg316, Asp419, Asn423, Arg425, а также сам 
субстрат реакции и ближайшие молекулы воды. 
КМ-подсистема составила 86 атомов (+ 4 линк-
атома). Общий заряд КМ-подсистемы равен 0.

Для описания квантовой подсистемы был 
выбран гибридный функционал PBE0 с диспер-
сионной поправкой D3, а также базис 6-31G**. 

Рис. 2. NH2-форма (а) и NH3-форма (б) глутамата
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Описание молекулярно-механической подсистемы 
осуществляли аналогично расчетам классической 
молекулярной динамики. Для молекулярно-дина-
мических расчетов с использованием потенциалов 
КМ/ММ использовали интерфейс взаимодействия 
квантово-химической программы terachem (КМ-
часть) и молекулярно-динамической программы 
NAMD (MM-часть).  Молекулярно-динамическое 
моделирование с КМ/ММ-потенциалами проводи-
ли в ансамбле NPT (р = 1 атм., Т = 298 К) с шагом 
интегрирования 1 фс.

В качестве координаты реакции для моде-
лирования методом зонтичной выборки ис-
пользовали разность между расстояниями 
Nглутамат – Hглутамат и OAsp419 – Hглутамат. Модели-
ровали 22 копии системы с константами жест-
кости ограничивающих гармонических потен-
циалов от 80 до 250 ккал/(моль∙Å2) и центрами, 
соответствующими значениям координаты реак-
ции от –0,8 до 3,0 Å с интервалом в 0,2 Å. Общая 
длина траекторий составила 110 пс (22×5 пс). 
Профили энергии Гиббса реакции были полу-
чены с помощью метода UI (метода зонтичного 
интегрирования).

Результаты и обсуждение 

Как и во многих других GNAT-белках, в ак-
тивном центре NAGS нет подходящей аминокис-
лоты-основания, которая могла бы участвовать 
в депротонировании заряженной аминогруппы 

субстрата. Единственная близлежащая кислая 
аминокислота Glu353 входит в состав структу-
рообразующего солевого мостика с Arg416, что в 
значительной степени понижает ее pKa. Поэтому 
мы предположили, что депротонирование суб-
страта реакции (глутамата) осуществляется до 
его попадания в активный центр фермента. В та-
ком случае ожидаемое значение энергии Гиббса 
связывания активным центром NH2-формы  глу-
тамата (рис. 2, а) было бы ниже, чем NH3-формы 
(рис. 2, б). Для оценки этих значений нами были 
построены профили энергии Гиббса связывания 
NH2- и NH3-форм глутамата белком (рис. 3). 

Действительно, энергия Гиббса связывания 
для NH2- и NH3 -форм составила соответствен-
но –12 и –10 ккал/моль (энергия была рассчи-
тана как разность между энергиями глутамата 
в активном центре (А на рис. 3) и свободного 
глутамата в растворе (Р-Р на рис. 3)), а разни-
ца между ними равна 2 ккал/моль, что может 
свидетельствовать о селективности NAGS по 
отношению к NH2-глутамату. Однако различие 
между энергиями связывания составляет лишь 
2 ккал/моль, что соответствует погрешности 
метода расчета, поэтому, если NAGS и селек-
тивна по отношению к непротонированному 
глутамату, то эта селективность может оказать-
ся несущественной. 

Более примечательна сама структура профи-
лей энергии связывания. Как для NH2-, так и для 

Рис. 3. Профили энергии Гиббса связывания NH2- и NH3-формы глутамата с NAGS (А – глутамат, 
связанный в активном центре; П – глутамат, связанный в локальном сайте связывания, в котором 
предположительно происходит депротонирование заряженной аминогруппы; Р-Р – свободный глу-

тамат в растворе)
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NH3-формы глутамата в одном и том же месте 
существует локальный сайт связывания с белком 
(П на рис. 3) на пути к активному центру (А). 
Рассчитанная энергия Гиббса связывания NH2-
формы в локальном сайте связывания (из Р-Р 
в П) равна –4,5 ккал/моль, тогда как для NH3-
формы она составляет –7,5 ккал/моль. Эта 
разница обусловлена тем, что на всем пути 
глутамата до активного центра встречается 
лишь одна кислая аминокислота (Asp419), 
способная образовывать водородные связи с 
заряженной аминогруппой субстрата, а рас-
положена она именно в локальном сайте свя-
зывания (рис. 4, а). Таким образом, обнаружен-
ный локальный сайт связывания лучше стабили-
зирует именно NH3-глутамат.

При движении из локального сайта связы-
вания (П) в активный центр (А) глутамат свя-
зывается с белком посредством лишь своих 
карбоксильных групп. Так же, как в локальном 
сайте связывания (П), в связывании глутамата 
в активном центре участвуют Arg316, Asn423 
и Arg425 (однако эти аминокислоты меня-
ют свою конформацию, направляя субстрат к 

активному сайту); к ним добавляется Arg416 
(рис. 4, б). 

Подобная концентрация положительно за-
ряженных аминокислот на входе в активный 
центр должна обеспечивать его селективность 
по отношению к непротонированной форме 
глутамата. Это подтверждается и значениями 
энергии связывания NH2- и NH3-форм субстра-
та относительно локального сайта связывания 
(из П в А): –7,5 и –2,5 ккал/моль соответствен-
но. Тогда наиболее энергетически выгодный 
путь глутамата из раствора в активный центр 
NAGS может выглядеть следующим образом: 
NH3-глутамат входит в белок и связывается в 
локальном сайте, далее с его заряженной ами-
ногруппы осуществляется перенос протона 
на Asp419, затем NH2-форма следует до ак-
тивного центра. Чтобы оценить возможность 
протекания этого процесса, методом КМ/ММ 
мы построили профиль переноса протона с 
заряженной аминогруппы глутамата на кар-
боксильную группу Asp419 в локальном сайте 
связывания (рис. 5). Энергия Гиббса барьера 
химической реакции составляет 11 ккал/моль, 

Рис. 4. Строение локального сайта связывания глутамата в NAGS (а)              
и активного центра фермента (б)
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Рис. 5. Профиль энергии Гиббса переноса протона с заряженной аминогруп-
пы глутамата на Asp419

что не выходит за пределы ожидаемых значений 
для ферментативной реакции. Получающаяся 
NH2-форма глутамата оказалась на 5 ккал/моль 
выше по энергии, чем исходная NH3-форма, но 
суммарная энергия Гиббса процесса, оцененная 
по схеме, составляет –10 ккал/моль, что сопоста-
вимо со значениями энергии связывания чистых 
NH2- и NH3-форм с активным сайтом белка (на 
схеме использованы следующие обозначения: 
р-р – раствор, П – локальный сайт связывания, 
где происходит перенос протона, А – активный 
центр, NH3 – протонированная форма глутама-
та, NH2 – непротонированная форма глутама-
та). Описанный нами путь протекания реакции 
выглядит наиболее вероятным, поскольку при 
физиологическом pH доминирующей формой 
глутамата является NH3-глутамат, а его депро-

тонирование в активном центре NAGS невоз-
можно.

Таким образом, нами получены профили 
энергии Гиббса связывания NAGS Neisseria 
gonorrhoeae с протонированным и непротониро-
ванным по аминогруппе глутаматом, а также об-
наружен локальный сайт связывания субстрата в 
белке. На основании полученных значений энер-
гий связывания, а также энергии Гиббса реакции 
депротонирования NH3-формы глутамата в ло-
кальном сайте связывания, нами была предложе-
на новая стратегия попадания непротонирован-
ного субстрата в активный центр фермента. Она 
заключается в связывании протонированного глу-
тамата в найденном локальном сайте, переносе 
протона с аминогруппы на Asp419 и дальнейшем 
следовании NH2-глутамата до активного центра. 
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