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На примере гидролиза N-ацетиласпартата аспартоацилазой человека показано, что при описании
интермедиатов реакций ферментативного катализа недостаточно использовать промолекулярную
электронную плотность (суперпозицию плотностей сферических атомов). Необходимо учитывать
деформацию электронной плотности, обязанную образованию ковалентных и координационных
связей внутри системы. Это диктует необходимость развития новых подходов в белковой кристал-
лографии для более адекватной интерпретации наблюдаемой электронной плотности и более точ-
ному определению геометрических параметров реакционных интермедиатов.

Ключевые слова: ферментативный катализ, реакционные интермедиаты, электронная плотность,
квантовая химия, аспартоацилаза человека
DOI: 10.1134/S004445371910011X

Изучение каталитических процессов, осу-
ществляемых ферментами, необходимое для важ-
нейших биотехнологических и биомедицинских
приложений, преимущественно проводится ин-
струментальными методами. Однако с развитием
теории строения молекул и стремительным ро-
стом возможностей информационных и компью-
терных технологий молекулярное моделирование
оказывает все более значимую поддержку экспе-
риментальным исследованиям деталей реакций
ферментативного катализа. Практическая реали-
зация метода квантовой механики/молекулярной
механики (КМ/ММ) [1] позволила проводить
вычисления энергетических профилей химиче-
ских превращений, используя надежные кванто-
во-химические подходы для участников реакции
в активных центрах ферментов и с учетом влия-
ния всей белковой макромолекулы и молекул
растворителя на частицы в активном центре.
Компьютерные расчеты обеспечивают необходи-
мые данные по интермедиатам, которые могут
быть использованы для управления процессами
ферментативного катализа на основании уста-
новленного механизма реакции.

В лаборатории химической кибернетики ка-
федры физической химии Химического факуль-
тета МГУ имени М.В. Ломоносова в сотрудниче-
стве с исследователями других подразделений

МГУ моделирование реакций ферментативного
катализа методами КМ/ММ проводится с начала
XXI столетия (например, [2–6]). В каждом кон-
кретном случае на основании полученных в ре-
зультате расчетов энергетических диаграмм фор-
мулируются заключения о механизме сложной
многостадийной реакции, определяются структуры
фермент-субстратных комплексов и продуктов, ре-
акционных интермедиатов (локальных минимумов
на энергетической поверхности) и переходных со-
стояний (седловых точек на энергетической по-
верхности).

Эта важнейшая информация редко доступна
прямым экспериментальным наблюдениям –
ферментативные реакции проходят настолько
быстро, что зафиксировать и проанализировать
строение интермедиатов можно только специаль-
ными приемами. Один из таких подходов – рент-
геноструктурный анализ (РСА) кристаллов
комплексов нативных ферментов с аналогами
участников реакции или мутированных фермен-
тов с субстратами или их аналогами [7]. В том слу-
чае, когда сопоставление результатов компьютер-
ного моделирования и данных РСА по структу-
рам изучаемых систем оказывается успешным,
исследование механизма ферментативного про-
цесса получает значительную всестороннюю под-
держку.
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Напомним, что важнейшей характеристикой и
при моделировании реакционных интермедиатов
методами на основе квантовой химии, и при
рентгеноструктурных исследованиях является
распределение электронной плотности в молеку-
лах. Трехмерные карты электронной плотности
белковых систем, определяемые в РСА, позволя-
ют реконструировать трехмерную структуру, то
есть найти координаты атомов (практически все-
гда за исключением атомов водорода). При расче-
тах, напротив, для каждого интермедиата реак-
ции координаты всех атомов, включая и атомы
водорода, известны по результатам расчетов гео-
метрических конфигураций минимумов энерге-
тической поверхности, и распределение элек-
тронной плотности можно построить с также из-
вестными из расчетов решениями уравнений
квантовой химии.

Проблемы, возникающие на пути прямого со-
поставления электронной плотности интермедиа-
тов ферментативных реакций, восстанавливаемой
в экспериментах РСА и рассчитываемой при моле-
кулярном моделировании методами КМ/ММ, из-
вестны. Базовая модель, широко применяющаяся
для расшифровки трехмерной структуры белков с
лигандами по данным РСА, – модель сферических
атомов [8]. Такая модель является вполне успеш-
ной при расшифровке стабильных структурных
мотивов биологической макромолекулы. Однако
для изучения структуры реакционных частиц в
активном центре фермента приближения на ос-
нове модели сферических атомов может оказать-
ся недостаточно. Распределение электронной
плотности в молекулах деформировано по срав-
нению с распределением совокупности составля-
ющих молекулу и гипотетически невзаимодей-
ствующих атомов. Для ферментативных реакций
это особенно важно, поскольку активный центр
должен быть существенно поляризован для на-
правленного проведения химической реакции,
что сказывается на распределении электронной
плотности.

Проблема учета деформации электронной
плотности, т.е. учета анизотропии электронной
плотности около атомов, вызванной межатомны-
ми взаимодействиями, известна в кристаллогра-
фии [9–11]. Для обработки данных РСА предло-
жены разнообразные мультипольные модели,
позволяющие уточнять результаты для кристал-
лов небольших молекул и ионов. Однако несмот-
ря на развитие биокристаллографии, связанное с
появлением синхротронов нового поколения, ла-
зеров на свободных электронах [12–15], позволя-
ющими добиться достаточно высокого разреше-
ния, а также с усовершенствованием экспери-
ментальных установок, способных фиксировать
интермедиаты реакции и проводить измерения
электронной плотности с временным разрешени-
ем [16–20], методы обработки данных РСА в рам-

ках стандартных компьютерных пакетов остают-
ся прежними.

Целью настоящей работы является анализ де-
формации электронной плотности в реакцион-
ных интермедиатах и оценка применимости мо-
дели сферических атомов для конкретной фер-
ментативной реакции – реакции гидролиза
N-ацетиласпартата в активном центре аспарто-
ацилазы человека. Анализ основан на получен-
ных ранее результатах моделирования каталитиче-
ского цикла аспартоацилазы [5, 6] методами
КМ/ММ. В нашем распоряжении имеются пол-
ноатомные геометрические конфигурации фер-
мент-субстратного комплекса, первого интерме-
диата реакции гидролиза, а также системы с не-
гидролизующимся аналогом интермедиата. Для
этих структур проведена реконструкция элек-
тронной плотности с использованием результа-
тов квантово-химических расчетов и различных
моделей обработки этих данных.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Все расчеты электронной плотности выполне-

ны для фермент-субстратного комплекса и пер-
вого интермедиата реакции гидролиза N-ацетил-
аспартата (NAA) аспартоацилазой, структуры ко-
торых были получены ранее [6]. Кроме того, в
данной работе была построена модель комплекса
аспартоацилазы с негидролизуемым аналогом
субстрата – N-фосфонометил-L-аспартатом
(NPA). Протокол расчета аналогичен использо-
ванному в работе [6]. Полноатомная модель стро-
илась на основании кристаллической структуры
PDB ID 2O4H [21], содержащей комплекс аспар-
тоацилазы с NPA. Равновесные геометрические
конфигурации рассчитывались методом
КМ/ММ, энергии и силы в КМ-подсистеме рас-
считывались методом функционала электронной
плотности в варианте Кона–Шэма с гибридным
функционалом PBE0 [22] с дисперсионной по-
правкой D3 [23] и двухэкспонентным базисом с
поляризационными функциями на всех атомах
6-31G**. В квантово-механическую подсистему
входил субстрат или его негидролизуемый аналог,
каталитический остаток глутаминовой кислоты,
каталитическая молекула воды (в случае ком-
плекса с NAA), катион цинка с координационной
сферой, а также ряд аминокислотных остатков,
формирующих активный центр (рис. 1). ММ-
подсистема, включающая оставшуюся часть бел-
ка и сольватную оболочку молекул воды, описы-
валась в рамках классического силового поля
AMBER [24]. Для всех локализованных равновес-
ных геометрических конфигураций, рассматри-
ваемых в работе, проводился расчет электронной
плотности квантовой подсистемы для последую-
щего анализа. При этом учитывалась поляриза-
ция квантово-механической подсистемы со сто-
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роны ММ-части за счет вкладов от зарядов атомов,
предписанных силовым полем, в одноэлектрон-
ную часть гамильтониана КМ-подсистемы. Расче-
ты методом КМ/ММ выполнялись в программном
пакете NWChem [25], анализ электронной плотно-
сти – в программе Multiwfn [26].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Механизм реакции гидролиза N-ацетиласпар-

тата в активном центре аспартоацилазы подробно
описан в работе [6]. В данной работе для анализа
выбраны участники только первой стадии реак-
ции от фермент-субстратного комплекса к перво-
му интермедиату, а также комплекс фермента с
негидролизуемым аналогом субстрата. Реакция
начинается с нуклеофильной атаки атома кисло-
рода каталитической молекулы воды, что приво-
дит к образованию тетраэдрического интермеди-
ата и протонированию каталитического остатка
глутаминовой кислоты. К настоящему моменту
нет экспериментальных данных РСА по трехмер-
ным структурам, содержащим в активном центре
субстрат или интермедиаты гидролиза, однако
известны рентгеноструктурные данные для ком-
плекса аспартоацилазы с негидролизуемым ана-
логом субстрата NPA (рис. 2).

Далее будут представлены результаты модели-
рования деформации электронной плотности для

трех выбранных стационарных точек на энерге-
тической поверхности. Мы начнем рассмотрение
с фермент-субстратного комплекса. Согласно ре-
зультатам расчетов нуклеофильная атака прохо-
дит с низким энергетическим барьером, что сви-
детельствует о существенном влиянии белкового
окружения на взаимодействующие молекулы в
активном центре фермента. Действительно, мо-
лекула воды поляризована катионом цинка, а
также образует водородные связи с отрицательно
заряженной карбоксильной группой аминокис-
лотного остатка глутамата и пептидной группой
основной цепи белка. Карбонильная группа суб-
страта координирована аминокислотным остат-
ком аргинина, а также катионом цинка, что до-
полнительно поляризует С=О-связь.

Проанализируем, как изменяется картина
электронной плотности при переходе от промо-
лекулы (молекулы, электронная плотность кото-
рой состоит из суммы атомарных электронных
плотностей) к реальной электронной плотности,
получаемой из квантово-химического расчета.
Для этого рассмотрим карты деформационной
электронной плотности, получаемые вычитани-
ем промолекулярной электронной плотности из
рассчитанной. На рис. 3 представлена деформа-
ционная электронная плотность в плоскости Zn–
O(Wat)–O(NAA). Видно, что неподеленные элек-
тронные пары атома кислорода каталитической

Рис. 1. Слева: модельная система для расчетов методом КМ/ММ. Молекулярные группы КМ-части изображены на
врезке справа.
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молекулы воды ориентированы на катион цинка,
а также в сторону карбонильного кислорода, о
чем свидетельствует положительная область де-
формационной электронной плотности. Неподе-
ленная пара, ориентированная на карбонильный
углерод субстрата лучше просматривается на рис.
4. Другим важным наблюдением является умень-
шение электронной плотности на карбонильном
атоме углерода субстрата с той стороны, где про-
исходит нуклеофильная атака. Наличие коорди-
национной связи карбонильного кислорода суб-
страта с катионом цинка, а также водородной
связи с аминокислотным остатком аргинина,
приводит к значительной поляризации атома
кислорода и сильной анизотропии его электрон-
ной плотности (рис. 5).

На картах разностной электронной плотности
хорошо видна деформация электронной плотно-
сти в результате межатомных взаимодействий, в
то время как на промолекулярной плотности чет-
ко наблюдается суперпозиция сферически сим-
метричных атомарных электронных плотностей.

Такой же анализ проведен для первого интер-
медиата реакции и его негидролизуемого аналога,
содержащего PO2-фрагмент вместо образующей-
ся частицы СО2 (рис. 2). Из деформационных
карт (рис. 6, 7) видно, что в случае интермедиата
гидролиза NAA оба атома кислорода ориентиро-
ваны на катион цинка, тогда как в случае ком-
плекса с NPA деформационная плотность пока-
зывает взаимодействие цинка только с одним
атомом кислорода.

Анализ взаимодействий каталитического
остатка глутаминовой кислоты с негидролизуе-
мым аналогом субстрата и первым интермедиа-
том гидролиза NAA показывает существенные
различия. В случае интермедиата выделяется не-
поделенная электронная пара на атоме кислоро-
да, ориентированная на протонированную
карбоксильную группу Glu178, являющуюся до-
нором водородной связи. Второй атом кислорода
образует водородную связь с Arg63 и координаци-
онную связь с цинком, как и в фермент-субстрат-

Рис. 2. Механизм первой стадии реакции гидролиза N-ацетиласпартата в активном центре аспартоацилазы (а) и не-
гидролизуемый аналог интермедиата реакции NPA (б).
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Рис. 3. Деформационная (а) и промолекулярная электронная плотность (б) в плоскости Zn–O(Wat)–O(NAA) фер-
мент-субстратного комплекса. Стрелки показывают направление нуклеофильной атаки. Здесь и далее сплошные изо-
линии соответствуют положительным значениям электронной плотности в диапазоне 0.05–1.35 а.е. с шагом 0.05 а.е.,
пунктирные изолинии – отрицательным значениям в диапазоне от –1.30 до –0.05 а.е. с шагом 0.05 а.е.; расстояния по
осям сечений электронной плотности приведены в Å. Молекулярная модель фермент-субстратного комплекса (в).
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ном комплексе. В случае комплекса с NPA, PO2-
группа отвернута от глутаминовой кислоты из-за
отсутствия на ней протона и, как следствие, не-
возможности формировать водородную связь.

Это приводит к тому, что один из кислородов PO2-
группы образует координационную связь с кати-
оном цинка, а другой – водородную связь с боко-
вой цепью аргинина. Эти наблюдения находят

Рис. 4. Деформационная (а) и промолекулярная электронная плотность (б) в плоскости O(Wat)–C(NAA)–O(NAA)
фермент-субстратного комплекса. Стрелки показывают направление нуклеофильной атаки. Короткая пунктирная
линия соответствует нулевому значению электронной плотности. Молекулярная модель фермент-субстратного ком-
плекса (в).
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Рис. 5. Деформационная (а) и промолекулярная электронная плотность (б) в плоскости Zn–O(NAA)–N(ARG) фер-
мент-субстратного комплекса. Короткая пунктирная линия соответствует нулевому значению электронной плотно-
сти. Молекулярная модель фермент-субстратного комплекса (в).
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Рис. 6. Деформационная (а) и промолекулярная электронная плотность (б) в плоскости Zn–O(Wat)–O(NAA) для ин-
термедиата. Длинная пунктирная линия соответствует нулевому значению электронной плотности. Молекулярная
модель интермедиата (в).
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отражения на соответствующих картах деформа-
ционной электронной плотности (рис. 8, 9).

Таким образом, совместное использование
метода квантовой механики/молекулярной меха-

ники для расчетов равновесных геометрических
конфигураций и соответствующих волновых
функций КМ-подсистемы и методов анализа
электронной плотности КМ-подсистемы позво-
лило выделить особенности электронного строе-

Рис. 7. Деформационная (а) и промолекулярная электронная плотность (б) в плоскости Zn–O(NPA)–O(NPA) для
комплекса с негидролизуемым аналогом субстрата. Длинная пунктирная линия соответствует нулевому значению
электронной плотности. Молекулярная модель комплекса с негидролизуемым аналогом субстрата (в).
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Рис. 8. Деформационная (а) и промолекулярная электронная плотность (б) в плоскости Oε1(Glu)–O(Wat)–C(NAA)
для интермедиата. Длинная пунктирная линия соответствует нулевому значению электронной плотности. Молеку-
лярная модель интермедиата (в).
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Рис. 9. Деформационная (а) и промолекулярная электронная плотность (б) в плоскости Oε1(Glu)–O(Wat)–P(NPA)
для комплекса с негидролизуемым аналогом субстрата. Длинная пунктирная линия соответствует нулевому значению
электронной плотности. Молекулярная модель комплекса с негидролизуемым аналогом субстрата (в).
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ния активного центра фермента. Мы продемон-
стрировали на примере комплекса аспартоацила-
зы с N-ацетиласпартатом и его негидролизуемым
аналогом, что в активном центре происходит су-
щественная поляризация лиганда, что можно на-
блюдать на картах деформационной электронной
плотности. Эти данные диктуют необходимость
развития методов обработки данных рентгено-
структурного эксперимента белковых макромо-
лекул. Активно применяемые в настоящее время
модели сферических атомов хорошо описывают
основные черты белковой макросистемы, однако
для анализа электронной плотности в активном
центре фермента требуются более точные моде-
ли, например, основанные на мультипольном
разложении.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского фонда фундаментальных
исследований (код проекта № 18-29-13006). Рабо-
та выполнена с использованием оборудования
Центра коллективного пользования сверхвысо-
копроизводительными вычислительными ресур-
сами МГУ имени М.В. Ломоносова.
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