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Показано, что результаты расчетов структур и энергий интермедиатов реакции ферментативного
гидролиза гуанозинтрифосфата, выполненных методами квантовой механики/молекулярной меха-
ники (КМ/ММ), позволяют предложить механизм химических превращений реакционных частиц
в активном центре, предполагающий амид-имидную таутомерию боковой цепи глутамина. Для экс-
периментальной проверки данного механизма методами ИК-спектроскопии предсказаны положе-
ния полос колебаний и соответствующие сдвиги полос при изотопном замещении 14N → 15N в бо-
ковой цепи реакционного глутамина.
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Изучение интермедиатов химических реак-
ций, катализируемых ферментами, необходимо
для выяснения деталей реакционных механиз-
мов, которыми можно управлять при оптимиза-
ции биотехнологических процессов. Прогресс в
теоретических подходах к исследованию фермен-
тативного катализа в существенной степени свя-
зан с развитием метода квантовой механики/мо-
лекулярной механики (КМ/ММ) [1], позволяю-
щего проводить расчеты строения и свойств
реакционных частиц в активных центрах фермен-
тов и предоставлять данные для интерпретации
или предсказания экспериментальных результа-
тов [2, 3].

Цель настоящей работы – моделирование ко-
лебательных спектров интермедиатов одной из
важнейших биохимических реакций – реакции
гидролиза гуанозинтрифосфата (GTP), катализи-
руемой ферментом Ras, представляющим обшир-
ный класс гуанозинтрифосфат-связывающих
белков (ГТФаз), в комплексе с ускорителем GAP
[4]. Значение исследований фермента человека
Ras трудно переоценить – мутации в данном бел-
ке ассоциируются примерно с 30% онкологиче-
ских пациентов; но, несмотря на десятилетние
усилия, терапевтических решений пока не найдено.

Результатом реакции Ras · GAP · GTP + H2O →
→ Ras · GAP · GDP + Pi является отщепление
γ-фосфатной группы от молекулы GTP с образо-
ванием гуанозиндифосфата (GDP) и остатка фос-
форной кислоты, традиционно называемого не-
органическим фосфатом (Pi). Мы рассматриваем
молекулярные системы, в которых и реагенты
(GTP + H2O), и продукты (GDP + Pi) находятся в
связанном состоянии с белковыми макромолеку-
лами (Ras · GAP). В этом смысле и фермент-суб-
стратный комплекс Ras · GAP · GTP · H2O, т.е.
геометрическая конфигурация системы в точке
минимума энергетической поверхности в начале
реакции, и конфигурации локальных минимумов
энергетической поверхности вдоль координаты
реакции рассматриваются как реакционные ин-
термедиаты. Моделированию реакционного пути
гидролиза гуанозинтрифосфата комплексом Ras ·
GAP посвящено достаточное количество публи-
каций (см. один из последних обзоров [5]), одна-
ко дискуссии по механизму химических преобра-
зований в активном центре фермента пока еще не
привели к полностью согласованной позиции.
Согласно результатам расчетов методом
КМ/ММ, наиболее предпочтителен механизм,
при котором активную роль играет критический
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аминокислотный остаток глутамина Gln61 в ак-
тивном центре Ras, причем в процессе образова-
ния неорганического фосфата боковая цепь
Gln61 участвует в таутомерных превращениях
между амидной и имидной формами [6–8]. Этот
механизм согласуется с экспериментальными
данными по кинетике ферментативной реакции
и с косвенными данными рентгеноструктурного
анализа для продуктов реакции. Другие обсужда-
емые варианты [5] механизма реакции гидролиза
гуанозинтрифосфата (GTP), катализируемой
ферментом Ras в комплексе с ускорителем GAP,
основаны либо на т.н. субстрат-ассистирующем
катализе, либо на гипотезе об участии двух моле-
кул воды в химических преобразованиях. В пер-
вом случае предполагается, что молекула субстра-
та (GTP), а не какая-либо молекулярная группа
фермента, выступает в роли обобщенного осно-
вания. Однако расчеты показывают [6], что на
этом пути должен быть высокий энергетический
барьер, не согласующийся с наблюдаемой кон-
стантой скорости реакции. Во втором случае раз-
рыв связи фосфор–кислород в GTP и перерас-
пределение протонов с участием двух молекул
воды могут проходить с разумными энергетиче-
скими барьерами [6], но анализ доступных кри-
сталлических структур комплексов ферментов с
аналогами субстрата исключает присутствие двух
молекул воды в активном центре. И субстрат-ас-
систирующий, и “двухводный” механизмы не
подразумевают участие в реакции гидролиза бо-
ковой цепи Gln61 фермента Ras.

Проверить предлагаемый в теоретических ра-
ботах механизм реакции принципиально воз-
можно методами колебательной спектроскопии,
если удастся идентифицировать ИК-спектры ин-
термедиатов [9]. Для гидролиза фосфатов подоб-
ное сопоставление теоретических и эксперимен-
тальных полос в области колебаний фосфорно-
кислородных групп дает полезную информацию
[10], но не позволяет подтвердить механизм,
предполагающий таутомерные превращения бо-
ковой цепи Gln61.

Расчеты, представленные в данной работе, бы-
ли инициированы исследованиями другого клас-
са белков, в которых также осуществляются моле-
кулярные процессы с участием глутамина. Имен-
но, фотохимический цикл флавинсодержащих
бактериальных фоторецепторных белков вклю-
чает стадии таутомерных превращений боковой
цепи глутамина, расположенного около хромо-
фора. Для прямой проверки этого молекулярного
механизма, предсказанного теоретически [11], в
работе [12] измерялись время-разрешенные ИК-
спектры в области волновых чисел 1620–1750 см–1

для природных белков и белков с изотопной мет-
кой 15N для атомов азота в боковых цепях глута-
мина. Дополнительные расчеты [12], показыва-

ют, что полосы амидной формы глутамина (кото-
рая присутствует в темном состоянии белка)
практически не сдвигаются при изотопном заме-
щении 14N → 15N, в то время как характерная по-
лоса, относящаяся к колебанию C=N в имидной
форме глутамина (присутствующего в фотоакти-
вированном белке), должна заметно смещаться в
сторону меньших частот. Сопоставление рассчи-
танных и измеренных разностных спектров поз-
волило авторам работы [12] заключить, что ста-
дии таутомерных превращений глутамина дей-
ствительно реализуются в экспериментах.

В настоящей работе мы предсказываем коле-
бательные спектры для двух реакционных интер-
медиатов в реакции гидролиза гуанозинтрифос-
фата комплексом Ras · GAP для природного белка
Ras и белка с изотопной меткой 15N в боковой це-
пи Gln61. Сопоставление этих данных с возмож-
ными экспериментальными исследованиями
позволит подтвердить или опровергнуть меха-
низм элементарных превращений в активном
центре гуанозинтрифосфат-связывающих белков
при гидролизе субстрата.

МОДЕЛИ И МЕТОДЫ

Построение молекулярных моделей для фер-
мент-субстратного комплекса Ras · GAP · GTP · H2O,
обозначаемого далее ES, и интермедиатов Int вы-
полнено в соответствии с протоколом, детально
описанным в работах [6, 7]. Исходный набор
атомных координат взят из кристаллографиче-
ской структуры PDBID 1WQ1 [13] банка данных
белковых структур, содержащих аналог GTP в ак-
тивном центре белкового комплекса Ras · GAP.
Методами молекулярного моделирования были
восстановлены фосфатные группы субстрата и
добавлены атомы водорода в предположении, что
боковые цепи Arg и Lys положительно заряжены
и Glu и Asp – отрицательно заряжены. Белковая
система была помещена в оболочки молекул воды
и предварительно уравновешена методами клас-
сической молекулярной динамики. Далее равно-
весные геометрические параметры фермент-суб-
стратного комплекса были оптимизированы ме-
тодом КМ/ММ с отнесением к квантовой
подсистеме фосфатных групп GTP, нуклеофиль-
ной молекулы воды, боковых цепей Lys16, Ser17,
Thr35, Gln61 белка Ras, Mg2+ и двух молекул воды
из координационной сферы магния, а также бо-
ковой цепи Arg789 от GAP. На этом этапе КМ-
подсистема включала более 90 атомов, ММ-под-
система – более 5000 атомов. Энергии и силы в
КМ-подсистеме рассчитывались методом функ-
ционала электронной плотности в варианте Ко-
на–Шэма с гибридным функционалом PBE0 [14]
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с дисперсионной поправкой D3 [15] и базисом cc-
pVDZ. ММ-подсистема описывалась в рамках
классического силового поля AMBER [16]. Расче-
ты методом КМ/ММ выполнялись с использова-
нием программы NWChem [17].

От найденной точки минимума на энергетиче-
ской поверхности, отвечающей структуре ES, вы-
полнялось сканирование потенциальной поверх-
ности вдоль координат реакций на отдельных
элементарных стадиях. Для целей настоящей ра-
боты достаточно рассмотреть структуры двух
критических точек на энергетической поверхно-
сти – ES с амидной формой Gln61 и Int(iGln) с
имидной формой Gln61. Обе структуры были оп-
тимизированы методом КМ/ММ с двумя вариан-
тами выбора квантовой подсистемы – в первом
случае так, как описано выше, во втором случае –
с уменьшенной квантовой частью, к которой бы-
ли отнесены фосфатные группы GTP, нуклео-
фильная молекула воды и боковые цепи Thr35,
Gln61 белка Ras. В этом варианте удобнее прово-
дить колебательный анализ в гармоническом
приближении при полном расчете матрицы Гесса
в соответствующих точках минимумов. Коррек-
ция вычисленных частот колебаний проводилась
с использованием масштабирующего множителя
0.939 [8]. Интенсивности ИК-колебаний получе-
ны с помощью производных дипольного момента
для соответствующих мод. Моделирование изо-

топного замещения проведено при изменении
атомной массы ядра азота. Для описания формы
линии применялось лоренцево уширение 10 см–1

на полувысоте полосы.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Основные качественные особенности меха-
низма гидролиза GTP белковым комплексом
Ras · GAP описаны ранее [6, 7] и воспроизведены
в данной работе. Как показано на рис. 1, на пер-
вой стадии в результате сближения нуклеофиль-
ной молекулы воды с γ-фосфатной группой GTP
происходит разрыв связи PG–O3B с отщеплением
метафосфата (MP); в результате образуется ин-
термедиат Int(MP). На следующей стадии проис-
ходит перераспределение протонов в подсистеме,
включающей метафосфат, нуклеофильную моле-
кулу воды и боковую цепь Gln61, и система пере-
ходит в следующий интермедиат Int(iGln) уже со
сформированным неорганическим фосфатом.
В названии Int(iGln) подчеркивается, что боко-
вая цепь Gln61 находится в имидной форме (iG-
ln). Реакция завершается восстановлением ос-
новной таутомерной амидной формы Gln61 [6, 7].

На рис. 2 показаны фрагменты структур фер-
мент-субстратного комплекса ES и интермедиата
Int(iGln), оптимизированных методом КМ/ММ.
В структуре ES боковая цепь Gln61 находится в
основной амидной таутомерной форме; нуклео-

Рис. 1. Рассчитанный методом КМ/ММ энергетический профиль реакции гидролиза гуанозинтрифосфата, катализи-
руемой ферментом Ras в комплексе с ускорителем GAP. На вставках показаны формулы интермедиатов и направле-
ния химических превращений между интермедиатами.
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фильная молекула воды ориентирована водород-
ными связями с карбоксильными группами
Gln61 и Thr35. В результате нуклеофильной атаки
сначала отщепляется метафосфат PO , затем
происходит перенос протонов с образованием не-
органического фосфата Pi и имидной таутомер-
ной формы Gln61. Основные участники в струк-
туре интермедиата Int(iGln) показаны справа на
рис. 2.

Для целей настоящей работы важно отметить,
что интермедиат Int(iGln) соответствует точке ло-
кального минимума на поверхности энергии,
расположенной ниже уровня ES на 2 ккал/моль и
отделенной барьерами высотой 4 ккал/моль (TS2)
и 16 ккал/моль (TS3) от соседних точек мини-
мальной энергии (рис. 1). Поэтому в ходе реак-
ции ES → EP будет происходить накопление и
медленное расходование интермедиата Int(iGln),
что принципиально позволяет индентифициро-
вать его спектральные полосы эксперименталь-
ными методами.

Рассчитанные структуры ES и Int(iGln) харак-
теризуются полностью действительными часто-
тами гармонических колебаний. В интересую-
щую с точки зрения потенциального экспери-
ментального исследования данной реакции
область волновых чисел 1620–1750 см–1 попадают
три моды с частотами ν1, ν2, ν3, формы колеба-
ний которых для структур ES и Int(iGln) изобра-
жены на вставках слева и справа на рис. 3. В цен-
тре рис. 3 показаны рассчитанные разностные
спектры для природных белков (с изотопом 14N в
боковой цепи Gln61) и для белков с помеченным
изотопом 15N азотом в боковой цепи Gln61. Вид-
но, что полосы ν1, ν2, которые относятся к свя-

−
3

занным колебаниям групп C=O и NH2 амидной
формы Gln61 в структуре ES малочувствительны
к изотопному замещению, в то время как полоса
ν3, соотносимая с колебанием C=N имидной
формы Gln61, смещается на величину до 20 см–1

при изотопном замещении.

Предсказанный эффект смещения полос дол-
жен быть идентифицирован в экспериментах, ес-
ли реакция протекает по механизму с участием
глутамина. Для альтернативных вариантов меха-
низма реакции предлагаемое изотопное замеще-
ние не должно проявляться.

Таким образом, моделирование колебатель-
ных спектров для двух характерных структур на
пути реакции гидролиза гуанозинтрифосфата
ГТФазой Ras, а именно, для фермент-субстрат-
ного комплекса ES и интермедиата Int(iGln), в
состав которого входит имидная таутомерная
форма боковой цепи Gln61, показывает, что изо-
топное замещение 14N → 15N в глутамине позво-
лит четко различить композиции реакционных
частиц. В области волновых чисел 1620–1750 см–1,
которая сканировалась в экспериментальной ра-
боте [12] при исследовании молекулярных про-
цессов с участием глутамина в флавинсодержа-
щих фоторецепторных белках, разностные спек-
тры (рис. 3) показывают, что сдвиг полосы ν3,
относимой к колебанию C=N имидной формы
глутамина в интермедиате Int(iGln), составляет
примерно 20 см–1. Это должно уверенно реги-
стрироваться в инструментальных исследованиях

Рис. 2. Фрагменты структур фермент-субстратного комплекса ES (слева) и интермедиата Int(iGln), оптимизирован-
ных в расчетах методом КМ/ММ.
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реакций ферментативного катализа методами
время-разрешенной ИК-спектроскопии.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского научного фонда (проект
№ 19-73-20032). Расчеты проведены с использо-
ванием оборудования Центра коллективного
пользования сверх-высокопроизводительными
вычислительными ресурсами МГУ имени М.В.
Ломоносова и межведомственного суперкомпью-
терного центра РАН.
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