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Методами молекулярной динамики с потенциалами, построенными по теории квантовой механи-
ки/молекулярной механики, сопоставлены динамические свойства фермент-субстратных комплексов в
реакции гидролиза гуанозинтрифосфата (GTP) нативным ферментом Ras и его вариантом G12VRas с он-
когенной точечной заменой. Молекулярные модели систем, включающих гуанозинтрифосфат-свя-
зывающий белок Ras, белок-ускоритель GAP, субстрат GTP и каталитическую молекулу воды, по-
строены на основе атомных координат комплекса из базы данных белковых структур. Анализ полу-
ченных распределений вдоль молекулярно-динамических траекторий для расстояний между
атомом кислорода каталитической молекулы воды в активном центре комплекса и атомом фосфора
γ-фосфатной группы GTP показал, что замена G12V приводит к росту популяций с большими рас-
стояниями между реактантами, снижая таким образом долю реакционных конформаций для реак-
ции гидролиза.
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ВВЕДЕНИЕ

Методы квантовой механики/молекулярной
механики (КM/MM) активно используются в на-
стоящее время для расчетов поверхностей потенци-
альной энергии при моделировании ферментатив-
ных реакций. Существует потребность в вычисле-
нии фрагментов поверхностей энергии Гиббса для
анализа химических реакций в белковых макромо-
лекулах, поэтому не следует ограничиваться рас-
смотрением поверхностей потенциальной энергии,
которые могут быть построены в рамках “стати-
ческого” подхода КM/MM или в рамках моделей
молекулярных кластеров. Именно поэтому в по-
следние годы активно развивается метод молеку-
лярной динамики (МД) с потенциалами КM/MM.
Как и во всех приложениях теории КM/MM [1], вся
молекулярная система, описывающая белковый
комплекс, подразделяется на квантовую подсисте-
му, в которой происходят разрывы и образования
химических связей, и молекулярно-механическую
подсистему, существенно большего размера, окру-
жающую активный центр. При этом для оценок

энергий и сил, действующих на ядра атомов в
квантовой части, целесообразно использовать хо-
рошо зарекомендовавшие себя подходы кванто-
вой химии. В качестве таковых рационально при-
менять методы теории функционала электронной
плотности (ТФП) с гибридными функционала-
ми, в частности использовать функционал PBE0
[2], атомно-центрированные базисные наборы
типа 6-31G** и учитывать дисперсионные вклады
D3 [3]. Расчеты МД-траекторий с потенциалами
КM(ТФП)/MM стали практически возможными
для систем с числом атомов до 150 в квантовой ча-
сти с применением интерфейсов [4] программы
молекулярной динамики NAMD [5] и программы
квантовой химии TeraChem [6], в которых эффек-
тивно используются возможности графических
процессоров.

В настоящей работе метод КM(PBE0-D3/6-
31G**)/MM(CHARMM) MД применен для сравне-
ния динамических свойств фермент-субстратных
(ES) комплексов для нативного варианта гуаноз-
интрифосфат-связывающего белка Ras и его ва-
рианта с точечной заменой аминокислотного
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остатка глицина на валин в позиции 12 (G12VRas) в
комплексе с белком-ускорителем GAP. Фермен-
тативная система Ras–GAP отвечает за гидролиз
гуанозинтрифосфата (GTP), результатом которого
является перевод активного состояния сигнального
белка Ras в неактивное. Моделирование свойств
комплекса Ras–GAP представляет важнейшую за-
дачу для биомедицинских исследований, посколь-
ку точечные замены аминокислотных остатков
оказывают серьезное влияние на функциониро-
вание этого комплекса в организме человека. За-
мена G12V в белке Ras является одной из наибо-
лее распространенных у онкологических пациентов
[7]. Результаты кинетических исследований [8] по-
казывают, что каталитическая константа скорости
гидролиза GTP снижается с 18 до 0.01 с–1 при пере-
ходе от нативного комплекса Ras–GAP к варианту
G12VRas–GAP. Таким образом, молекулярное мо-
делирование должно объяснить причины столь
заметного снижения каталитической активности
фермента при точечной замене G12V, несмотря
на то, что по данным рентгеноструктурного ана-
лиза комплекса Ras–GAP [9] аминокислотный
остаток в позиции 12 находится несколько в сто-
роне от активного центра.

Предшествующие работы [10, 11] по моделиро-
ванию методом КM/MM MД свойств фермент-суб-
стратных комплексов в системе Ras(GTP)–GAP с
нативным белком Ras и с мутантами G12VRas, G13VRas
были выполнены с использованием функционала
BLYP и смешанного базиса плоских волн и гаус-
совых функций для расчетов энергий и сил в
квантовой подсистеме в программе CP2K [12].
Поскольку применение простых обобщенно-гра-
диентных функционалов для моделирования
ферментативных систем может приводить к зна-
чительным ошибкам [13], в настоящей работе
анализируются причины замедления каталитиче-
ской активности комплекса G12VRas-GAP по срав-
нению с нативным вариантом белка Ras с исполь-
зованием более надежных методов.

ИНТЕРФЕЙС ПРОГРАММ МОЛЕКУЛЯРНОЙ 
ДИНАМИКИ И КВАНТОВОЙ ХИМИИ

Использование КM/MM-интерфейса в проце-
дурах NAMD [4] может быть реализовано как с
помощью встроенного в программу вызова пред-
определенных программ квантовой химии (ORCA,
MOPAC), так и методом вызова любой отдельной
программы, осуществляющей функции интерфей-
са для любого квантовохимического программного
обеспечения (ПО). То есть NAMD напрямую или
же через вызов отдельной программы формирует
файл задачи для квантового расчета, задавая все
необходимые параметры для КM-подсистемы, а
также координаты и величины точечных зарядов
ММ-подсистемы в нужном формате. По оконча-

нии квантовохимического цикла работы ПО счи-
тывается полная энергия квантовой системы в
поле зарядов, силы в квантовой части и частич-
ные заряды на атомах квантовой подсистемы по
результатам выбранной процедуры, например по
малликеновскому анализу заселенностей или же
методом подгонки под электростатический по-
тенциал КM-подсистемы (RESP). Учет сил, дей-
ствующих от КM-подсистемы на точечные заря-
ды в ММ-части, обычно проводится в пределах
12–14 Å (так называемого радиуса отсекания).
Полученные заряды могут быть использованы и
для расчета сил, действующих со стороны атомов
квантовой части на ближайшее окружение точеч-
ных зарядов (в пределах радиуса отсекания), что
является приближением по сравнению со считы-
ванием этих сил из файла выдачи квантовохими-
ческого ПО. Такое приближение будет негативно
влиять на сохранение полной энергии в рамках
расчетов в микроканоническом ансамбле (NVE)
за счет наличия нескомпенсированной силы, со-
вершающей работу. В случае изобарно-изотерми-
ческого ансамбля (NPT) это обстоятельство не
является критичным, поскольку влияние пара-
метров термостата и баростата оказывается более
существенным, чем описываемые действия с за-
рядами. Кроме того, при расчетах методом
КM/MM MД профилей свободной энергии хи-
мических реакций полная энергия системы не
используется.

Очевидно, наилучшим вариантом работы
КM/MM-интерфейса является считывание сил,
действующих со стороны атомов квантовой части
на MM-заряды, полученные непосредственно в
рамках квантовохимического расчета, как, напри-
мер, реализовано в оригинальном интерфейсе
ORCA–NAMD. По этому же принципу мы моди-
фицировали стандартную программу интерфейса
TeraСhem–NAMD. Принципиальной разницей в
файлах выдачи квантовохимических программ
ORCA и TeraСhem является то, что в файлах выдачи
программы ORCA содержатся силы, действующие
на каждый точечный заряд со стороны квантовой
плотности, которые программа NAMD может счи-
тать напрямую, тогда как в случае TeraСhem преду-
смотрена лишь выдача суммарной силы, действую-
щей на каждый точечный заряд, т.е. суммарного
взаимодействия как с электронной плотностью
КM-атомов, так и со всеми другими точечными
зарядами. Таким образом, чтобы получить значе-
ния, пригодные для считывания программой
NAMD, необходимо вычесть из полной силы,
действующей на каждый точечный заряд, силы,
действующие со стороны всех остальных зарядов.
Это несложная процедура, которая требует расче-
та большого количества вкладов типа приведен-
ных ниже для всех координат x, y и z и всех точеч-
ных зарядов, используемых в квантовом расчете:
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(1)

где N – количество точечных зарядов,  – си-
ла взаимодействия i-го и j-го точечных зарядов по
координате x,  – величина i-го точечного за-
ряда,  – расстояние между точечными заряда-
ми i и j.

Поскольку программа интерфейса изначально
написана на интерпретируемом языке програм-
мирования Python, расчет вкладов вида (1) может
занимать около минуты процессорного времени в
случае ∼3000 точечных зарядов в расчетах модель-
ных белковых систем, что абсолютно неприемлемо
при вычислении длительных КM/MM MД-траек-
торий. Используя компилятор функций Numba
для Python, удается снизить время счета до ~1 с,
что делает модифицированный интерфейс при-
годным для применения в реальных задачах.

Важным обстоятельством при практическом
использовании метода КM/MM MД для оценок
профилей свободной энергии ферментативных
реакций является скорость расчета энергии и гра-
диентов энергии для квантовой подсистемы в по-
ле зарядов в рамках адекватного приближения,
например с гибридными функционалами и двух-
экспонентными базисами с учетом поляризацион-
ных функций для всех атомов. И хотя на данный
момент существует ряд программных пакетов кван-
товой химии, которые выполняют именно такую
задачу, но скорость счета может отличаться в де-
сятки раз в рамках как одного и того же централь-
ного процессора (CPU), так и между CPU и гра-
фическим ускорителем (GPU). Именно поэтому
был выбран программный пакет TeraСhem [6],
который обеспечил наибольшую скорость расче-
та во всех предварительных тестах квантовохими-
ческих программ как на CPU, так и на GPU.

ПОСТРОЕНИЕ МОДЕЛЬНЫХ СИСТЕМ

Для построения полноатомных молекулярных
моделей комплексов Ras(GTP)–GAP в качестве
источника начальных координат атомов была ис-
пользована структура PDB 1WQ1 [9] из базы данных
белковых структур (PDB), полученная методами
рентгеноструктурного анализа. Вместо молекулы
гуанозинтрифосфата в структуре PDB 1WQ1 распо-
лагается нереакционный аналог субстрата. Ато-
мы водорода были добавлены в систему в соответ-
ствии с представлениями о валентности, а также с
учетом протонированных состояний ионогенных
групп при нейтральных значениях pH в комплек-
сах Ras(GTP)–GAP и G12VRas(GTP)–GAP. Полу-
ченные модельные системы были полностью
сольватированы молекулами воды.
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Предварительная релаксация молекулярных
систем с общим числом атомов около 57500 была
проведена методом классической молекулярной
динамики с силовым полем CHARMM36 [14] и
использованием программы NAMD [5]. На рис. 1
показан фрагмент структуры активного центра
фермента в реакции гидролиза GTP в активном
центре комплекса Ras(GTP)–GAP. Механизм
этой реакции активно обсуждался в литературе
[15–19]. Согласно результатам недавних работ по
моделированию методом КM/MM [18, 19], на
первых стадиях реакции происходит нуклео-
фильная атака молекулой воды γ-фосфатной
группы GTP с последующим разрывом химиче-
ской связи фосфор–кислород PG–O3B, причем
активную роль в перераспределении химических
связей играет боковая цепь аминокислотного
остатка глутамина Gln61. При анализе динамиче-
ского поведения ES-комплексов для двух иссле-
дуемых систем в качестве критериев выбирались
следующие межатомные расстояния: PG…OW,
O2G…H1w, PG–O3B, O3G…H1E (рис. 1).

При расчетах методом КM(PBE0-D3/6-
31G**)/MM(CHARMM) MД к квантовой подси-
стеме были отнесены фосфатные группы GTP,
аминокислотные остатки Gly/Val12, Gly13, Lys16,
Ser17, Thr35, Ile36, Ala59, Gly60, Gln61 и катион
магния от Ras, три молекулы воды и боковая цепь
Arg789 от белка-ускорителя GAP (всего 112 ато-
мов, не считая атомов водорода, добавляемых на
границе квантовой и молекулярно-механической
подсистем).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для определения влияния аминокислотной за-
мены на каталитические свойства мы проанализи-
руем распределения ключевых межатомных рассто-
яний в структуре ES-комплексов Ras(GTP)–GAP в
нативной форме или с точечной заменой G12V в
белке Ras. На рис. 2 представлены распределения
расстояний между атомом кислорода каталитиче-
ской молекулы воды и атомом фосфора γ-фосфат-
ной группы GTP. Для системы с G12VRas наблюдает-
ся нормальное распределение, характеризующееся
значениями расстояний нуклеофильной атаки
(3.22 ± 0.11) Å. Для нативной формы распределе-
ние содержит две равно представленные популя-
ции, характеризующиеся следующими парамет-
рами: (3.07 ± 0.02) Å и (3.41 ± 0.02) Å. Очевидно,
чем короче путь нуклеофильной атаки, т.е. чем
меньше расстояние между атомом кислорода мо-
лекулы воды и атомом фосфора, тем легче проходит
реакция. Следовательно, в первой популяции пред-
ставлены состояния с большей реакционной спо-
собностью.

Однако описание систем только лишь на осно-
вании величин расстояний нуклеофильной атаки
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не дает полной картины. Это связано с тем, что
для прохождения реакции должна быть правиль-
но ориентирована молекула воды, т.е. неподелен-
ная электронная пара кислорода должна быть
ориентирована на электрофильный сайт фосфора
[20, 21]. Поэтому мы также проводим анализ дру-
гих геометрических параметров системы. В част-
ности, при правильной ориентации каталитиче-
ской молекулы воды атом водорода H1w образует
водородную связь с основной цепью карбониль-
ной группы Thr35. Однако возможна и другая
ориентация, в которой водородная связь образу-

ется с атомом O2G γ-фосфатной группы субстрата,
что блокирует протекание реакции. Таким обра-
зом, контролируя длину водородной связи
O2G…H1w, можно судить о правильности ориента-
ции молекулы воды (рис. 3). Распределения для
нативного фермента и для варианта с заменой
G12V заметно различаются; для последнего ха-
рактерно наличие водородной связи между ката-
литической молекулой воды и атомом кислорода
γ-фосфатной группы, в то время как в нативном
ферменте расстояние O2G…H1w превышает 3 Å.

Рис. 1. Фрагмент активного центра в комплексе Ras(GTP)–GAP. Прозрачными лентами показаны белки GAP и Ras,
лентами с заливкой – фрагмент P-петли, содержащей остаток Gly12. Стержнями показаны молекула гуанозинтрифос-
фата GTP, каталитическая молекула воды Wcat и остаток Gln61. Стрелка – направление нуклеофильной атаки атомом
кислорода Ow каталитической молекулы воды Wcat атома фосфора γ-фосфатной группы PG. Штриховые линии – во-
дородные связи, способствующие эффективной реакции; штрих-пунктирная линия – водородная связь, образующа-
яся в нереакционной конформации.

GTP
O2G

O3B

O3G
O1E

O1w

O2w

Ow
WcatPG

Gly12

Gln61

Рис. 2. Распределения расстояний нуклеофильной атаки в структуре фермент-субстратного комплекса для нативной
формы Ras (WT) и варианта G12VRas (G12V).
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Правильная ориентация молекулы воды и об-
разование предреакционного комплекса сопро-
вождаются удлинением разрываемой связи PG–O3B

(рис. 4). Распределение длины связи для нативной
формы смещено в сторону больших значений на
0.06 Å: (1.75 ± 0.04) Å для нативной формы и
(1.69 ± 0.04) Å для варианта G12VRas.

На второй стадии реакции осуществляется
концертный перенос протона H2w с молекулы во-
ды на атом кислорода Gln61 и перенос протона
H1E на атом кислорода γ-фосфатной группы O3G.
Более короткий путь переноса протона вдоль
ориентированных цепей водородных связей дол-
жен способствовать более эффективному проте-
канию реакции. Из рис. 5 видно, что для варианта
G12VRas лишь небольшая популяция образует во-
дородную связь O3G…H1E, притом что даже эта
часть характеризуется слабыми связями, в то вре-
мя как для нативной формы распределение пока-
зывает наличие стабильной водородной связи,
характеризующейся длиной (2.21 ± 0.27) Å.

В работе [10] проводилось аналогичное моде-
лирование динамического поведения ES-ком-
плексов, однако уровень описания квантовой

подсистемы был ниже того, который использован
в данной работе. А именно, комбинированный
базис гауссовых функций и плоских волн, исполь-
зованный в работе [10], хуже по уровню точности,
чем набор атомно-центрированных функций. От-
метим также, что применение гибридных функцио-
налов, как в данной работе, имеет преимущество
перед обобщенно-градиентными (GGA) функцио-
налами для моделирования реакций нуклеофиль-
ного присоединения [13]. А также важно отме-
тить, что применение менее надежного метода
сказывается на качестве описания нуклеофильного
и электрофильного сайтов взаимодействующих ча-
стиц, что вызвано отсутствием нелокального точно-
го хартри-фоковского обмена. Такие эффекты уже
наблюдались в реакциях нуклеофильного присо-
единения к электрофильному атому углерода [13].
Это приводит к значительному искажению других
геометрических параметров, а не только распреде-
ления расстояний PG…Ow. Для нативной формы
фермента среднее значение длины связи с GGA-
функционалом составляет 3.4 Å, что соответству-
ет нереакционной конформации, найденной с
использованием гибридного функционала. Для
G12VRas использование GGA-функционала при-

Рис. 3. Распределения длин водородной связи O2G…H1w для нуклеофильной атаки в структуре фермент-субстратного
комплекса для нативной формы Ras (WT) и варианта G12VRas (G12V).
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Рис. 4. Распределения длин связи PG…O3B нуклеофильной атаки в структуре фермент-субстратного комплекса для
нативной формы Ras (WT) и варианта G12VRas (G12V).
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водит к среднему значению этого расстояния,
равному около 3.7 Å, что на 0.5 Å превышает зна-
чение, полученное в расчетах с гибридным функ-
ционалом.

Применение метода молекулярной динамики
с потенциалами КM/MM позволяет получить су-
щественную информацию о каталитической актив-
ности, проводя анализ только фермент-субстратно-
го комплекса и не прибегая к затратным расчетам
всего энергетического профиля реакции. На сего-
дняшний день уже накоплен обширный расчетный
материал, в частности по структурам ES-комплек-
сов, который может быть использован для дина-
мического анализа. Такие структуры хранятся в
базе данных интермедиатов ферментативных ре-
акций [22] или в дополнительных материалах к
оригинальным работам [23, 24].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

По результатам суперкомпьютерного молеку-
лярного моделирования динамических свойств
фермент-субстратных комплексов Ras–GAP и
G12VRas-GAP методами КM/MM MД показано,
что расположение молекулярных групп в активном
центре ферментативной системы существенно ме-
няется при замене аминокислотного остатка глици-
на в позиции 12 на валин G12V, что приводит к сни-
жению доли реакционных конформаций в реакции
гидролиза гуанозинтрифосфата по механизму с уча-
стием глутамина. Основным методическим резуль-
татом работы является заключение о важности ис-
пользования атомно-центрированных базисов и
гибридных функционалов при расчетах потенци-
алов в методе КM(ТФП)/MM MД с использова-
нием программ TeraChem–NAMD. Сравнение с
результатами предшествующих расчетов более
низкого уровня точности по программе CP2K с
использованием смешанного базиса плоских
волн и гауссовых функций и обобщенно-гради-
ентного функционала BLYP показывает, что при-

менение методики более высокого уровня приво-
дит к заметным изменениям в рассчитанных рас-
пределениях ансамблей фермент-субстратных
комплексов.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российским фондом фундаментальных исследова-
ний (проект 19-73-20032) с использованием обору-
дования Центра коллективного пользования сверх-
высокопроизводительными вычислительными
ресурсами МГУ им. М.В. Ломоносова и Межве-
домственного суперкомпьютерного центра РАН.
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