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На основе первичной последовательности аминокислотных остатков N-ацетилглутаматсинтазы
построена трехмерная полноатомная модель комплекса фермента c ацетил-КоА и субстратом. При-
менены биоинформатические подходы компьютерного моделирования, включающие множествен-
ное выравнивание последовательностей, предсказание коэволюционных контактов и ab initio сво-
рачивание белка. По результатам расчетов методами классической молекулярной динамики и кван-
товой и молекулярной механики описано строение активного центра и механизм химической
реакции, приводящей к образованию N-ацетилглутамата. Согласие структур комплексов фермента
с продуктами реакции, полученных при компьютерном моделировании и в рентгеноструктурных
исследованиях, подтверждает достоверность предсказаний моделирования.
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Механизм катализируемых N-ацетилтрансфе-
разами реакций переноса ацетильной группы от
молекулы ацетилкофермента А (ацетил-КоА) на
глутаминовую или аспарагиновую кислоту, при-
водящих к N-ацетилглутамату или N-ацетилас-
партату, не установлен для многих ферментов и
является предметом дискуссий. По результатам
рентгеноструктурных исследований комплексов
ферментов с аналогами субстратов обсуждаются
два возможных сценария в активных центрах аце-
тилтрансфераз – многостадийный механизм по
схеме “пинг-понг”, согласно которому на первом
этапе ацилируется цистеин белка, а затем аце-
тильная группа переносится на субстрат [1], и ме-
ханизм прямого переноса ацильной группы от
ацетил-КoA непосредственно на субстрат. Труд-
ности в определении механизма реакции связаны
с тем, что не известны экспериментальные струк-

туры комплексов фермента с кофактором и суб-
стратом.

В настоящей работе мы используем совре-
менные методы компьютерного моделирования
для построения трехмерной полноатомной мо-
дели комплекса белка с ацетил-КоА и глутама-
том и для оценок энергий интермедиатов хими-
ческих превращений в активном центре N-аце-
тилглутаматсинтазы из Neisseria gonorrhoeae
(ngNAGS). Особенностью нашего подхода явля-
ется то, что молекулярная модель механизма ре-
акции конструируется на основе первичной по-
следовательности аминокислотных остатков
белка [2], а не на основе подходящей кристалло-
графической структуры. Сравнение результатов
компьютерного моделирования с эксперимен-
тальными данными проводится для структуры
комплекса фермента с продуктами реакции [3]
на завершающей стадии исследования. Такой
подход, хотя и требует больших усилий, но при
успешной реализации достаточно убедителен в
отношении надежности предсказаний теории.

На первом этапе мы применили биоинформа-
тические программы для построения трехмерной
структуры ngNAGS. Мы использовали процедуру
HMMER [4] для сборки порядка 10000 гомо-
логичных последовательностей из баз данных
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UniProtKB [2] и программу ClustalO [5] для уточ-
нения множественного выравнивания. Для по-
следующего предсказания коэволюционных
контактов аминокислотных остатков была ис-
пользована программа ResPre [6], реализующая
ковариационной анализ в рамках нейросетевой
модели. Предсказание вторичной структуры бел-
ка проводилось с помощью программы PSSPred
(zhanglab.ccmb.med.umich.edu/PSSpred/). Для
быстрой генерации структур по предсказанным
контактам при интеграции информации о вто-
ричной структуре использовался сервер
CONFOLD [7]. Сопоставление лучшей из пред-
сказанных моделей с кристаллической структу-
рой PDB ID 3B8G [3] комплекса ngNAGS с про-
дуктами реакции показало, что среднеквадратич-
ное отклонение по Cα атомам составляет 3.3 Å.

Попарные выравнивания для построения
шаблонов были выполнены с помощью процеду-
ры mapalign [8]. Кофактор и субстрат были инте-
грированы в шаблоны с помощью программы Ro-
settaDock. При уточнении моделей по протоколу
сравнительного моделирования RosettaCM [9] из
списка шаблонов были исключены все известные
структуры ngNAGS и их гомологи. Также гомоло-
ги данной последовательности были исключены
в процессе генерации структурных фрагментов
3-пептидов и 9-пептидов. Были отобраны пять
лучших по значению энергетической функции
моделей, и после визуального анализа выбрана
оптимальная структура для дальнейшего уточне-
ния методами классической молекулярной дина-
мики (МД).

МД траектории длиной 100 нс рассчитывались
с помощью программы NAMD [10] в NPT ансам-
бле при температуре 300 К. Были использованы
параметры силового поля CHARMM [11]. При
расчетах на Cα атомы белка были наложены огра-
ничивающие гармонические потенциалы, что яв-
ляется стандартной практикой при уточнении
моделей после протокола RosettaCM [12]. Расче-
ты методом квантовой механики/молекулярной
механики КМ(PBE0-D3/6-31G*)/ММ(AMBER)
проводились с помощью программы NWChem
[13]. Квантовая часть включала реакционный глу-
тамат, фрагмент молекулы ацетил-КоА, молекулу
воды, боковые цепи аминокислотных остатков
Glu353, Ser392, Arg316, а также основную цепь
Cys356 и Leu357.

Оптимизация геометрических параметров мо-
дельной системы методом КМ/ММ позволила
впервые получить структуру комплекса N-ацетил-
глутаматсинтазы со встроенными молекулами
ацетил-КоА и глутамата в активном центре фер-
мента. Рисунок 1 иллюстрирует расположение
основных участников реакции. Молекула глута-
мата (glutamate), фрагмент молекулы ацетил-КоА
(acetyl-CoA), аминокислотный остаток Glu353 и
молекула воды Wat показаны в шаростержневом
представлении. Пара аминокислотных остатков
Cys356, Leu357, важная для стабилизации тетра-
эдрического реакционного интермедиата, пред-
ставлена линиями за исключением атомов азота,
показанных шарами.

В работе [3] была высказана гипотеза о меха-
низме реакции синтеза N-ацетилглутамата фер-
ментом ngNAGS – реакция проходит непосред-

Рис. 1. Фрагмент структуры фермент-субстратного комплекса N-ацетилглутаматсинтазы, предсказанной методами
компьютерного моделирования. Расстояния между тяжелыми атомами приведены в Å. В цветном варианте атомы уг-
лерода показаны зеленым, кислорода – красным, азота – синим, серы – желтым, водорода – светло-серым.
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ственно между глютаматом и ацетил-КоА, а не в
рамках “пинг-понг” механизма, когда ацетиль-
ная группа сначала переносится на один из остат-
ков белка. Полученная нами модель подтвержда-
ет и уточняет эту гипотезу – в качестве обобщен-
ного основания участвует консервативный
остаток Glu353. Действительно, один из трех про-
тонов аминогруппы глутамата может перейти на
изначально депротонированную карбоксильную
группу Glu353 по ориентированной цепи водо-
родных связей с участием молекулы воды Wat –
соответствующие расстояния NG–OW–Oε (2.6 Å,
рис. 1) благоприятствуют подобному переносу.
Расчеты методом КМ/ММ показывают, что энер-
гия интермедиата, полученного при переносе
протона на Glu353, выше энергии фермент-суб-
стратного комплекса примерно на 1 ккал/моль.
Короткое расстояние (2.6 Å) между атомом азота
NG глутамата и атомом углерода СS карбонильной
группы ацетил-КоА также благоприятствует пря-
мой нуклеофильной атаке с образованием те-
траэдрического интермедиата реакции. Амино-
кислотные остатки Cys356, Leu357 стабилизиру-
ют структуру интермедиата – соответствующие
расстояния между атомами азота NCys и NLeu и
атомом кислорода ОS карбонильной группы аце-
тил-КоА, на котором возникает отрицательный
заряд, составляют 2.9 и 2.8 Å (рис. 1). Расчеты ме-
тодом КМ/ММ показывают, что энергия тетраэд-
рического интермедиата выше энергии фермент-
субстратного комплекса на 17 ккал/моль, что до-
пустимо для данной реакции. Разрыв связи СS–S
координированный с переносом протона на атом
серы ацетил-КoА завершает реакцию. По резуль-
татам расчетов методом КМ/ММ энергия про-
дуктов на 14 ккал/моль ниже энергии реагентов.
Схема реакции представлена на рис. 2.

Структура конечной модельной системы с
продуктами реакции, полученная методами ком-
пьютерного моделирования, может быть напря-
мую сопоставлена с экспериментальной кристал-
лографической структурой PDB ID 3B8G [3]. На
рис. 3 показано наложение обеих структур. Сред-
неквадратичное отклонение по координатам Сα
атомов для 144 наложенных аминокислотных
остатков составляет 1.12 Å, что является очень хо-
рошим показателем для результатов моделирова-
ния по гомологии. Положения боковых цепей
важнейших аминокислот в активном сайте, ко-
фермента и N-ацетилглутамата также находятся в
хорошем согласии с экспериментальными кон-
формациями. Модельная система воспроизводит
ряд важных контактов в активном сайте белка, в
частности карбоксильных групп N-ацетилглута-
мата с боковыми цепями Arg316, Arg425, а также
карбонильной группы с основными цепями
Cys356 и Leu357. Положение каталитического
остатка Glu353 полностью соответствует конфи-
гурации, наблюдаемой в кристаллографической
структуре PDB ID 3B8G.

Таким образом, компьютерное моделирование
позволило впервые построить комплекс N-ацетил-
глутаматсинтазы со встроенными молекулами
ацетил-КоА и глутамата, проверить одну из гипо-
тез о механизме реакции синтеза N-ацетилглута-
мата и подтвердить надежность моделирования
при сопоставлении полученной модели комплек-
са фермента с продуктами и экспериментальной
структурой белка.

Следует отметить, что задача исследования ре-
акции синтеза родственного соединения N-аце-
тиласпартата, важной для изучения превращений
этого метаболита в мозге человека [14], может
быть решена сходными приемами. В отличие от
N-ацетилглутаматсинтазы структура N-ацетил-

Рис. 2. Механизм реакции синтеза N-ацетилглутамата в активном центре ngNAGS.
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аспартатсинтазы плохо описана эксперименталь-
но, и при изучении синтеза N-ацетиласпартата
остается надеяться на средства молекулярного
моделирования.
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COMPUTER MODELING OF N-ACETYLGLUTAMATE SYNTHASE: 
FROM PRIMARY STRUCTURE TO ELEMENTAL STAGES OF CATALYSIS

I. V. Polyakova,b,#, A. E. Knigaa, B. L. Grigorenkoa,b, A. V. Nemukhina,b,
and Corresponding member of the RAS S. D. Varfolomeeva,b

a Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation
b Institute of Biochemical Physics of the Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation
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Three-dimensional full-atom model of the enzyme complex with acetyl-CoA and substrate is constructed on
the base of the primary sequence of amino acid residues of N-acetyl glutamate synthase. Bioinformatics ap-
proaches of computer modeling are applied including multiple sequence alignment, prediction of co-evolu-
tionary contacts and ab initio folding. Following the results of calculations by classical molecular dynamics
and quantum and molecular mechanics methods, the structure of the active site and reaction mechanism of
N-acetylglutamate formation are described. Agreement of the structures of the enzyme-product complexes
obtained in computer modeling and those of the X-ray studies validates reliability of modeling predictions.

Keywords: N-acetylglutamate synthase, acetyl-CoA, glutamate, homology modeling, reaction intermediates
in enzyme catalysis
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