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Реакции  гидролиза, приводящие к преобразованию 
циклических форм гуанозинмонофосфата (ц-ГМФ) и 
дигуанозинмонофосфата (ц-ди-ГМФ) в соответству-
ющие нециклические формы ГМФ и ди-ГМФ, осу-
ществляются ферментами семейства фосфодиэстераз, 
регулирующих концентрацию вторичных посредников 
ц-ГМФ и ц-ди-ГМФ при передачах сигналов в клетках. 
Механизмы химических реакций в активных центрах 
фосфодиэстераз являются предметом текущих иссле-
дований, причем на сегодняшний день основные пред-
положения сформулированы по результатам рентгено-
структурного анализа соответствующих белков [1–4]. 
В настоящей работе применяются современные при-
емы молекулярного моделирования на основе ме-
тода квантовой механики/молекулярной механики 
(КМ/ММ) [5] для построения полноатомной трехмер-
ной структуры фермент-субстратного комплекса ката-
литического домена (EAL-домена) фосфодиэстераз с 
ц-ди-ГМФ. Знание этой структуры позволяет предска-
зать направления отдельных стадий реакции гидроли-
за ц-ди-ГМФ в белковой матрице.

Следуя выводам недавней работы [4], мы выдели-
ли две кристаллографические структуры EAL доме-
на, относящиеся к фосфодиэстеразам с высокой фер-
ментативной активностью, доступные в базе данных 
белковых структур (PDB), а именно, PDBid:3GG0 [1] 
и PDBid:3N3T [2]. Первая относится к многодомен-
ному белку BlrP1 из Klebsiella pneumoniae; вторая – к 
димерному белку Tbd1265 из Thiobacillus denitrifi cans. 
EAL домен содержит два иона металла в активном 
центре; известно, что каталитической активностью 
обладают белки с ионами магния или марганца. В 
структуре PDBid:3GG0 координаты ионов металла 
отнесены к марганцу, в структуре PDBid:3N3T – к 
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магнию. В нашей модельной системе мы рассматри-
вали только ионы Mg2+. 

При построении модели за основу были взяты ко-
ординаты тяжелых атомов структуры PDBid:3GG0. 
После добавления атомов водорода в предположении 
общепринятого состояния протонирования полярных 
аминокислотных остатков, приводящего к возникно-
вению отрицательно (Asp, Glu) и положительно (Lys, 
Arg) заряженных боковых цепей, и предварительной 
оптимизации координат методом молекулярной ме-
ханики, система была подразделена на КМ- и ММ- 
части. В КМ-подсистему были включены все атомы 
субстрата ц-ди-ГМФ, боковые цепи Asp302, Asp303, 
Glu359 (по нумерации PDBid:3GG0) и 12 молекул 
воды. Модельная система представлена на рис. 1. 
Здесь явно показана только одна молекула воды, ко-
торой по результатам моделирования отведена роль 
нуклеофильного агента в реакции гидролиза. 

Вычисления значений энергии и силы в КМ-
части проводили в приближении теории функциона-
ла электронной плотности в варианте PBE0/6-31G*. 
Для описания ММ-части применяли силовое поле 
AMBER. Использовали вариант метода КМ/ММ с 
конформационно-подвижными эффективными фраг-
ментами [6, 7], позволяющий получать результаты, 
достаточно близкие к полному квантовому описанию 
всей системы. Проведена полная оптимизация равно-
весных геометрических параметров по минимуму 
полной энергии. 

На рис. 2 результаты расчетов для ряда расстояний 
между тяжелыми атомами в активном центре сопо-
ставлены с экспериментальными данными. 

Можно заключить, что рассчитанная структура 
модельной системы в целом хорошо согласуется с 
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Рис.1. Модельная система для расчетов структуры фермент-субстратного комплек-
са каталитического EAL-домена с ц-ди-ГМФ (c-di-GMP) методом КМ/ММ. Группы, 
включенные в квантовую подсистему выделены шарами и стержнями  (показана лишь 
одна из 12 молекул воды). Группы молекулярно-механической подсистемы показаны 

линиями

кристаллографическими данными из двух независи-
мых источников [1, 2]. Четко воспроизведено окру-
жение ионов магния кислородными атомами боковых 
цепей Asp и Glu, причем вне зависимости от того, 
были ли включены эти группы в КМ- или ММ-части 
системы при вычислениях.

Одно различие между теоретическими и экспе-
риментальными результатами имеет большое значе-
ние. Обе экспериментальные структуры идентифи-
цируют одну из молекул воды вблизи боковой цепи 
Asp303/647 и недалеко от фосфатной группы субстра-
та, показанной на рис. 2. Однако авторы исследова-
ний [1, 2, 4] не приписывают ей роль реакционного 
агента. Вместо этого предполагается, что оба иона 
металла вовлечены в активацию (другой) каталити-
ческой молекулы воды, из которой образуется нукле-
офильный гидроксил-анион OH–. По нашим расчет-
ным данным, сценарий химических преобразований 
должен быть иным.      

На рис. 3 показано расположение частиц в актив-
ном центре. Реакционная молекула воды (рис. 2, 3) 
ориентирована одним ионом металла (Mg2), боковой 
цепью Glu359/703 и другими молекулами воды (не 
показанными на рисунках), образующими сетку во-
дородных связей. 

Конфигурация O(Wat)–P–O–N(Asn239/584) до-
статочно характерна для реакций гидролиза нуклео-
зидфосфатов [8, 9]. Можно ожидать, что качествен-
но механизм реакции раскрытия цикла будет похож 
на механизм гидролиза ц-ГМФ и ц-ди-ГМФ в вод-
ном растворе [10, 11]. При приближении молекулы 
воды к фосфатному центру будет образовываться 
интермедиат с пентакоординированным фосфором 
с передачей протона от воды на акцептор по сетке 
водородных связей. Последующее перераспределе-
ние протонов по цепи обеспечит разрыв связи P–O 
и формирование продуктов реакции гидролиза. Сле-
дует отметить, что расстояние O(Wat)–P в белковой 
матрице (2.89 Å) заметно меньше, чем в кластере 
молекул воды [10] (3,20 Å), что должно коррелиро-
вать с каталитическим эффектом фермента по отно-
шению к водному раствору.

  Таким образом, по результатам расчетов мето-
дом КМ/ММ построена модель фермент-субстратно-
го комплекса EAL-домена фосфодиэстеразы с ц-ди-
ГМФ, хорошо согласующаяся с кристаллическими 
структурами фосфодиэстераз белков BlrP1 [1] и  
Tbd1265 [2] с высокой ферментативной активностью. 
Анализ расположения молекулярных групп в равно-
весной геометрической конфигурации модельной 
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Рис. 2. Структура активного центра EAL-домена с ц-ди-ГМФ. Расстояния приведены в Å; верхнее 
значение относится к расчетным результатам, нижние значения – к экспериментальным данным. Ука-
зана нумерация аминокислотных остатков в структурах PDBid:3GG0 (до косой черты) и PDBid:3N3T 
(после косой черты); таким же способом на рисунке приведены расстояния в кристаллографических 

структурах

Рис. 3. Расположение молекулярных групп в активном центре фермент-субстратного ком-
плекса EAL-домена с ц-ди-ГМФ.  Расстояния приведены в Å  
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системы подсказывает перспективный механизм ре-
акции гидролиза.

При написании данной статьи использованы ра-
боты, поддержанные РФФИ (проект 13-03-00210-а). 
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