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Повышенный интерес к исследованиям аспар-
тоацилазы человека hAsp – фермента, ответствен-
ного за гидролиз N-ацетил-аспартата (NAA), важ-
нейшего индикатора нейрональной дисфункции и 
гибели нейронов, объясняется тем, что при забо-
леваниях головного мозга различной природы (бо-
лезнь Канаван, болезнь Альцгеймера, рассеянный 
склероз, шизофрения) фиксируется нарушение 
концентрационного уровня NAA в тканях мозга 
[1]. Одной из возможных причин дисфункции hAsp 
у пациентов может быть наличие полиморфных 
модификаций фермента с одной или несколькими 
точечными мутациями в белковой макромолекуле. 
Выяснение молекулярного механизма действия 
фермента позволит предложить рациональную 
стратегию коррекции ферментативной активности 
hAsp на основе принципов персонифицированной 
медицины. 

Химическая реакция гидролиза NAA, состоя-
щая из последовательности элементарных стадий 
превращений субстрата и интермедиатов и закан-
чивающаяся образованием пары аспарагиновой и 
уксусной кислот [2], происходит в активном цен-
тре фермента, расположенном внутри белковой 
глобулы.  В данной работе, используя методы ком-
пьютерного моделирования, мы проверяли гипоте-
зу [3] о роли структурных и динамических факто-
ров, определяющих доступ субстрата к активному 
центру фермента, и следовательно, влияющих на 
каталитическую активность. Одна из задач моде-
лирования состояла в  выяснении роли точечной 
мутации K213E, выявленной у пациентов с болез-
нью Канаван [4]. Согласно экспериментальным 
данным, молекула hAsp реализуется в димерной 
форме. На рис. 1 изображена структура димера 

hAsp, химически эквивалентные мономеры кото-
рого обозначены как ASPA и ASPB. 

Полноатомные трехмерные модельные систе-
мы были построены на основе координат тяжелых 
атомов из банка данных белковых структур (PDB). 
Для природного фермента (wt-hAsp) была исполь-
зована структура PDB ID 2O53 [5], а для мутан-
та (K213E hAsp) – структура PDB ID 4MXU [6]. 
В обоих случаях мы добавили в системы атомы 
водорода, поскольку традиционное состояние про-
тонирования полярных аминокислотных остатков 
при нейтральных pH – положительно заряженные 
группы Lys, Arg и отрицательно заряженные груп-
пы Glu, Asp. Димеры белковых молекул были пол-
ностью погружены в водные оболочки так, чтобы 
расстояние от поверхности белка до границы ячей-
ки составляло не менее 15 Å. Для нейтрализации 
общего заряда белка в системы были добавлены 
ионы натрия. 

Для вычисления молекулярно-динамических 
(МД) траекторий модельных систем использовали 
компьютерную программу NAMD2.10 [7] с потен-
циалами силового поля CHARMM36 [8]. Расчеты 
проводили в каноническом ансамбле NPT с темпе-
ратурой 300 К и давлением 1 атм, шаг интегриро-
вания 1 фс. Анализ продуктивных траекторий дли-
ной не менее 40 нс проводили после необходимых 
процедур уравновешивания систем. 

Как показано на рис. 1, в каждом мономере и 
природного фермента, и мутанта можно выделить 
активный центр, включающий катион цинка, его 
координационную сферу, His21, Glu24, His116, 
молекулу воды и каталитически активный оста-
ток Glu178 [2]. С поверхности белка к активному 
центру ведет транспортный канал, вход в который 
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контролируется аминокислотными остатками, 
расположенными на пептидных петлях 62–74 и 
282–294 (указаны начальные и конечные номера 
остатков). Наиболее важные пары молекулярных 
групп, образующие своеобразные «ворота», со-
ставляют Arg71–Glu293 (солевой мостик из двух 
заряженных остатков) и Tyr64–Lys291. 

Анализ молекулярно-динамических траекторий 
выявил важную особенность системы – динамиче-
ские свойства мономеров в димере hAsp различ-
ны. В процессе динамики нарушается симметрия 
системы, и преобладают конформации, в которых 
у одного из мономеров (ASPB) «ворота» в актив-
ный центр преимущественно закрыты (т.е. петли 
62–74 и 282–294 достаточно близки за счет корот-
ких расстояний между аминокислотными остатка-
ми в парах Arg71–Glu293 и Tyr64–Lys291), а у дру-
гого мономера (ASPA) возможны конформации и с 
закрытыми, и с открытыми «воротами». Рис. 2 на-
глядно иллюстрирует эту особенность, показывая 
распределение расстояний между центрами масс 
тяжелых атомов основной цепи петель 62–74 и 
282–294 для обоих мономеров wt-hAsp. Для моно-
мера ASPB характерны конформации с близко рас-
положенными петлями (закрытыми «воротами»), 
тогда как для мономера ASPA средние расстояния 
между петлями заметно больше. Эти результаты 
получены при расчетах серии МД-траекторий об-
щей протяженностью 500 нс. Таким образом, экви-

валентность мономеров в кристаллической струк-
туре димера [5] нарушается в процессе динамики 
димерного комплекса в водной среде. Проявления 
асимметрии в олигомерах белковых молекул, со-
стоящих из химически идентичных мономеров, 
описаны в литературе [9], но в данном случае мы 
отмечаем значение именно динамического факто-
ра, ответственного за нарушение симметрии. 

Другая важная особенность модельных систем 
состоит в возможности сдвигать равновесие меж-
ду конформациями лабильного мономера ASPA 
за счет аллостерических эффектов. Ранее было 
показано [10], что заселенность аллостерических 
сайтов связывания N-ацетил-аспартата на поверх-
ности обоих мономеров способствует сдвигу рав-
новесия в пользу конформаций с открытыми «во-
ротами» и способствует увеличению скорости ре-
акции гидролиза, а заселенность ингибирующего 
сайта связывания, расположенного на интерфейсе 
между мономерами димера, способствует сдвигу 
равновесия в пользу конформаций с закрытыми 
«воротами» и тем самым способствует уменьше-
нию скорости реакции гидролиза. 

В настоящей работе мы провели сопоставление 
динамических свойств димера природного белка 
(wt hAsp) и мутанта (K213E hAsp). Эксперимен-
тальные исследования [4, 6] полиморфного вари-
анта K213E аспартоацилазы были инициированы 
клиническими результатами [4], свидетельству-

Рис. 1. Молекулярная модель димера hAsp, состоящего из мономеров ASPA и ASPB. Для каждого из 
мономеров показана область активного центра. «Ворота» в транспортный канал, контролирующие до-

ступ субстрата в активный центр, показаны на врезке, обведенной пунктирной линией
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Рис. 3. Динамика петель, контролирующих вход в активный центр, для: 1 – природного фермента (wt-hAsp), 
2 – мутанта (K213E hAsp). Данные по RMSD для мономеров: А – ASPA, Б –ASPB 

Рис. 2. Распределение расстояний между центрами масс тяжелых атомов петель 62–74 и 
282–294 для мономера ASPB (черный цвет) и ASPA (серый цвет) для wt-hAsp вдоль моле-

кулярно-динамических траекторий

ющими о присутствии двойной мутации K213E/
G274R у пациентов с болезнью Канавана. В ре-
зультатом исследований in vitro было сделано не-
ожиданное заключение: единичная замена K213E 
не сказывается на каталитической активности 
hAsp [4]. Дискуссия о влиянии точечных мутаций 
на функционирование аспартоацилазы проходит 
достаточно активно [4–6].  

Анализ структурных особенностей димеров 
природного (wt-hAsp) и мутированного (K213E 
hAsp) ферментов показывает, что замена K213E 
не должна влиять на химические преобразования 
в активном центре, поскольку позиция 213 рас-

положена достаточно далеко от молекулярных 
групп, вовлеченных в процесс разрыва и образо-
вания химических связей при реакции гидролиза 
субстрата [2]. Напротив, динамические свойства 
фермента, ответственные за доступ субстрата в 
активный центр, могут быть модифицированы 
при замене положительно заряженного остатка 
Lys в позиции 213 на отрицательно заряженный 
остаток Glu.

На рис. 3 сопоставлены результаты расчетов 
МД-траекторий для природного фермента и му-
танта, где в качестве начальных условий исполь-
зовали координаты соответствующих кристалли-
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ческих структур PDB ID 2O53 [5] и PDB ID 4MXU 
[6].  Данные по среднеквадратичным отклонениям 
(RMSD) для ключевых аминокислотных остатков 
Arg71, Glu293, Tyr64 и Lys291 показывают, что в 
мономере ASPB (рис. 3, Б) «ворота», контролиру-
ющие доступ субстрата в активный центр, закры-
ты, как и в кристалле. В мономере ASPA (рис. 3, 
А) по мере удаления от структуры кристалла рас-
стояние между петлями увеличивается, раскрывая 
«ворота» в активный центр. 

В результате проведенной работы можно сде-
лать важное заключение: замена K213E практиче-
ски не влияет на динамику пептидных цепей ди-
мерной молекулы hAsp, определяющих каталити-
ческую активность фермента, что полностью со-
гласуется с экспериментальными результатами [4]. 
Таким образом, модель регуляции каталитической 
активности аспартоацилазы за счет динамического 
сдвига конформаций димера [10] получает допол-
нительную поддержку.  
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