Исследование механизма ферментативной реакции гидролиза глутамина в активном центре глутаминазы C
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[bookmark: _Hlk222829818]Глутаминаза С (GAC) – фермент, ответственный за гидролиз глутамина до глутаминовой кислоты. Высокая зависимость раковых клеток от глутаминовой кислоты делает GAC перспективной мишенью для разработки противоопухолевых препаратов. Несмотря на биологическую значимость фермента, механизмы катализа остаются неясны. Активный центр GAC включает каталитический мотив Ser286-X-X-Lys289, а также остатки Tyr466 и Lys481, которые участвуют в миграции протонов и стабилизации переходных состояний, при этом реакция осуществляется только в филаментах GAC, образующихся при добавлении глутамина и анионов фосфата. Ранее из структуры низкого разрешения филаментной GAC [1], полученной методом криоэлектронной микроскопии, была построена полноатомная модель фермент-субстратного комплекса [2]. Также было определено, что протонная вакансия расположена на боковой цепи Lys481, но может легко мигрировать между другими боковыми цепями остатков в активном центре [2].
[bookmark: _Hlk222830395][bookmark: _GoBack]Используя в качестве стартовой точки данную модель, был проведён расчёт профиля первой стадии реакции – ацилирования глутамина методом молекулярной динамики (МД) с комбинированными потенциалами квантовой механики/молекулярной механики (КМ/ММ), используя метод зонтичной выборки и термодинамического интегрирования. В качестве координаты реакции выбрали сумму расстояний d[OG(Ser286)-CD(Gln)] + d[OH(Tyr466)-HH(Tyr466)]. Гармонические потенциалы центрировали каждые 0.1−0.2 Å, силовые постоянные варьировали от 30 до 150 ккал/моль/Å2. На полученном профиле свободном энергии активационный барьер оказался равен 22 ккал/моль, а продукт ацилирования – тетраэдрический интермедиат – на 15 ккал/моль выше реагентов по энергии, что кажется не реалистичным. 
[bookmark: _Hlk222830889][bookmark: _Hlk222830900]Так как результат метода зонтичной выборки оказался неудовлетворительным, для анализа реакции применили метод SMwST (String Method with Swarms of Trajectories) [3]. В качестве координат реакции были выбраны все значимые расстояния в активном центре: d[OG(Ser286)-CD(Gln)], d[OG(Ser286)-HH(Tyr466)], d[HH(Tyr466)-OH(Tyr466)], d[HH(Tyr486)-NE2(Gln)]. Начальные 22 узла струны были выбраны из МД-траекторий, полученных методом зонтичной выборки. Оптимизация струны проводилась в течение 10 итераций, каждая из которых включала 200 шагов МД с ограничениями и последующий расчёт 5 шагов МД в 5 репликах для определения среднего дрифта системы.
Применив этот метод, мы обнаружили другой реакционный путь: вместо ацилирования субстрата, депротонированный Ser286 оказался склонен ацилировать основную цепь Gln285, а после оставался способен реагировать с субстратом. При включении в анализ коллективных переменных, соответствующих этой реакции, нам удалось получить реакционный путь и оптимизировать его в рамках метода SMwST.
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