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ВВЕДЕНИЕ

Фосфорорганические соединения (ФОС), 
представляющие собой триэфиры фосфа-
тов, широко используются в качестве пести-
цидов, инсектицидов и антипиренов. ФОС 
могут накапливаться в почве и воде, а также 
оказывать токсичное воздействие на растения, 
животных и человека [1–4]. Фосфотриэсте-
разы – ферменты, катализирующие гидролиз 
фосфорорганических соединений; наиболее 
экспериментально изученной является фос-
фотриэстераза из Pseudomonas diminuta (Pd-PTE). 
Согласно кинетическим данным [5], Pd-PTE 
гидролизует параоксон (kcat = 2230 c-1) и дибу-
тил-4-нитро-фенилфосфат (kcat = 570 c-1) и не 
проявляет каталитической активности с таки-
ми соединениями, как дибутилфенилфосфат 
и трифенилфосфат. Основное различие дан-
ных органофосфатов заключается в разном 

строении уходящих групп: первые два соедине-
ния являются органофосфатами с хорошей ухо-
дящей группой, другие два – с плохой уходящей 
группой. В связи с этим в данной работе было 
проведено сравнение реакции гидролиза двух 
органофосфатов с одинаковыми боковыми за-
местителями, но разными уходящими группа-
ми: с хорошей (дибутил-4-нитрофенилфосфат 
(а)) и плохой (дибутилфенилфосфат (б)) уходя-
щей группой (рис. 1).

По данным рентгеноструктурного анализа 
[6], в активном центре Pd-PTE находятся два 
катиона металла на расстоянии 3.9 Å (рис. 2). 
Нативный фермент содержит катионы цинка. 
Мостиковыми лигандами для биядерного ме-
таллического центра являются гидроксид-ани-
он и карбоксилированный остаток Lys169, ато-
мы кислорода которых находятся на расстоянии 
около 2  Å от катионов металлов. Кроме того, 
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Комбинированным методом квантовой механики и молекулярной механики определены 
механизмы гидролиза органофосфатов в активном центре фосфотриэстеразы Pseudomonas 
diminuta. Показано, что для субстрата с хорошей уходящей группой реакция проходит через две 
элементарные стадии с низкими энергетическими барьерами, при этом наблюдается выигрыш 
в энергии. В случае плохой уходящей группы возможно только образование нестабильного 
интермедиата реакции, однако полного гидролиза не происходит. Сравнение полученных ме-
ханизмов реакции объясняет экспериментальные кинетические данные, согласно которым 
фермент гидролизует только субстраты с хорошими уходящими группами.
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катион цинка Znα
2+ координирован в активном 

центре двумя аминокислотными остатками 
гистидина (His55, His57) и аспартатом (Asp301). 
Второй катион цинка Znβ

2+ также коорди-
нирован двумя остатками гистидина (His201, 
His230). Оставшееся свободное место в его 
координационной сфере занимает субстрат.

Точный механизм гидролиза фосфорорга-
нических соединений в активном центре Pd-
PTE не установлен. Известно, что гидролиз 
органофосфатов в активном центре фосфотри-
эстеразы Pd-PTE протекает по двухстадийно-
му механизму. В ходе первой стадии происхо-
дит нуклеофильная атака гидроксид-анионом 
атома фосфора с образованием интермедиата 
с пентакоординированным фосфором [7–18] 
(рис. 3). Основные различия относятся к опи-
санию второй стадии реакции, в ходе кото-
рой происходит разрыв связи между атомами 

Рис. 1. Структуры субстратов: дибутил-4-нитрофе-
нилфосфат (а) с хорошей уходящей группой и дибу-
тилфенилфосфат (б) с плохой уходящей группой.

Рис. 2. Слева: Структура фосфотриэстеразы из бактерии Pseudomonas diminuta (Pd-PTE) – атомы активного центра 
показаны сферами. Справа: субстрат в активном центре Pd-PTE, пунктирными линиями показаны коорди-
национные связи катионов цинка, штриховой линией – водородная связь каталитического гидроксид аниона 
и аминокислотного остатка Asp301.
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фосфора и кислородом уходящей группы P-OLG 
с образованием комплекса фермент-продукт. 
На данный момент существует несколько рас-
четных работ [8–10, 12, 16–17], в которых об-
суждается механизм гидролиза органофосфа-
тов на примере параоксона в активном центре 
фосфотриэстеразы Pd-PTE. В работах [9, 17] 
утверждается, что образование комплекса 
фермент-продукта сопровождается переносом 
протона с гидроксид-аниона на аспарагино-
вую кислоту Asp301 (рис. 3б), тогда как в других 
работах [8, 10, 12] показано, что протон оста-
ется на атоме кислорода нуклеофильной ча-
стицы и впоследствии образуется протониро-
ванная форма фосфорорганического продукта  
(рис. 3а). Кроме того, в работе [12] была оцене-
на относительная стабильность депротониро-
ванной и протонированной формы продукта. 
Анализ профиля потенциала средней силы по-
казывает, что протонированное состояние про-
дукта гидролиза на 5.5 ккал/моль стабильнее 
депротонированного.

Следует отметить, что среди перечисленных 
работ только в [9] комплекс фермент-продукт 
стабилизирован относительно фермент-суб-
стратного комплекса. В работах [8, 10, 12] 

использовался двухуровневый подход, который 
заключался в получении конфигураций фермен-
та с помощью полуэмпирических методов, та-
ких как AM1, PM3, и дальнейшей корректиров-
ке полученных энергий методом Кона – Шэма 
с функционалом B3LYP. Однако известно, что 
модели AM1 и PM3 плохо работают для фосфор-
содержащих соединений [19, 20], а также для 
металлоферментов [21]. Развитие современных 
вычислительных ресурсов позволяет исполь-
зовать более широкий арсенал методов DFT 
для описания все большего числа систем [22].

В данной работе получены механизмы ре-
акции гидролиза органофосфатов (1) и (2) 
в активном центре фосфотриэстеразы Pd-PTE 
и проведено их сравнение с использованием со-
временных подходов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Модели и методы

Начальные координаты были взяты из кри-
сталлографических данных для димера Pd-PTE 
(PDB ID: 3CAK) [23], полученных с разрешением 
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Рис. 3. Предложенные в литературе механизмы гидролиза ФОС фосфотриэстеразой Pd-PTE. Оба механизма 
предполагают нуклеофильную атаку гидроксид-анионом атома фосфора с образованием пентакоординирован-
ного интермедиата. Дальнейший отрыв уходящей группы сопровождается образованием P-OH-связи (в механиз-
ме (а)) или P-O-связи и переносом протона на аспарагиновую кислоту (механизм (б)).
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1.8 Å. Катионы кобальта были заменены на ка-
тионы цинка в связи с тем, что цинк является 
нативным для фермента Pd-PTE. Атомы водоро-
да были добавлены в белковую структуру с по-
мощью программы Reduce [24] таким образом, 
чтобы протонированные состояния аминокис-
лотных остатков соответствовали нейтральному 
рН. Отдельное внимание уделяли аминокислот-
ным остаткам гистидина, так как в зависимо-
сти от окружения протонирование может про-
исходить по разным атомам азота (Nδ или Nε) 
или по двум сразу. В обоих мономерах фермента 
Pd-PTE все остатки гистидина, кроме His254, 
полагались нейтральными. Кроме того, в соот-
ветствии с данными РСА была проведена моди-
фикация мостикового аминокислотного остатка 
Lys169 на карбоксилированную форму. Данная 
модификация позволяет стабилизировать оба 
катиона Znα

2+ и Znβ
2+ в активном центре фос-

фотриэстеразы. Субстраты дибутил-4-нитрофе-
нилфосфат (1) и дибутилфенилфосфат (2) были 
расположены в активном центре фермента ана-
логично структуре комплекса фермента Pd-PTE 
с параоксоном [6]. Полученные таким образом 
два комплекса фермента с субстратами сольва-
тировали, а для нейтрализации системы были 
добавлены три иона хлора. Подготовка полноа-
томных моделей и анализ структур проводился 
в программном пакете VMD [25].

Для релаксации сольватной оболочки было 
проведено классическое молекулярно-динами-
ческое моделирование (МД) с фиксированны-
ми атомами фермента и субстрата с помощью 
программного пакета NAMD [26]. Длина тра-
ектории составила 1 нс. Затем было проведено 
МД-моделирование без дополнительных огра-
ничений длиной 1 нс для релаксации белкового 
окружения. Для описания фермента использо-
вали силовое поле CHARMM36 [27], для суб-
стратов (1) и (2) и карбоксилированной формы 
Lys169 использовали CGenFF [28], для молеку-
лы воды – TIP3P [29]. Размер системы составил 
68×101×90 Å3.

Далее были получены интермедиаты реакции 
гидролиза органофосфатов (1) и (2) в активном 
центре Pd-PTE. Для релаксации структуры под 
такое состояние была рассчитана молекуляр-
но-динамическая траектория с потенциалами 
комбинированного метода квантовой механи-
ки / молекулярной механики (КМ/ММ-МД) 
продолжительностью 5 пс. Методом кванто-
вой механики описывался активный центр 

фосфотриэстреазы (рис. 2), который включает 
в себя катионы цинка Zn2+, гидроксид-анион 
OH─, боковые цепи аминокислотных остат-
ков His55, His57, карбоксилированного Lys169, 
His201, His230, His254, Asp301, и органофос-
фат. В расчетах квантовой части использо-
вался метод функционала электронной плот-
ности с гибридным функционалом PBE0 [30] 
и дисперсионной поправкой D3 [31] и базисом 
6-31G**. Катионы цинка описывались с помо-
щью псевдопотенциалов LANL2DZ [32]. Для 
описания молекулярно-механической части ис-
пользовалось силовое поле CHARMM36. В слу-
чае комплекса фермента Pd-PTE с субстратом 
дибутил-4-нитрофенилфосфатом (1) кван-
товая часть включала 127 атомов, а с дибу-
тилфенилфосфатом (2) – 125 атомов. Общий 
заряд квантовой подсистемы составлял +2. 
Взаимодействие квантово-химического паке-
та TeraChem [33] и молекулярно-динамической 
программы NAMD [26] обеспечивалось специ-
альным интерфейсом программы NAMD [34].

Все расчеты методом молекулярной дина-
мики были выполнены в каноническом ан-
самбле NPT при p = 1 атм и T = 300 K, которые 
поддерживались с использованием баростата  
Нозе – Гувера  [35] и термостата Ланжевена  [36] 
с шагом интегрирования 1 фс.

Для получения сечения поверхности потен-
циальной энергии (ППЭ) вдоль координаты 
реакции был проведен ряд последовательных 
оптимизаций геометрий с фиксированным 
значением координаты реакции через равные 
промежутки в рамках стационарного метода 
КМ/ММ. В связи с тем, что реакция гидролиза 
органофосфатов в активном центре фосфотри-
эстеразы происходит в две стадии, в качестве 
координат реакции были выбраны расстояния 
между фосфором и кислородом нуклеофила 
(P-ONu) и между фосфором и кислородом уходя-
щей группы (P-OLG) для первой и второй стадии 
соответственно.

Для этого были взяты интермедиаты реак-
ции гидролиза соединений (1) и (2) в активном 
центре Pd-PTE, полученные из КМ/ММ-МД, 
в сольватной оболочке, ограниченной молеку-
лами воды, расположенными на расстоянии 
не более 4 Å от макромолекулы белка и суб-
страта. Оптимизация КМ/ММ была выпол-
нена с использованием программного обе-
спечения Tcl  ChemShell [37] с эффективным 
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оптимизатором DL-FIND [38] и программным 
пакетом квантовой химии TURBOMOLE [39]. 
Квантовая подсистема и методы ее описания 
были выбраны аналогично предыдущему этапу.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

На рис. 4 показаны сечения поверхности 
потенциальной энергии вдоль координаты ре-
акции, полученные методом КМ/ММ для ре-
акции гидролиза двух выбранных субстратов 
в активном центре Pd-PTE. Гидролиз дибу-
тил-4-нитрофенилфосфата (1) – органофос-
фата с хорошей уходящей группой – протекает 
с невысокими барьерами. Барьер образования 
интермедиата составляет 5.2 ккал/моль, а пере-
ход из интермедиата в продукт – 1.6 ккал/моль. 
Помимо низких барьеров эффективность про-
текания реакции обеспечивается понижением 
относительной энергии каждого следующего 
интермедиата. Гидролиза дибутилфенилфос-
фата (2) – органофосфата с плохой уходящей 
группой – не происходит, в том числе не уда-
ется локализовать энергетический минимум, 
отвечающий комплексу фермент-продукт: на-
чиная со значения координаты реакции P-OLG, 
равной 3.2 Å, значения относительной энергии 
выходят на плато и составляют 18-19 ккал/моль. 
Таким образом, фосфотриэстераза Pd-PTE про-
являет каталитическую эффективность только 
по отношению к органофосфату с хорошей ухо-
дящей группой. Полученные результаты согла-
суются с кинетическими данными [5], которые 
показывают, что каталитическая активность 

Pd-PTE для гидролиза дибутилфенилфосфата 
снижается в 106 раз по сравнению с гидролизом 
дибутил-4-нитрофенилфосфата.

Установленный механизм протекания реак-
ции гидролиза дибутил-4-нитрофенилфосфата 
приведен на рис. 5. Гидролиз начинается с ну-
клеофильной атаки гидроксид-анионом атома 
фосфора органофосфата, что приводит к обра-
зованию интермедиата с пентакоординирован-
ным фосфором (INT). Затем происходит разрыв 
P-OLG связи, которая сопровождается переносом 
протона с кислорода гидроксид-аниона на оста-
ток аспаргиновой кислоты (Asp301). Данный 
механизм согласуется с работами [9, 17]. Кине-
тическая роль Asp301 согласуется с работой [18], 
в которой сравнение кинетических параметров 
для фермента дикого типа и мутантных форм 
показало, что замена заряженной аспарагино-
вой кислоты на незаряженные аланин или ас-
парагин приводит к падению каталитической 
активности. На основании экспериментальных 
данных и установленного механизма можно 
предположить, что перенос протона на аспара-
гиновую кислоту является важной частью ме-
ханизма реакции гидролиза органофосфатов 
в активном центре фосфотриэстеразы Pd-PTE.

На рис. 6 представлены стационарные точ-
ки для первой стадии гидролиза дибутилфе-
нилфосфата. Структуры фермент-субстратных 
комплексов и интермедиатов для гидролиза 
дибутил-4-нитрофенилфосфата и дибутил-
фенилфосфата схожи. В фермент-субстрат-
ных комплексах расстояние нуклеофильной 
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Рис. 4. Сечения поверхности потенциальной энергии для реакции гидролиза: а – дибутил-4-нитрофенилфосфа-
та (1) и б – дибутилфенилфосфата (2) в активном центре фосфотриэстеразы Pd-PTE. ES – фермент-субстратный 
комплекс, TS1 и TS2 – переходные состояния, INT – интермедиат, EP – комплекс фермент-продукт.
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атаки составляет 2.6 и 2.7  Å соответственно. 
Образование интермедиатов сопровождает-
ся уменьшением расстояния между фосфором 
и кислородом гидроксид-аниона до 1.7 и 1.8 Å, 
а расстояние P-OLG составляет 2.0  Å. Суще-
ственные различия наблюдаются в структурах 
первого переходного состояния: в случае дибу-
тилфенилфосфата нуклеофил подходит на бо-
лее короткое расстояние (1.9 Å), чем в случае 

дибутил-4-нитрофенилфосфата (2.4  Å). Не-
смотря на это, дальнейшего разрыва связи 
P‑OLG в дибутилфенилфосфате не происходит.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе построены профили потенциаль-
ной энергии реакции гидролиза органофосфа-
тов фосфотриэстеразой Pd-PTE. Для субстрата 

Рис. 5. Механизм реакции гидролиза дибутил-4-нитрофенилфосфата в активном центре фосфотриэстеразы 
Pd-PTE. ES – фермент-субстратный комплекс, TS1 и TS2 – переходные состояния, INT – интермедиат, EP – 
комплекс фермент-продукт.

Рис. 6. Первая стадия реакции гидролиза дибутилфенилфосфата в активном центре фосфотриэстеразы Pd-PTE. 
ES – фермент-субстратный комплекс, TS1 – переходное состояние, INT – интермедиат.
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с хорошей уходящей группой реакция проходит 
в две стадии с низкими энергетическими ба-
рьерами, при этом каждый последующий ми-
нимум на поверхности потенциальной энергии 
стабилизирован относительно предыдущего, 
что обеспечивает экспериментально наблюда-
емое эффективное прохождение химической 
реакции. В случае негидролизуемого субстрата 
с плохой уходящей группой профиль потенци-
альной энергии характеризуется дестабилизи-
рованным состоянием, отвечающим интер-
медиату реакции. Вторая стадия реакции не 
происходит: разрыв связи с уходящей группой 
приводит к повышению энергии на 18–19 ккал/
моль относительно фермент-субстратного ком-
плекса (реагентов).

Работа выполнена при поддержке Россий-
ского фонда фундаментальных исследований 
(№ 21-33-70001). Расчеты проведены с исполь-
зованием оборудования Центра коллективного 
пользования сверхвысокопроизводительны-
ми вычислительными ресурсами МГУ имени  
М.В. Ломоносова и Межведомственного супер-
компьютерного центра РАН.
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