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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуалɶностɶ работы  

На сегоднɹɲний денɶ устойɱивостɶ бактерий к противомикробнɵм препаратам 

ɹвлɹетсɹ одной из самɵɯ актуалɶнɵɯ проблем ɱеловеɱества. Устойɱивостɶ к 

противомикробнɵм препаратам ɹвлɹетсɹ приɱиной более 700 тɵсɹɱ смертелɶнɵɯ слуɱаев 

в мире ежегодно и к 2050 году ɱисло смертей может вɵрасти до 10 миллионов. Болɶɲе 

половинɵ враɱебнɵɯ назнаɱений антибиотиков приɯодитсɹ на β-лактамɵ. β-лактамнɵе 

антибиотики встраиваɸтсɹ в активнɵй ɰентр пениɰиллин-свɹзɵваɸɳиɯ белков. Времɹ 

жизни образуɸɳегосɹ устойɱивого комплекса достатоɱно длɹ того, ɱтобɵ прекратитɶ 

рост бактериалɶной стенки. Таким образом, β-лактамɵ препɹтствуɸт образованиɸ 

пептиднɵɯ мостиков и обɴединениɸ пептидогликанов в единуɸ структуру, вследствие 

ɱего бактериɹ погибает. Однако бактерии вɵработали меɯанизмɵ устойɱивости к β-

лактамнɵм антибиотикам.  

К меɯанизмам резистентности к β-лактамнɵм антибиотикам можно отнести ɱетɵре 

следуɸɳиɯ проɰесса: продукɰиɹ ɮерментов β-лактамаз, изменение миɲеней 

β-лактамнɵɯ антибиотиков, изменение работɵ ɷɮɮлɸкснɵɯ насосов и поринов. 

Разлиɱаɸт сериновɵе и металло-β-лактамазами в зависимости от состава активного 

ɰентра. Эти ɮерментɵ расɳеплɹɸт β-лактамное колɶɰо в антибиотике, делаɹ молекулу 

неспособной ингибироватɶ синтез клетоɱной стенки. Модиɮикаɰии пениɰиллин-

свɹзɵваɸɳиɯ белков могут бɵтɶ направленɵ на уɯудɲение свɹзɵваниɹ с антибиотиками 

или, если реакɰиɹ все-таки произоɲла, на ускорение реакɰии деаɰилированиɹ аɰил-

ɮермента, уменɶɲаɹ тем самɵм времɹ его суɳествованиɹ, ɱто приводит к 

восстановлениɸ ɮункɰии пениɰиллин-свɹзɵваɸɳиɯ белков. Эɮɮлɸкснɵе насосɵ 

вɵводɹт антибиотики изнутри клетки, снижаɹ иɯ конɰентраɰиɸ и соответственно 

ɷɮɮективностɶ, а поринɵ отвеɱаɸт за прониɰаемостɶ β-лактамов в клетку. 

Резистентностɶ к антибиотикам – комплексное ɹвление и может комбинироватɶсɹ из всеɯ 

или несколɶкиɯ меɯанизмов резистентности одновременно. Однако наиболɶɲий вклад в 

резистентностɶ к β-лактамнɵм антибиотикам вносɹт продукɰиɹ β-лактамаз и 

модиɮикаɰии пениɰиллин-свɹзɵваɸɳиɯ белков. Даннɵе меɯанизмɵ резистентности 

активно изуɱаɸтсɹ в настоɹɳее времɹ, однако ɷксперименталɶнɵе работɵ в данной 

области не позволɹɸт оɰенитɶ молекулɹрнɵй меɯанизм инактиваɰии β-лактамнɵɯ 

антибиотиков в активнɵɯ ɰентраɯ ɮерментов. В то времɹ как деталɶнаɹ инɮормаɰиɹ о 
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меɯанизмаɯ реакɰии может бɵтɶ полезна длɹ поиска новɵɯ антибактериалɶнɵɯ средств. 

Необɯодимуɸ длɹ ɷтого деталɶнуɸ инɮормаɰиɸ возможно полуɱитɶ методами 

молекулɹрного моделированиɹ и квантовой ɯимии.  

В поиске новɵɯ лекарственнɵɯ препаратов компɶɸтернɵми методами 

задействованɵ такие подɯодɵ как докинг, моделирование и картирование ɮармакоɮоров, 

построение взаимосвɹзи структура-свойство или структура-активностɶ, виртуалɶнɵй 

скрининг на основе последователɶностей и так далее. Болɶɲаɹ ɱастɶ ɷксперименталɶнɵɯ 

даннɵɯ, подɯодɹɳиɯ длɹ сравнителɶного анализа в прогнозаɯ свɹзɵваниɹ in silico, 

генерируетсɹ в ɮармаɰевтиɱеской промɵɲленности и соɯранɹетсɹ конɮиденɰиалɶной, а 

не публикуетсɹ длɹ обɳего исполɶзованиɹ. Инɮормаɰиɹ из академиɱескиɯ истоɱников 

заɱастуɸ ограниɱиваетсɹ прогнозом лекарственного соединениɹ без его проверки на 

практике. Известнɵе слуɱаи поиска лекарственнɵɯ препаратов компɶɸтернɵми 

методами с последуɸɳей проверкой в открɵтом доступе показɵваɸт не вɵсокие 

резулɶтатɵ.  Это отɱасти может бɵтɶ свɹзано с тем, ɱто в болɶɲинстве методов длɹ 

оɰенки свɹзɵваниɹ исполɶзуɸтсɹ оɰеноɱнɵе ɮункɰии, основаннɵе на классиɱескиɯ 

силовɵɯ полɹɯ молекулɹрной меɯаники. Тоɱностɶ прогноза можно увелиɱитɶ с помоɳɶɸ 

проведениɹ квантово-ɯимиɱескиɯ расɱетов. То естɶ перейти от рассмотрениɹ 

молекулɹрной системɵ на уровне атомов до совокупности ɷлектронов и ɹдер. Анализ 

ɷлектронной плотности, полуɱенной из квантово-ɯимиɱескиɯ расɱетов, позволɹет более 

деталɶно оɯарактеризоватɶ исследуемуɸ систему. Однако квантово-ɯимиɱеские расɱетɵ 

оɱенɶ трудоемки. В свɹзи с ɱем исследователи сталкиваɸтсɹ с дилеммой: анализ сотни 

тɵсɹɱ соединений с заɱастуɸ неɷɮɮективнɵми прогнозами или более тоɱнɵе оɰенки 

взаимодействий длɹ неболɶɲого набора молекул.  

Также известно, ɱто болɶɲе половинɵ вɵводимɵɯ на рɵнок лекарственнɵɯ 

средств на 2023 год – ɷто аналоги уже известнɵɯ и исполɶзуемɵɯ лекарств. Такие аналоги 

назɵваɸт «следуɸɳий в классе», иɯ поиск не обɹзателɶно подразумевает анализ сотен 

тɵсɹɱ соединений. Длɹ поиска «следуɸɳиɯ в классе» исполɶзуетсɹ неболɶɲой набор 

молекул, в свɹзи с ɱем возможно применение подɯода, основанного на анализе 

ɷлектронной плотности, полуɱенной из квантово-ɯимиɱескиɯ расɱетов. В данном 

подɯоде строитсɹ уравнение, свɹзɵваɸɳее макросвойства системɵ, взɹтɵе из 

ɷксперимента, и микросвойства системɵ, описɵваɸɳие особенности распределениɹ 

ɷлектронной плотности.  



5 
 

В данной работе рассматриваɸтсɹ два меɯанизма устойɱивости к β-лактамнɵм 

антибиотикам: гидролиз β-лактамнɵɯ антибиотиков металло-β-лактамазами и поɹвление 

аминокислотнɵɯ замен в пениɰиллин-свɹзɵваɸɳем белке 2 (PBP2) из Neisseria 

Gonorrhoeae, которɵе уɯудɲаɸт иɯ ингибирование антибиотиком ɰеɮтриаксоном. Также 

в работе обсуждаетсɹ поиск новɵɯ антибактериалɶнɵɯ препаратов, основаннɵй на 

анализе ɷлектронной плотности активного ɰентра ɮермента. 

Степенɶ разработанности проблемы 

Меɯанизмɵ инактиваɰии β-лактамнɵɯ антибиотиков активно изуɱаɸтсɹ 

структурнɵми, кинетиɱескими и спектралɶнɵми методами, однако иɯ детализаɰиɹ 

недостатоɱна длɹ определениɹ последователɶности всеɯ ɷлементарнɵɯ стадий и иɯ 

ɷнергетиɱескиɯ ɯарактеристик. Среди вопросов, требуɸɳиɯ дополнителɶнɵɯ 

исследований методами молекулɹрного моделированиɹ можно вɵделитɶ следуɸɳие. Длɹ 

реакɰии гидролиза карбапенемов сɱитаетсɹ, ɱто состав продуктов зависит от конкретной 

структурɵ карбапенема и типа металло-β-лактамазɵ. При ɷтом состав продуктов, 

определеннɵй методами ЯМР и РСА, длɹ реакɰии инактиваɰии имипенема металло-β-

лактамазами L1 и NDM-1 разлиɱаетсɹ. Известно, ɱто рост резистентности в рɹду PBP2 из 

Neisseria Gonorrhoeae свɹзан с поɹвлением определеннɵɯ аминокислотнɵɯ замен, но нет 

даннɵɯ, указɵваɸɳиɯ как именно ɷти мутаɰии влиɹɸт на меɯанизм реакɰии в активном 

ɰентре ɮермента. В литературе представленɵ единиɱнɵе работɵ по поиску новɵɯ 

антибактериалɶнɵɯ средств на основе квантово-ɯимиɱеского анализа ɷлектронной 

плотности активнɵɯ ɰентров ɮерментов.  

Цели и задачи 

Целɶɸ работɵ ɹвлɹетсɹ определение молекулɹрнɵɯ меɯанизмов инактиваɰии 

βဩлактамнɵɯ антибиотиков в активнɵɯ ɰентраɯ пениɰиллин-свɹзɵваɸɳиɯ белков и 

металло-β-лактамаз и поиск новɵɯ антибактериалɶнɵɯ препаратов методами квантовой 

ɯимии и молекулɹрного моделированиɹ. 

Длɹ достижениɹ поставленной ɰели бɵли реɲенɵ следуɸɳие задаɱи: 

1. Расɱет проɮилɹ ɷнергии Гиббса реакɰии гидролиза нитроɰеɮина металло-β-

лактамазой L1 методом молекулɹрной динамики с потенɰиалами квантовой 

меɯаники/молекулɹрной меɯаники с описанием квантовой подсистемɵ разлиɱнɵми 

гибриднɵми ɮункɰионалами теории ɮункɰионала ɷлектронной плотности. 
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2. Сравнение меɯанизмов реакɰии гидролиза антибиотика имипенема металло-β-

лактамазами L1 и NDM-1. 

3. Определение влиɹниɹ аминокислотнɵɯ замен на меɯанизм реакɰии ингибированиɹ 

ɰеɮтриаксоном пениɰиллин-свɹзɵваɸɳиɯ белков 2 из разнɵɯ ɲтаммов Neisseria 

Gonorrhoeae.  

4. Определение взаимосвɹзи между ɷлектронно-плотностнɵми ɯарактеристиками 

активного ɰентра и скоростɶɸ реакɰии гидролиза ɰеɮалоспориновɵɯ антибиотиков 

металло-β-лактамазой L1. 

5. Определение взаимосвɹзи между ɷлектронно-плотностнɵми ɯарактеристиками 

активного ɰентра и знаɱениɹми IC50 ингибиторов NDM-1 на основе бензо[b]тиоɮен-2-

бороновɵɯ кислот. 

Научнаɹ новизна  

В данной работе методом молекулɹрной динамики с комбинированнɵми 

потенɰиалами квантовой меɯаники/молекулɹрной меɯаники (КМ/ММ) установленɵ 

молекулɹрнɵе меɯанизмɵ антибиотикорезистентности ɮерментов, критиɱески важнɵɯ 

длɹ ɮормированиɹ бактериалɶной стенки. Определенɵ меɯанизмɵ инактиваɰии 

антибиотиков ɮерментами, действие которɵɯ ɹвлɹетсɹ превалируɸɳим меɯанизмом 

бактериалɶной резистентности. Дескрипторɵ ɷлектронной плотности позволили оɰенитɶ 

особенности ɮормированиɹ ɮермент-субстратнɵɯ комплексов и вɵделитɶ ɮакторɵ, 

влиɹɸɳие на ɷɮɮективностɶ рассмотреннɵɯ лекарственнɵɯ препаратов. Уравнениɹ, 

свɹзɵваɸɳие ɷксперименталɶнɵе макросвойства системɵ и микросвойства системɵ из 

расɱета можно исполɶзоватɶ длɹ поиска новɵɯ антибактериалɶнɵɯ препаратов. 

Теоретическаɹ и практическаɹ значимостɶ работы    

В работе установленɵ меɯанизмɵ инактиваɰии карбапенемов металло-β-

лактамазами L1 и NDM-1 и молекулɹрнɵе меɯанизмɵ, свɹзаннɵе с ростом 

резистентности в рɹду PBP2 из Neisseria Gonorrhoeae, теоретиɱеские знаниɹ о которɵɯ 

ранее не бɵли представленɵ. Предложенɵ уравнениɹ, определɹɸɳие взаимосвɹзɶ 

рассɱитɵваемɵɯ микроскопиɱескиɯ параметров и ɷксперименталɶно наблɸдаемɵɯ 

свойств системɵ, длɹ прогнозированиɹ новɵɯ соединений: медленно гидролизуɸɳиɯсɹ 

β-лактамнɵɯ антибиотиков и более ɷɮɮективнɵɯ ингибиторов класса органиɱескиɯ 

бороновɵɯ кислот металло-β-лактамазɵ NDM-1. Полуɱеннɵе уравнениɹ можно 

исполɶзоватɶ длɹ поиска новɵɯ антибактериалɶнɵɯ препаратов. 
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Методологиɹ и методы исследованиɹ 

Работа вɵполнена с исполɶзованием методов молекулɹрного моделированиɹ, 

вклɸɱаɹ метод молекулɹрной динамики, метод направленной молекулɹрной динамики, 

гибриднɵй метод КМ/ММ. Энергиɱеские проɮили ɯимиɱескиɯ реакɰий описɵвалисɶ 

методом КМ/ММ с описанием квантово-меɯаниɱеской подсистемɵ методом 

ɮункɰионала ɷлектронной плотности. Длɹ построениɹ проɮилей ɷнергии Гиббса 

исполɶзовалсɹ метод зонтиɱной вɵборки, длɹ конɮормаɰионного анализа – 

динамиɱеский сетевой анализ. Анализ ɷлектронной плотности проводилсɹ в рамкаɯ 

квантово-топологиɱеской теории атомов в молекулаɯ.  

Положениɹ, выносимые на защиту: 

1. При сравнении гибриднɵɯ ɮункɰионалов с разлиɱнɵми долɹми тоɱного обмена 

Хартри-Фока длɹ описаниɹ меɯанизма реакɰии гидролиза субстрата нитроɰеɮина 

металло-β-лактамазой L1 методом молекулɹрной динамики с потенɰиалами КМ/ММ 

показано, ɱто толɶко ɮункɰионал PBE0-D3 правилɶно определɹет лимитируɸɳуɸ 

стадиɸ и описɵвает накопление интермедиата реакɰии.  

2. Петлɹ L10 в металло-β-лактамазаɯ NDM-1 и L1 определɹет жесткостɶ активного 

ɰентра, как следствие, ɷɮɮективностɶ нуклеоɮилɶной атаки и состав продуктов 

ɮерментативной реакɰии: в L1 единственнɵй продукт реакɰии енамин, в NDM-1 

основной продукт реакɰии енамин, но ввиду более гибкого активного ɰентра возможно 

образование (S)-имина. Длɹ обеиɯ систем (R)-имин образуетсɹ после вɵɯода продуктов 

в раствор в резулɶтате таутомеризаɰии.  

3. Аминокислотнаɹ замена Gly545Ser в PBP2 мутантнɵɯ ɲтаммов изменɹет положение 

ɰеɮтриаксона в активном ɰентре, в свɹзи с ɱем наблɸдаемое уменɶɲение 

ɷɮɮективного каталитиɱеского параметра k2/KS определɹетсɹ не толɶко увелиɱением 

константɵ диссоɰиаɰии KS, но и уменɶɲением константɵ скорости аɰилированиɹ k2. 

4. Взаимосвɹзɶ между параметрами ɷлектронной плотности водородной свɹзи NS…H в 

структуре переɯодного состоɹниɹ лимитируɸɳей стадии реакɰии гидролиза субстрата 

нитроɰеɮина металло-β-лактамазой L1 и наблɸдаемɵм макроскопиɱеским 

параметром kcat можно исполɶзоватɶ длɹ прогнозированиɹ скорости реакɰии гидролиза 

новɵɯ соединений ɰеɮалоспоринового рɹда.  

5. Реакɰиɹ нуклеоɮилɶной атаки ингибиторов на основе бензо[b]тиоɮен-2-бороновɵɯ 

кислот каталитиɱеским гидроксид анионом происɯодит безбарɶерно в резулɶтате 
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свɹзɵваниɹ в активном ɰентре ɮермента, однако IC50, согласно установленной 

взаимосвɹзи, обладаɸт велиɱинами не ниже 30 мкМ.  

Степенɶ достоверности и апробациɹ резулɶтатов 

Достоверностɶ резулɶтатов диссертаɰионной работɵ подтверждаетсɹ 

современнɵми методами исследованиɹ, которɵе соответствуɸт ɰели работɵ и 

поставленнɵм задаɱам. Сɮормулированнɵе в тексте работɵ положениɹ, вɵводɵ и 

практиɱеские рекомендаɰии основанɵ на расɱетаɯ с исполɶзованием современнɵɯ 

методов описаниɹ ɷлектронной структурɵ и молекулɹрного моделированиɹ, резулɶтатɵ 

продемонстрированɵ в приведеннɵɯ таблиɰаɯ и рисункаɯ. 

Материалɵ работɵ бɵли представленɵ на семинараɯ лаборатории квантовой 

ɯимии и молекулɹрного моделированиɹ ɯимиɱеского ɮакулɶтета МГУ и следуɸɳиɯ 

конɮеренɰиɹɯ: международнаɹ конɮеренɰиɹ «Математика. Компɶɸтер. Образование», 

2018-2023 гг.; ежегоднаɹ молодежнаɹ конɮеренɰиɹ с международнɵм уɱастием ИБХФ 

РАН-ВУЗЫ «Биоɯимиɱескаɹ ɮизика», Москва, 2018, 2022 гг.; ежегоднаɹ отɱетнаɹ 

конɮеренɰиɹ аспирантов ФИЦ Биотеɯнологии РАН, Москва, 2020-2023 гг.; симпозиум 

«Биоинɮорматика и компɶɸтерное конструирование лекарств» Москва, 2021 г.; зимнɹɹ 

молодɺжнаɹ науɱнаɹ ɲкола «Перспективнɵе направлениɹ ɮизико-ɯимиɱеской биологии 

и биотеɯнологии», Москва, 2023, 2024 гг.; ɲкола-конɮеренɰиɹ длɹ молодɵɯ уɱенɵɯ 

«Суперпатогенɵ - новɵй ɰивилизаɰионнɵй вɵзов», Соɱи, 2022 г.; VII Сɴезд биоɮизиков 

России, Краснодар, 2023 г.; саммит разработɱиков лекарственнɵɯ препаратов 

«Сириус.БИОТЕХ», Соɱи, 2023 г.; международнаɹ науɱнаɹ конɮеренɰиɹ «Биокатализ. 

Фундаменталɶнɵе исследованиɹ и применениɹ», Суздалɶ, 2023 г.; I Междисɰиплинарнаɹ 

всероссийскаɹ молодежнаɹ науɱнаɹ ɲкола-конɮеренɰиɹ с международнɵм уɱастием 

«Молекулɹрнɵй дизайн биологиɱески активнɵɯ веɳеств: биоɯимиɱеские и медиɰинские 

аспектɵ», Казанɶ, 2023 г.  

По материалам работɵ опубликовано 6 статей в реɰензируемɵɯ журналаɯ и 

сборникаɯ, индексируемɵɯ в базаɯ даннɵɯ Web of Science и RSCI. 

Структура и объем 

Диссертаɰиɹ изложена на 135 страниɰаɯ маɲинописного текста и вклɸɱает 

введение, литературнɵй обзор, методɵ исследованиɹ, резулɶтатɵ и обсуждение, 

заклɸɱение, вɵводɵ и список литературнɵɯ истоɱников, состоɹɳий из 225 

наименований. Работа содержит 39 рисунков и 4 таблиɰɵ. 
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СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Введение 

Во введении дано обоснование актуалɶности, теоретиɱеской и практиɱеской 

знаɱимости работɵ, сɮормулированɵ ɰели, задаɱи и положениɹ, вɵносимɵе на заɳиту.  

Литературный обзор 

В литературном обзоре представленɵ классиɮикаɰиɹ β-лактамнɵɯ антибиотиков, 

меɯанизм иɯ действиɹ на бактериалɶнɵе стенки бактерий с описанием строениɹ 

бактериалɶнɵɯ стенок. Описанɵ известнɵе меɯанизмɵ резистентности к β-лактамнɵм 

антибиотикам, историɹ поɹвлениɹ резистентности и современное состоɹние. 

Представленɵ классɵ β-лактамаз с современнɵми вариантами меɯанизмов инактиваɰии 

β-лактамнɵɯ антибиотиков и истории поиска ингибиторов β-лактамаз.  

Материалы и методы  

В главе «Материалɵ и методɵ» представлен обзор исполɶзуемɵɯ в работе методов. 

Описанɵ основɵ метода молекулɹрной динамики с классиɱескими и комбинированнɵми 

потенɰиалами КМ/ММ и методɵ анализа молекулɹрнɵɯ траекторий. Представлен обзор 

методов квантовой ɯимии с постановкой задаɱи о подборе подɯодɹɳего гибридного 

ɮункɰионала. Анализ ɷлектронной плотности проводилсɹ в рамкаɯ квантово-

топологиɱеской теории атомов в молекулаɯ. Описанɵ способɵ построениɹ сеɱений 

поверɯности потенɰиалɶной ɷнергии и ɷнергии Гиббса ɷлементарнɵɯ стадий реакɰии. 

Изложенɵ основɵ метода зонтиɱной вɵборки, исполɶзуемого длɹ построениɹ проɮилей 

ɷнергии Гиббса и динамиɱеского сетевого анализа длɹ конɮормаɰионного анализа. Также 

представлена детализаɰиɹ проведеннɵɯ расɱетов. 

 Резулɶтаты и их обсуждение 

 Глава «Резулɶтатɵ и иɯ обсуждение» состоит из пɹти разделов, соответствуɸɳиɯ 

пɹти поставленнɵм задаɱам.  

Вɵбɨɪ ɨɩɬɢɦаɥɶɧɨгɨ ɦɟɬɨда ɪаɫɱɟɬа ɦɟɯаɧɢɡɦа ɪɟаɤɰɢɢ гɢдɪɨɥɢɡа ɧɢɬɪɨɰɟɮɢɧа 

ɦɟɬаɥɥɨ-β-ɥаɤɬаɦаɡɨɣ L1 

В данном разделе произведен вɵбор оптималɶного метода расɱета меɯанизма 

реакɰии гидролиза нитроɰеɮина металло-β-лактамазой L1. Проведенɵ молекулɹрно-

динамиɱеские расɱетɵ ɮермент-субстратнɵɯ комплексов длɹ оɰенки распределений 

геометриɱескиɯ параметров и методом зонтиɱной вɵборки рассɱитанɵ проɮили ɷнергии 

Гиббса ɷлементарнɵɯ стадий, квантовɵе ɱасти описанɵ методом теории ɮункɰионала 
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ɷлектронной плотности с гибриднɵми ɮункɰионалами, отлиɱаɸɳимисɹ вкладом тоɱного 

ɯартри-ɮоковского обмена: B3LYP-D3 (20%), PBE0-D3 (25%) и BHHLYP-D3 (50%).  

В активном ɰентре ɮермент-субстратного комплекса оксианионнɵй ɰентр 

ɮормируетсɹ за сɱет двуɯ координаɰионнɵɯ свɹзей: d(Zn12+…O) полɹризует 

карбонилɶнуɸ группу С=О, а d(Zn22+...N) полɹризует свɹзɶ С-N β-лактамного колɶɰа – в 

резулɶтате происɯодит активаɰиɹ субстрата ɮерментом. Молекулɹрно-динамиɱеские 

расɱетɵ с КМ/ММ потенɰиалами показали, ɱто в слуɱае расɱета BHHLYP-D3 расстоɹниɹ 

между ионами ɰинков и β-лактамнɵм колɶɰом слиɲком велики (рисунок 1) и 

ɯарактеризуɸт структуру как ɱрезмерно рɵɯлуɸ. Длɹ ɮункɰионала BHHLYP-D3 болɶɲе 

половинɵ всеɯ структур имеɸт знаɱениɹ нуклеоɮилɶной атаки в диапазоне 3,0 – 3,6 Ⴒ. 

На такиɯ расстоɹниɹɯ нуклеоɮилɶнаɹ атака не может происɯодитɶ с низкими 

ɷнергетиɱескими барɶерами. Распределениɹ расстоɹний нуклеоɮилɶной атаки длɹ 

B3LYP-D3 и PBE0-D3 смеɳенɵ в диапазон с менɶɲими знаɱениɹми и составлɹɸт 

2,74 ± 0,14 Ⴒ и 2,75 ± 0,17 Ⴒ соответственно. 

 
Рисунок 1. Сɯема активаɰии субстрата ɮерментом в активнɵɯ ɰентраɯ металло-β-лактамаз (А), 
распределение длин координаɰионнɵɯ свɹзей d(Zn12+...O) и d(Zn22+...N) в активном ɰентре 
ɮермент-субстратного комплекса L1 металло-β-лактамазɵ с нитроɰеɮином из КМ/ММ МД 
траекторий, рассɱитаннɵɯ с ɮункɰионалами B3LYP-D3 (Б), PBE0-D3 (В), BHHLYP-D3 (Г) в КМ 
подсистеме. Желтɵм квадратом вɵделена областɶ структур, активированнɵɯ обеими 
координаɰионнɵми свɹзɹми 
 

Проведена оɰенка реакɰионности ɱастиɰ в ɮермент-субстратном комплексе 

ɷлектронно-плотностнɵми дескриптором – лапласианом ɷлектронной плотности. 
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Отриɰателɶнɵй лапласиан ɷлектронной плотности указɵвает на нуклеоɮилɶнуɸ природу 

рассматриваемой области, а положителɶнɵй лапласиан ɷлектронной плотности указɵвает 

на налиɱие ɷлектроɮилɶной области. Все ɮерментɵ, рассмотреннɵе в данной работе, 

относɹтсɹ к классу гидролаз и реакɰии в иɯ активнɵɯ ɰентраɯ наɱинаɸтсɹ с 

нуклеоɮилɶной атаки кислорода на карбонилɶнɵй углерод. Анализируɹ 2D-картɵ 

лапласиана ɷлектронной плотности на атоме углерода на линии нуклеоɮилɶной атаки, 

наблɸдаетсɹ зазор, когда ɱастиɰа ɹвлɹетсɹ реакɰионной. Подобнɵй анализ показал, ɱто 

длɹ PBE0-D3 и B3LYP-D3 долɹ реакɰионнɵɯ структур согласуетсɹ с наблɸдениɹми о 

геометриɱескиɯ ɯарактеристикаɯ оксианионного ɰентра. Длɹ BHHLYP-D3 анализ карт 

лапласиана ɷлектронной плотности показал активаɰиɸ субстрата во всеɯ структураɯ при 

нереалистиɱнɵɯ знаɱениɹɯ расстоɹний в активном ɰентре. Следователɶно, BHHLYP-D3 

не позволɹет дискриминироватɶ активированнɵе и неактивированнɵе состоɹниɹ. 

Рассɱитаннɵе проɮили ɷнергии Гиббса реакɰии гидролиза нитроɰеɮина металло-

β-лактамазой L1 представленɵ на рисунке 2.  

 
Рисунок 2. Энергетиɱеские проɮили ɷлементарнɵɯ стадий реакɰии гидролиза нитроɰеɮина 
металло-β-лактамазой L1, полуɱеннɵе методами PBE0-D3 (зеленɵм), B3LYP-D3 (желтɵм), 
BHHLYP-D3 (синим); ES – ɮермент-субстратнɵй комплекс, I1 – первɵй интермедиат реакɰии, 
I2 – второй интермедиат реакɰии, EP – продукт реакɰии (А-В), сɯема меɯанизма реакɰии (Г)  

 

На первой стадии реакɰии происɯодит нуклеоɮилɶнаɹ атака гидроксид-аниона на 

углерод карбонилɶного ɮрагмента β-лактамного колɶɰа. Втораɹ стадиɹ реакɰии 

заклɸɱаетсɹ в разрɵве β-лактамного колɶɰа и переносе протона с кислорода гидроксид-
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аниона на каталитиɱеский остаток Asp120. На третɶей стадии реакɰии происɯодит 

перенос атома водорода с остатка Asp120 на атом азота β-лактамного колɶɰа ɱерез 

кислород OW с сопутствуɸɳим разрɵвом координаɰионной свɹзи между азотом и 

ɰинком. Согласно ɷксперименталɶнɵм даннɵм, взɹтɵм из литературɵ: 1) на проɮиле 

ɷнергии второй интермедиат должен бɵтɶ либо стабилизирован, либо сопоставим с 

ɮермент-субстратнɵм комплексом; 2) третɶɹ стадиɹ реакɰии ɹвлɹетсɹ лимитируɸɳей 

стадией всей реакɰии – ее рассɱитаннɵй ɷнергетиɱеский барɶер должен бɵтɶ вɵɲе 

осталɶнɵɯ ɷнергетиɱескиɯ барɶеров. Единственнɵм ɮункɰионалом, удовлетворɹɸɳим 

ɷтим двум критериɹм, оказалсɹ PBE0-D3, он вɵбран длɹ далɶнейɲиɯ расɱетов. 

Сɪавɧɟɧɢɟ ɦɟɯаɧɢɡɦɨв ɪɟаɤɰɢɢ гɢдɪɨɥɢɡа аɧɬɢбɢɨɬɢɤа ɢɦɢɩɟɧɟɦа ɦɟɬаɥɥɨ-β-

ɥаɤɬаɦаɡаɦɢ L1 ɢ NDM-1 

В проɰессе гидролиза карбапенемов в активном ɰентре металло-β-лактамаз 

образуетсɹ интермедиат реакɰии с делокализованнɵм ɮрагментом (C2-C3-N)-, далее в 

ɯоде реакɰии происɯодит протонирование ɷтого ɮрагмента. В литературе имеɸтсɹ 

расɯождениɹ относителɶно продукта реакɰии гидролиза антибиотика карбапенемового 

рɹда имипенема металло-β-лактамазами L1 и NDM-1: разнɵе исследователɶские группɵ 

наблɸдаɸт в резулɶтате реакɰии разнɵе ɷнантиомерɵ С2-протонированного имипенема. 

Анализ активного ɰентра ɮермент-субстратнɵɯ комплексов L1 и NDM-1 с 

имипенемом показал, ɱто аминокислотнɵй состав петли L10 влиɹет на гибкостɶ 

активного ɰентра и путɶ реакɰии в NDM-1 и L1. Формирование более жесткого активного 

ɰентра в L1 приводит к более ɷɮɮективной активаɰии имипенема. В более жестком 

активном ɰентре L1 наблɸдаɸтсɹ более узкие распределениɹ расстоɹний нуклеоɮилɶной 

атаки и координаɰионнɵɯ свɹзей, ɮормируɸɳиɯ оксианионнɵй ɰентр (рисунок 3).  

 
Рисунок 3. Распределениɹ межатомнɵɯ расстоɹний в L1 (краснɵй) и NDM-1 (синий): А) 
расстоɹние нуклеоɮилɶной атаки, d(C...Ow), Б) координаɰионнаɹ свɹзɶ между катионом ɰинка и 
атомом кислорода карбонилɶной группɵ субстрата, d(Zn12+...O), В) длина координаɰионной 
свɹзи между катионом ɰинка и атомом азота β-лактамного колɶɰа, d(Zn22+...N) 
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Такаɹ разниɰа в активаɰии субстрата отражаетсɹ в анализе реакɰионности структур 

ɮермент-субстратного комплекса ɷлектронно-плотностнɵми ɯарактеристиками – 

лапласианом ɷлектронной плотности и индексами ɷлектроɮилɶности Фукуи: долɹ 

реакɰионнɵɯ структур в L1 составлɹет 100%, в то времɹ как длɹ NDM-1 – 90%; средние 

знаɱение велиɱинɵ атомнɵɯ индексов ɷлектроɮилɶности Фукуи на карбонилɶном атоме 

углерода имипенема также вɵɲе длɹ L1. Как следствие, более ɷɮɮективнаɹ активаɰиɹ 

субстрата в L1 приводит к более низкому ɷнергетиɱескому барɶеру и болɶɲей 

стабилизаɰии интермедиата первой стадии реакɰии (рисунок 4).  

Показано, ɱто енаминнаɹ ɮорма имипенема образуетсɹ как основной продукт в 

активном ɰентре NDM-1 и как единственнɵй продукт в активном ɰентре L1. В NDM-1 

ввиду строениɹ ɮермента в активнɵй ɰентр попадает вода, ɱто обуславливает 

суɳествование алɶтернативного пути реакɰии, которɵй приводит к образованиɸ 

(S)-имина. Этот проɰесс происɯодит с более вɵсокими ɷнергетиɱескими барɶерами. 

 
Рисунок 4. Энергетиɱеские проɮили реакɰии гидролиза имипенема металло-β-лактамазами: в 
активном ɰентре NDM-1 с образованием N-продукта – синɹɹ линиɹ, в активном ɰентре NDM-1 с 
образованием С-продукта – зеленаɹ линиɹ, в активном ɰентре L1 – оранжеваɹ линиɹ 
 

Однако в ɷксперименте наблɸдалисɶ толɶко иминнɵе ɮормɵ имипенема. 

Следователɶно, после вɵɯода енамина из активного ɰентра ɮермента, происɯодит его 

таутомеризаɰиɹ. Длɹ изуɱениɹ меɯанизма таутомеризаɰии в растворе проведенɵ расɱɺтɵ 
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методом классиɱеской молекулɹрной динамики анионного интермедиата имипенема и 

енамина. Далее по геометриɱеским критериɹм набор структур бɵл разделен на 

конɮормаɰии способствуɸɳие образованиɸ (S)-имина, (R)-имина и открɵтуɸ 

конɮормаɰиɸ, в которой возможно образование и той, и другой ɮормɵ. Критериɹми 

распознаваниɹ конɮормаɰий и отнесениɹ иɯ к одному из треɯ типов служили торсионнɵй 

угол, показɵваɸɳий положение заместителɹ при атоме С2 имипенема относителɶно 

плоскости пирролинового колɶɰа, - C4C2SC10, и расстоɹние между атомом, принимаɸɳим 

протон, C2, и конɰевɵми атомами заместителɹ – N2, С11, N3 (рисунок 5 А, В). Анализ 

траекторий длɹ енамина показал, ɱто 62% конɮормаɰий ɹвлɹɸтсɹ предпоɱтителɶнɵми 

длɹ таутомеризаɰии в (R)-имин, 28% в (S)-имин и 10% соответствуɸт открɵтɵм 

конɮормаɰиɹм, из которɵɯ возможна таутомеризаɰиɹ в оба ɷнантиомера (рисунок 5 Б).  

 
Рисунок 5. Енамин в конɮормаɰии, предпоɱтителɶной длɹ таутомеризаɰии в (S)-имин (А) и в (R)-
имин (В). Пунктирнɵми ɱернɵми линиɹми показанɵ геометриɱеские критерии длɹ разделениɹ 
конɮормаɰий. Б) Распределение вероɹтности структур предпоɱтителɶнɵɯ длɹ протонированиɹ в 
S положение (зеленɵм), R положение (бирɸзовɵм), оба положениɹ (желтɵм) 
 

Аналогиɱнɵй анализ длɹ динамики интермедиата (C2-C3-N)- показал, ɱто 86% 

конɮормаɰий ɹвлɹɸтсɹ предпоɱтителɶнɵми длɹ таутомеризаɰии в (R)-имин, 9% в (S)-

имин и 5% соответствуɸт открɵтɵм конɮормаɰиɹм. Однако в данном слуɱае продукт 

реакɰии определɹетсɹ во многом локализаɰией отриɰателɶного зарɹда во ɮрагменте (C2-

C3-N)-: в структуре енаминной ɮормɵ протонирование на N и иминной ɮормɵ на атом 

C2. Длɹ определениɹ изомерной ɮормɵ в растворе бɵло проведено моделирование 

молекулɹрной динамики с КМ/ММ потенɰиалами, затем длɹ 50 кадров из траектории 

рассɱитɵвалисɶ порɹдки свɹзи по Лапласиану. Бɵло показано, ɱто длɹ структур R- и 

S-пути наблɸдаетсɹ исклɸɱителɶно иминнаɹ ɮорма. Длɹ открɵтɵɯ конɮормаɰий 

ɯарактернɵ обе резонанснɵе ɮормɵ.  

Таким образом, в ɮерментативной реакɰии в активном ɰентре металло-β-лактамаз 

L1 и NDM-1 преимуɳественно происɯодит образование продукта гидролиза имипенема, 
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протонированного по атому азота. Таутомеризаɰиɹ в (R)-имин происɯодит уже после 

вɵɯода продукта в раствор. Даннɵе расɱɺтов согласуɸтсɹ с резулɶтатами литературнɵɯ 

ɷксперименталɶнɵɯ исследований по УФ-видимой и ЯМР спектроскопии с временнɵм 

разреɲением, имеɸɳиɯсɹ в литературе. 

Сɪавɧɟɧɢɟ ɦɟɯаɧɢɡɦɨв ɢɧгɢбɢɪɨваɧɢɹ аɧɬɢбɢɨɬɢɤɨɦ ɰɟɮɬɪɢаɤɫɨɧɨɦ ɪɹда PBP2 ɢɡ 

Neisseria Gonorrhoeae  

PBP2 из Neisseria Gonorrhoeae ɹвлɹɸтсɹ критиɱески важнɵми ɮерментами в 

ɮормировании клетоɱной стенки бактерий. Известнɵ слуɱаи резистентности PBP2 к 

антибиотику ɰеɮтриаксону, которɵй ɹвлɹетсɹ последней линией заɳитɵ от гонореи. 

Штамм дикого типа ɷтой бактерии FA19 ɯороɲо поддаетсɹ терапии, а мутантнɵе ɲтаммɵ 

35/02 и H041 проɹвлɹɸт устойɱивостɶ к действиɸ антибиотиков. Из литературнɵɯ 

ɷксперименталɶнɵɯ даннɵɯ известен ɷɮɮективнɵй каталитиɱеский параметр k2/KS, 

которɵй демонстрирует, ɱто ɷɮɮективностɶ ингибированиɹ падает в 150 раз и 2300 раз 

длɹ PBP235/02 и PBP2H041 по сравнениɸ с PBP2FA19 соответственно. Рост резистентности 

свɹзɵваɸт со снижением сродства PBP2 к ɰеɮтриаксону за сɱет ограниɱениɹ 

подвижности петли β3-β4, в то времɹ как даннɵе по мутагенезу показɵваɸт, ɱто за 

резистентностɶ в болɶɲей степени ответственнɵ мутаɰии, болɶɲаɹ ɱастɶ которɵɯ 

располагаɸтсɹ вблизи активного ɰентра, а не петли β3-β4: Ile312Met, Val316Thr и 

Gly545Ser в 35/02; Ala311Val, Val316Pro, Thr483Ser в Н041.  

Анализ активного ɰентра PBP2 показал, ɱто положение субстрата в PBP2 из 

мутантнɵɯ ɲтаммов суɳественно отлиɱаетсɹ от такового в FA19, ɱто свɹзано 

преимуɳественно с мутаɰией Gly545Ser. В FA19 субстрат наɯодитсɹ глубоко в 

каталитиɱеском кармане, в мутантнɵɯ ɲтаммаɯ субстрат не заɯодит так глубоко в 

каталитиɱеский карман, так как Ser545 свɹзɵваетсɹ с консервативной карбоксилɶной 

группой ɰеɮтриаксона (рисунок 6 А). В рамкаɯ анализа ɮермент-субстратного комплекса 

PBP2 с ɰеɮтриаксоном бɵли рассɱитанɵ молекулɹрно-динамиɱеские траектории с 

КМ/ММ потенɰиалами. Распределение знаɱений расстоɹниɹ нуклеоɮилɶной атаки длɹ 

комплекса с белком дикого типа знаɱителɶно короɱе (рисунок 6 В). В исследуемɵɯ 

ɮермент-субстратнɵɯ комплексаɯ оксианионнɵй ɰентр ɮормируетсɹ за сɱет образованиɹ 

водороднɵɯ свɹзей между карбонилɶнɵм кислородом антибиотика и атомами водорода 

NH групп основнɵɯ ɰепей Ser310 и Thr500 (рисунок 6 Б). Распределение длин 

водородной свɹзи между NH группой основной ɰепи Thr500, d(O…HT), и карбонилɶнɵм 
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кислородом остаетсɹ практиɱески одинаковɵм длɹ всеɯ рассматриваемɵɯ систем. 

Распределение длин водородной свɹзи между NH группой основной ɰепи Ser310, 

d(O…HS), и карбонилɶнɵм кислородом смеɳаетсɹ в сторону болɶɲиɯ знаɱений с ростом 

резистентности  (рисунок 6 Г).   

 
Рисунок 6. А) Наложение структур, свɹзаннɵɯ с ɰеɮтриаксоном активнɵɯ ɰентров PBP2FA19 
(синим) и PBP2H041 (краснɵм). Вɵравнивание по атомам азота и углерода основнɵɯ ɰепей Ser310, 
Lys313 и Thr500. Б) Сɯема активаɰии субстрата ɮерментом в активнɵɯ ɰентраɯ PBP2. В) 
Распределение расстоɹний нуклеоɮилɶной атаки d(C…OS). Г) совместное распределение 
водороднɵɯ свɹзей d(O…HS) и d(O…HT) длɹ PBP2FA19 (синим), мутантов PBP235/02 (зеленɵм), 
PBP2H041 (краснɵм) 
 

Смеɳение ɰеɮтриаксона в активном ɰентре мутантнɵɯ ɮорм PBP2 (рисунок 6 А) 

способствует уɯудɲениɸ активаɰии субстрата, ɱто подтверждаетсɹ в анализе ɷɮɮекта 

активаɰии картами лапласиана ɷлектронной плотности и расɱетами индекса 

ɷлектроɮилɶности Фукуи атома углерода карбонилɶного ɮрагмента ɰеɮтриаксона: с 

ростом резистентности долɹ реакɰионнɵɯ структур снижаетсɹ и индексɵ 

ɷлектроɮилɶности длɹ PBP2FA19 вɵɲе, ɱем длɹ мутантов. Разниɰа в ɷɮɮекте активаɰии 

отражаетсɹ в велиɱине ɷнергетиɱескиɯ барɶеров первой стадии реакɰии: длɹ PBP2FA19 – 

4,6 ккал/молɶ, длɹ PBP235/02 – 8,4 ккал/молɶ и длɹ PBP2H041 – 9,4 ккал/молɶ. Интермедиат 

реакɰии стабилизирован относителɶно ɮермент-субстратного комплекса в PBP2 из 

ɲтамма дикого типа, в то времɹ как в PBP2 из мутантнɵɯ ɲтаммов интермедиат 

дестабилизирован на 5 ккал/молɶ. Полуɱеннɵе ɷнергетиɱеские барɶерɵ возрастаɸт с 

уменɶɲением активаɰии субстрата и ростом резистентности (рисунок 7 и 8). 
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Рисунок 7. Проɮили ɷнергии Гиббса (A-В) ɷлементарнɵɯ стадий реакɰии аɰилированиɹ в 
комплексе PBP2FA19-ɰеɮтриаксон. Г) Сɯема меɯанизма реакɰии; синие стрелки – координатɵ 
реакɰии; пунктирнɵе ɱернɵе стрелки показɵваɸт перераспределение ɷлектроннɵɯ пар 
 

 
Рисунок 8. Проɮили ɷнергии Гиббса (A-Б) ɷлементарнɵɯ стадий реакɰии аɰилированиɹ 
ɰеɮтриаксоном PBP235/02 и PBP2H041. В) Сɯема меɯанизма реакɰии; краснɵе стрелки – 
координатɵ реакɰии; пунктирнɵе стрелки показɵваɸт перераспределение ɷлектроннɵɯ пар 
 

Установлено, ɱто меɯанизм реакɰии в мутантнɵɯ PBP2 и из ɲтамма дикого типа 

отлиɱаɸтсɹ: разрɵв свɹзи C–N и отрɵв ɮрагмента антибиотика происɯодит 

последователɶно в белке из ɲтамма дикого типа и одновременно в мутантнɵɯ белкаɯ 

(рисунок 7 и 8). Такаɹ разниɰа свɹзана с тем, ɱто ɰеɮтриаксон инɵм образом свɹзɵваетсɹ 

с PBP2 из мутантнɵɯ ɲтаммов. Вследствие ɱего при разрɵве C-N свɹзи β-лактамного 

колɶɰа в мутантнɵɯ ɮормаɯ нет поблизости доноров протона, ɱтобɵ стабилизироватɶ 
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ɷтот интермедиат, ɱто приводит к синɯронному разрɵву свɹзи C-N β-лактамного колɶɰа 

и отɳеплениɸ уɯодɹɳей группɵ R2 антибиотика.  

Динамиɱеский сетевой анализ петли β3-β4 в молекулɹрно-динамиɱеской 

траектории обɳей длиной 1 мкс, показал, ɱто с ростом резистентности петлɹ становитсɹ 

менее подвижной и плоской. Даннɵе наблɸдениɹ согласуɸтсɹ с ɷксперименталɶнɵми 

исследованиɹми.  

Оɩɪɟдɟɥɟɧɢɟ ɷɥɟɤɬɪɨɧɧɵɯ ɮаɤɬɨɪɨв, вɥɢɹɸɳɢɯ ɧа ɫɤɨɪɨɫɬɶ гɢдɪɨɥɢɡа ɪɹда 

ɰɟɮаɥɨɫɩɨɪɢɧɨвɵɯ аɧɬɢбɢɨɬɢɤɨв ɦɟɬаɥɥɨ-β-ɥаɤɬаɦаɡɨɣ L1 

Длɹ построениɹ уравнениɹ свɹзɵваɸɳего ɷксперименталɶнɵе константɵ скорости 

реакɰии и расɱетнɵе квантово-меɯаниɱески велиɱинɵ бɵла вɵбрана ɯороɲо изуɱеннаɹ 

как ɷксперименталɶно, так и теоретиɱески реакɰиɹ – гидролиз нитроɰеɮина металло-β-

лактамазой L1. Известно, ɱто лимитируɸɳей стадией данной реакɰии ɹвлɹетсɹ 

протонирование интермедиата реакɰии – перенос протона с каталитиɱеского остатка 

Asp120 на атом NS антибиотика ɱерез атом кислорода от новообразованной 

карбоксилɶной группɵ с сопутствуɸɳим разрɵвом координаɰионной свɹзи. Поɷтому длɹ 

поиска антибактериалɶнɵɯ препаратов, в первуɸ оɱередɶ бɵли рассмотренɵ расɱетнɵе 

ɷнергетиɱеские барɶерɵ данной стадии реакɰии длɹ десɹти антибиотиков 

ɰеɮалоспоринового рɹда, kcat которɵɯ наɯодɹтсɹ в пределаɯ двуɯ порɹдков. Вɵɱисленнɵе 

ɷнергетиɱеские барɶерɵ лимитируɸɳей стадии и знаɱениɹ ɷксперименталɶнɵɯ 

каталитиɱескиɯ констант не коррелируɸт друг с другом. Это свɹзано с тем, ɱто 

погреɲностɶ даже в 1 ккал/молɶ на ɷнергетиɱеской ɲкале соответствует оɲибке 

определениɹ константɵ скорости в 5-6 раз. В свɹзи с ɱем длɹ анализа активного ɰентра 

ɮермента бɵл применен подɯод квантово-топологиɱеской теории атомов в молекулаɯ длɹ 

состоɹний интермедиата реакɰии и переɯодного состоɹниɹ лимитируɸɳей стадии длɹ 

десɹти исследуемɵɯ антибиотиков. Межатомнɵе взаимодействиɹ ɯарактеризуɸт 

критиɱеские тоɱки свɹзи (КТС), далее они бɵли вɵбранɵ длɹ описаниɹ клɸɱевɵɯ 

координаɰионнɵɯ и водороднɵɯ свɹзей в активном ɰентре ɮермента. В каждой из КТС 

бɵли рассɱитанɵ дескрипторɵ ɷлектронной плотности. Монотоннɵе зависимости 

полуɱенɵ толɶко между дескрипторами ɷлектронной плотности в КТС на линии 

водородной свɹзи N…H структурɵ переɯодного состоɹниɹ и каталитиɱескими 

константами реакɰии гидролиза (таблиɰе 1). Длɹ всеɯ осталɶнɵɯ рассматриваемɵɯ КТС 

в обеиɯ структураɯ не бɵло обнаружено никакиɯ зависимостей от kcat. 
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Таблиɰа 1. Характеристики линейнɵɯ зависимостей между дескрипторами ɷлектронной 
плотности в КТС на линии водородной свɹзи N…H в геометриɱеской конɮигураɰии переɯодного 
состоɹниɹ и ɷксперименталɶнɵми знаɱениɹми kcat. 

Дескриптор Диапазон R2 Коɷɮɮиɰиент 
наклона 

Свободнɵй 
ɱлен Оɲибка, с-1 

d(N…H), Å 1,86 – 2,07 0,862 373 ± 53 -700 ± 103 202 – 213 

ρ(r), а.е. 0,028 – 0,037 0,861 -6291 ± 892 245 ± 30 55 – 63 

∇2 ρ(r), а.е. 0,081 – 0,096 0,675 -2891 ± 710 291 ± 64 122 – 132 

λ1, а.е. -0,055 – (-0,032) 0,879 3524 ± 461 186 ± 20 35 – 45 

λ2, а.е. -0,025 – (-0,048) 0,795 3408 ± 613 154 ± 22 37 – 51 

λ3, а.е. 0,140 – 0,190 0,835 -1166 ± 183 229 ± 31 57 – 66 
Е(НВ)g, 

ккал/молɶ 5,6 – 7,8 0,788 -34,7 ± 6,4 260 ± 42 78 – 92 

Е(НВ)v, 
ккал/молɶ 6,8 – 10,0 0,831 -24 ± 3,8 231 ± 32 58 – 70 

ntopo 0,09 – 0,12 0,873 -2349 ± 317 287 ± 34 63 – 72 

S(КТС-1, Оw), а.е. 0,0075 – 0,0140 0,741 -12370 ± 2583 169 ± 29 48 – 65 
S(КТС-1, N), а.е. -0,0045 – +0,0003 0,939 -15282 ± 1377 7,9 ± 3,2 3,2 – 9,4 
S(КТС-1, N), % -18,6 – +0,9 0,933 -3,8 ± 0,4 9,2 ± 3,3 3,7 – 10,7 

S(КТС-1, ОwH), а.е. 0,0040 – 0,0096 0,821 -14257 ± 2354 128 ± 16 25 – 39 
S(КТС-1, ОH), % 16,6 – 26,7 0,779 -7,6 ± 1,4 201 ± 32 55 – 60 

 
Помимо ɯарактеристик ɷлектронной плотности, расстоɹниɹ d(N…H) равновеснɵɯ 

геометриɱескиɯ конɮигураɰий также ɯороɲо коррелируɸт с наблɸдаемɵм kcat (рисунок 

10 А). Основнɵм недостатком ɷтого дескриптора ɹвлɹетсɹ погреɲностɶ, котораɹ более 

ɱем в два раза превɵɲает разниɰу между наиболɶɲим и наименɶɲим знаɱениɹми kcat.  

Функɰиɹ влиɹниɹ уɱитɵвает ɯарактернɵе вкладɵ атомов OW, H и N в ɷлектроннуɸ 

плотностɶ в КТС на линии свɹзи N…H. Как абсолɸтнɵе, так и относителɶнɵе знаɱениɹ 

атомнɵɯ вкладов N в ɷлектроннуɸ плотностɶ демонстрируɸт вɵсокуɸ коррелɹɰиɸ с 

каталитиɱескими константами, R2 = 0.939 (рисунок 10 Б). Даннɵе зависимости имеɸт 

наименɶɲие погреɲности из всеɯ рассматриваемɵɯ дескрипторов 3,2 – 9,4 с-1 и 3,7 – 

10,7 с-1 соответственно. Абсолɸтнɵй вклад N в КТС бɵл вɵбран длɹ прогнозированиɹ 

знаɱений kcat. Перед непосредственнɵм прогнозированием новɵɯ антибиотиков, 

полуɱеннаɹ зависимостɶ (рисунок 10 Б) бɵла валидирована на антибиотике с известнɵм 

знаɱением kcat. Антибиотик ɰеɮалоспоринового рɹда ɰеɮтазидим обладает 

ɷксперименталɶной kcat= 15,4 с-1, а предсказанное знаɱение по предложенной модели 

составлɹет 15,7 ± 3,9 с-1. 



20 
 

 
Рисунок 10. Линейнɵе коррелɹɰии между каталитиɱескими константами скорости kcat и длиной 
водородной свɹзи N…H (А), абсолɸтнɵм вкладом N в ɷлектроннуɸ плотностɶ КТС-1 (Б) 
 

Затем бɵл вɵбран самɵй медленно гидролизуɸɳийсɹ антибиотик ɰеɮокситим и в 

нем проведенɵ виртуалɶнɵе модиɮикаɰии с ɰелɶɸ поиска нового соединениɹ с еɳɺ 

менɶɲими знаɱениɹми kcat. Введение либо двуɯ атомов ɮтора, либо двуɯ метилɶнɵɯ 

групп силɶно изменило знаɱениɹ kcat. Согласно предложенной в работе зависимости, 

знаɱение kcat длɹ ɰеɮокситина-F2 составлɹет -0,3 ± 3,9 с-1. Указаннаɹ велиɱина в коридоре 

погреɲностей попадает в положителɶнуɸ областɶ и принимает наименɶɲие знаɱениɹ 

среди рассмотреннɵɯ вариантов.  

Оɩɪɟдɟɥɟɧɢɟ ɷɥɟɤɬɪɨɧɧɵɯ ɮаɤɬɨɪɨв, вɥɢɹɸɳɢɯ ɧа ɷɮɮɟɤɬɢвɧɨɫɬɶ ɢɧгɢбɢɬɨɪɨв 

NDM-1 ɧа ɨɫɧɨвɟ бɟɧɡɨ[b]ɬɢɨɮɟɧ-2-бɨɪɨɧɨвɵɯ ɤɢɫɥɨɬ  

Длɹ сравнениɹ реакɰии NDM-1 с субстратом имипенемом и ингибитором, бɵли 

рассɱитанɵ ɷнергетиɱеские проɮили стадии нуклеоɮилɶной атаки гидроксид анионом на 

атом углерода β-лактамного колɶɰа в слуɱае субстрата и атом бора в слуɱае ингибитора. 

В каɱестве ингибитора бɵло вɵбрано соединение cpd5 на основе бензо[b]тиоɮен-2-

бороновɵɯ кислот (рисунок 12). Энергетиɱеские проɮили реакɰии представленɵ на 

рисунке 12 А и Б. Длɹ субстрата ɷнергетиɱеский барɶер нуклеоɮилɶной атаки составлɹет 

около 14 ккал/молɶ, а I1 поɱти на 4 ккал/молɶ вɵɲе по ɷнергии, ɱем комплекс ES. 

Ингибитор образует устойɱивɵй тетраɷдриɱеский комплекс с NDM-1 безбарɶерно.  

Длɹ анализа активаɰии субстрата и ингибитора в активном ɰентре NDM-1 бɵли 

проанализированɵ молекулɹрно-динамиɱеские траектории имипенема и ингибитора в 

ɹвном водном растворе и комплексов ɮермент-имипенем и ɮермент-ингибитор длɹ 

сравнителɶного анализа. Длɹ атомов углерода в имипенеме и бора в ингибиторе бɵли 

рассɱитанɵ индексɵ ɷлектроɮилɶности Фукуи (рисунок 11 В и Г). Среднее знаɱение 

индекса Фукуи длɹ карбонилɶного углерода имипенема увелиɱиваетсɹ более ɱем в два 
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раза по сравнениɸ с воднɵм раствором, ɱто иллɸстрирует ɷɮɮект активаɰии субстрата 

ɮерментом. Индекс ɷлектроɮилɶности Фукуи на атоме бора в ɮерменте оказалсɹ менɶɲе, 

ɱем в растворе. Что обɴɹснɹетсɹ ɱастиɱнɵм заполнением p-орбитали бора ɷлектронами 

атома Ow-. Это взаимодействие вместе с далɶнодействуɸɳими ɷлектростатиɱескими 

взаимодействиɹми между партнерами по координаɰионнɵм свɹзɹм могут бɵтɶ приɱиной 

невозможности локализаɰии минимума, соответствуɸɳего предреакɰионному 

комплексу. 

 
Рисунок 11. Проɮили ɷнергии Гиббса длɹ реакɰии нуклеоɮилɶной атаки гидроксид анионом 
имипенема (А) и ингибитора cpd5 (Б); распределение индексов ɷлектроɮилɶности Фукуи, f+ 

карбонилɶного углерода имипенема (зеленɵм) и атома бора ингибитора cpd5 (синим) в водном 
растворе (В) и в активном ɰентре NDM-1 (Г)  
 

Длɹ данной задаɱи бɵли рассмотренɵ дескрипторɵ ɷлектронной плотности в 

критиɱескиɯ тоɱкаɯ координаɰионнɵɯ свɹзей между гидроксиборонатом и катионами 

ɰинка: d(Zn12+…Оw), d(Zn12+…O1) и d(Zn22+…O2) суɳествуɸт соответствуɸɳие КТС-1, 

КТС-2 и КТС-3. В каɱестве дескрипторов взаимодействиɹ бɵли вɵбранɵ ɷлектроннаɹ 

плотностɶ, лапласиан ɷлектронной плотности и ɮункɰиɹ влиɹниɹ, описɵваɸɳаɹ вкладɵ 

атомов Ow, O1 и O2 в ɷлектроннуɸ плотностɶ соответствуɸɳиɯ КТС (рисунок 12 Б).  

Наилуɱɲие коррелɹɰии бɵли полуɱенɵ длɹ зависимости IC50 от атомнɵɯ вкладов 

в КТС и сумм дескрипторов, рассɱитаннɵɯ в треɯ КТС. Эти уравнениɹ в далɶнейɲем 

исполɶзовалисɶ длɹ прогнозированиɹ знаɱений IC50 новɵɯ соединений (рисунок 12). 
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Рисунок 12. А) Зависимостɶ между ɷксперименталɶнɵми знаɱениɹми IC50 и расɱетнɵми 
знаɱениɹми суммɵ атомнɵɯ вкладов кислородов в КТС-1,2,3; Б) обɳаɹ сɯема комплекса 
бороновɵɯ ингибиторов на основе бензо[b]тиоɮена с NDM-1 
 

Ингибиторɵ cpd1-cpd5 взɹтɵ из ɷксперименталɶнɵɯ литературнɵɯ даннɵɯ, cpd6-

cpd10 из базɵ даннɵɯ PubChem. Однако предсказаннɵе знаɱениɹ IC50 с даннɵм набором 

оказалисɶ вɵɲе 60 мкМ. Поɷтому далее в каɱестве ведуɳего соединениɹ длɹ разработки 

новɵɯ ингибиторов бɵл взɹт ингибитор cpd5, которɵй имеет самое низкое знаɱение IC50 

среди исследованнɵɯ ɷксперименталɶно. Среди виртуалɶно модиɮиɰированнɵɯ cpd5 

(cpd11-cpd15) наиболее перспективнɵми ɹвлɹɸтсɹ cpd14 и cpd15, которɵе предсказали 

знаɱениɹ IC50 40 мкМ и 47 мкМ соответственно. Однако и ɷти знаɱениɹ ɹвлɹɸтсɹ 

болɶɲими, ɱем уже известнɵе ɷксперименталɶно.  

Заклɸчение 

Моделирование динамиɱеского поведениɹ ɮермент-субстратного комплекса 

металло-β-лактамазɵ L1 с нитроɰеɮином с разнɵми гибриднɵми ɮункɰионалами длɹ 

описаниɹ КМ подсистемɵ показало, ɱто ɮункɰионал BHHLYP-D3, содержаɳий 50% 

вклада тоɱного ɯартри-ɮоковского обмена, воспроизводит рɵɯлуɸ геометриɸ комплекса 

и не позволɹет дискриминироватɶ активированнɵе и неактивированнɵе состоɹниɹ. При 

описании меɯанизма реакɰии гидролиза нитроɰеɮина металло-β-лактамазой L1 показано, 

ɱто из рассматриваемɵɯ ɮункɰионалов PBE0-D3 наилуɱɲим образом согласуетсɹ с 

ɷксперименталɶнɵми даннɵми по лимитируɸɳей стадии и накоплениɸ интермедиата 

реакɰии. Поɷтому далее в работе длɹ описаниɹ КМ ɱастей исследуемɵɯ комплексов 

исполɶзовалсɹ метод ɮункɰионала ɷлектронной плотности в варианте PBE0-D3/6-31G**.  

Исследование меɯанизма инактиваɰии антибиотика имипенема в активнɵɯ 

ɰентраɯ металло-β-лактамаз L1 и NDM-1 показало, ɱто наблɸдаемɵй в 
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ɷксперименталɶнɵɯ исследованиɹɯ продукт гидролиза имипенема (R)-имин образуетсɹ 

не в активнɵɯ ɰентраɯ ɮерментов, а в резулɶтате таутомеризаɰии из енамина в растворе. 

В активном ɰентре L1 в ɯоде реакɰии гидролиза имипенема образуетсɹ енамин, в NDM-1 

преобладаɸɳим продуктом ɹвлɹетсɹ енамин, однако может происɯодитɶ конкурируɸɳаɹ 

реакɰиɹ с болɶɲей ɷнергией активаɰии, продуктом которой ɹвлɹетсɹ (S)-имин. Также 

показано, ɱто особенности протеканиɹ реакɰии в активнɵɯ ɰентраɯ даннɵɯ ɮерментов 

определɹɸтсɹ гибкостɶɸ активного ɰентра.  

Молекулɹрное моделирование меɯанизма реакɰии ингибированиɹ PBP2 из 

ɲтаммов FA19, 35/02, H041 ɰеɮтриаксоном показало, ɱто изменение положениɹ 

субстрата в активном ɰентре ɮермента, вɵзванное аминокислотной заменой Gly545Ser, 

отражаетсɹ на ɮормировании оксианионного ɰентра и, как следствие, на меɯанизме 

реакɰии. Вɵсота ɷнергетиɱескиɯ барɶеров первой стадии реакɰии увелиɱиваетсɹ с ростом 

резистентности вследствие уɯудɲениɹ активаɰии ɰеɮтриаксона. Меɯанизм реакɰии в 

мутантнɵɯ PBP2 и из ɲтамма дикого типа отлиɱаɸтсɹ: разрɵв свɹзи C–N и отрɵв 

ɮрагмента антибиотика происɯодит последователɶно в белке из ɲтамма дикого типа и 

одновременно в мутантнɵɯ белкаɯ. Анализ конɮормаɰионнɵɯ изменений петли β3-β4, 

показал, с ростом резистентности петлɹ становитсɹ менее подвижной и плоской. 

При анализе структурɵ переɯодного состоɹниɹ лимитируɸɳей стадии реакɰии 

гидролиза рɹда ɰеɮалоспориновɵɯ антибиотиков металло-β-лактамазой L1, бɵло 

определено, ɱто взаимодействие N…H свɹзанно со скоростɶɸ реакɰии гидролиза. Анализ 

ɷлектронной плотности в критиɱескиɯ тоɱкаɯ свɹзей показал налиɱие монотоннɵɯ 

зависимостей между знаɱениɹми дескрипторов ɷлектронной плотности и параметром 

стаɰионарной кинетики kcat. Установленнаɹ взаимосвɹзɶ между макроскопиɱеским 

параметром, наблɸдаемɵм в ɷксперименте, и параметрами ɷлектронной плотности 

взаимодействиɹ N…H может исполɶзоватɶсɹ длɹ предсказаниɹ константɵ скорости 

реакɰии гидролиза новɵɯ соединений ɰеɮалоспоринового рɹда металло-β-лактамазой L1 

при поиске новɵɯ негидролизуемɵɯ или медленно гидролизуемɵɯ антибиотиков. В 

работе предложенɵ модиɮикаɰии антибиотика ɰеɮокситина, способствуɸɳие снижениɸ 

скорости его гидролиза.  

Анализ свɹзɵваниɹ бензо[b]тиоɮен-2-бороновɵɯ кислот с NDM-1 показал, ɱто 

реакɰиɹ нуклеоɮилɶной атаки гидроксид-аниона на атом бора бензо[b]тиоɮенового 

ингибитора происɯодит самопроизволɶно в резулɶтате свɹзɵваниɹ в активном ɰентре 



24 
 

ɮермента. Построено уравнение, свɹзɵваɸɳее ɷксперименталɶнɵе параметрɵ IC50 и 

параметрɵ ɷлектронной плотности в критиɱескиɯ тоɱкаɯ свɹзи, расположеннɵɯ на 

линиɹɯ координаɰионнɵɯ свɹзей атомов кислорода тетраɷдриɱеского бороната с ионами 

ɰинка в активном ɰентре NDM-1. На основе полуɱенного уравнениɹ бɵли предложенɵ 

пɹтɶ новɵɯ структур ингибиторов. Среди ниɯ наиболее перспективнɵми ɹвлɹɸтсɹ cpd14 

и cpd15, длɹ которɵɯ рассɱитаннɵе знаɱениɹ составлɹɸт IC50 40 мкМ и 47 мкМ 

соответственно. Однако и ɷти знаɱениɹ ɹвлɹɸтсɹ болɶɲими, ɱем уже известнɵе 

ɷксперименталɶно. Можно заклɸɱитɶ, ɱто далɶнейɲего снижениɹ знаɱениɹ IC50 можно 

добитɶсɹ, изменив органиɱеское ɹдро бороновой кислотɵ.  

Выводы 

1. При моделировании меɯанизма реакɰии гидролиза нитроɰеɮина металло-β-лактамазой 

L1 методом молекулɹрной динамики с потенɰиалами КМ/ММ наилуɱɲее согласие с 

ɷксперименталɶнɵми кинетиɱескими даннɵми наблɸдаетсɹ при описании квантовой 

подсистемɵ гибриднɵм ɮункɰионалом PBE0-D3. 

2. В реакɰии гидролиза имипенема металло-β-лактамазами L1 и NDM-1 образуетсɹ 

енамин, которɵй после вɵɯода в раствор таутомеризуетсɹ в (R)-имин, наблɸдаемɵй в 

ɷксперименте. В активном ɰентре NDM-1 в каɱестве побоɱного продукта образуетсɹ 

(S)-имин, ɱто обусловлено разнɵм аминокислотнɵм составом петли L10 металло-β-

лактамаз L1 и NDM-1.  

3. Аминокислотнаɹ замена Gly545Ser в PBP2 мутантнɵɯ ɲтаммов уɯудɲает свɹзɵвание 

ɰеɮтриаксона, увелиɱиваɹ константу диссоɰиаɰии KS, и ослаблɹет активаɰиɸ 

субстрата, понижаɹ константу скорости аɰилированиɹ k2, ɱто обɴɹснɹет наблɸдаемое 

уменɶɲение ɷɮɮективного каталитиɱеского параметра k2/KS.  

4. Определена взаимосвɹзɶ между наблɸдаемɵм параметром kcat и рассɱитɵваемɵми 

дескрипторами ɷлектронной плотности, ɯарактеризуɸɳими водороднуɸ свɹзɶ N…H в 

структураɯ переɯодного состоɹниɹ лимитируɸɳей стадии реакɰии гидролиза 

ɰеɮалоспоринов металло-β-лактамазой L1, ɱто можно исполɶзоватɶ длɹ оɰенки 

константɵ скорости реакɰии гидролиза новɵɯ соединений. 

5. Устойɱивɵе бензо[b]тиоɮен-2-боронатɵ ɮормируɸтсɹ безбарɶерно в активном ɰентре 

NDM-1 в резулɶтате образованиɹ ковалентной свɹзи с каталитиɱеским гидроксид-

анионом. Все рассмотреннɵе ингибиторɵ ɷтого рɹда ɯарактеризуɸтсɹ велиɱинами 

IC50 не ниже 30 μМ.  
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